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RÉCHERCHES SUR L'ACTIVITE ANTIINFECTIEUSE DE GLYCOCOLLATE METALLIQUES.
INTRODUCTION
. La multiplication des cellules peut être activée ou au contraire retardée ou même inhibée par la présence de certaines molécules dans le plasma qui les imbibe.
a Les vitamines et les facteurs de Re noprocentont les catalyseurs positifs, les agents bactériostatiques les catalyseurs râAgatifs de la croissance cellulaire,
Parmi les agents bactériostatiques, les sulfamides, les substances antibiotiques issues d'organismes vivants, et les médicaments chimio-synthétiques actifs contre le bacille de Koch ont pris une importance de premier ordre dans la thérapeutique antiinfectieuse et ont été l'objet d'études étendues tant pour les conditions de leur activité désinfectante que pour les mécanismes chimiques auxquels ils Dora cette activité sur les CREER pathogènes,
Cependant, étant donné le développement constaté de phénomènes de résistance aux antibiotiques, certains cliniciens res tent fidèles aux anciennes thérapeutiques mettant à profit den médicaments moins actifs peut-être que les substances antibh1ne ques proprement dites, mais offrant en compensation u1e sécurité d'action parfois plus grande; c'est le cas, en particulier, de certaîns désinfectants métalliques,
Les ions cuivre et arrent possèdent une action bactéricide assez générale à l'égard des organismes infectants, L'action désinfectante du cuivre a été signalée et utilisée depuis longtemps contre les champignons et les bactéries.
I1 est de notion classique que le cuivre comme tous anions. et cations favorise à soncentration très faible le développement des microorganismes, puis l'inhibe à une concentration plus élevée,cette action inhibitrice pouvant devenir microbicide, On sait aussi que la présence de protéines diminue l'activité des ions à cet égard,
: “algré sa faible toxicité pour l'organisme animal, le cuivre n'a guère trouvé d'application thérapeutique comme agent bactériostatique ou bactéricide,
._ En médecine numaine cependant, le sulfate de cuivre a été proposé pour combattre les .staphylococcies rebelles, et si son emploi en injection intraveineuse ne s'est pas généralisé, c'est qu'il occasionne des thromboses., Mais, le sel cuprique du:glycocolle, qui ne présente pas cet inconvénient a 6té introduit dans la théra- Fieione injecté par voie intraveineuse en solution isotonique tiede. ,
Ce traitement s'est montré efficace dans les staphylococcies cutanées alors souvent rebellés à la pénicillotnérapie au début de son utilisation, |
C'est pourquoi 1i nous a paru intéressant d'étudier au laboratoire l'activité anti-infectieuse de quelques gliycocollates métalliques, À
Dans une première partie nous avons rappelé quelques généralités, en PÉticbiter les XEFinitions des Lornes ancre Snetli nent et “bactéricides", puis quelques considérations sur la cinétique de la multiplication microbienne et de la désinfection et les mécanismes présumés ou démontrés par lesquels agissent les désinfectants. Dans une deuxième partie, nous avons étudié la solution de glycocollate de cuivre ayant servi à réaliser les essais, les variations de la cuprémie dans le sang des sujets traités par ce sel, puis nous avons examiné quelques effets biologiques de cette solution.
Dans une troisième partie : nous avons étudié l'action désinfectante "in vitro" de la solution de glycocollate de cuivre
Enfin, dans une quatrième partie : nous avons examiné l'action désinfectante sur Staphylococcus aureus d'autres glycocollates métalliques, puis l'action désinfectante du glycocollate de cuivre sur d'autres germes, que le Staphylocoque, aînsi que sur l'activité de bactériopnages} et enfin l'action du glycollate de cuivre en association avec des antibiotiques,
nt
PLAN DU TRAVAIL
Pages
INTRODUCTION DCE ENS ET OT 2.9 . 0." 2e: 5 PRENIERE PARTIE : Quelques généralités sur le processus de désinfection ire ie RE ere ; 5
A) Définitions, résistance naturelle de l'organisme... 5
B) Cinétique de la multiplication des bactéries
Min vitro!" 00e ee # © © © ae 9 9 © © © © © © © + © + « © +... ee + = 10
C) Cinétique de la désinfection "in vitro" | influence de divers facteurs Ne MR... 15
D) Mécanismes biochimiques de l'activité de certaines substances Énnibitricos.s. RENE M Rire 19 DEUXIEME PARTIE : Action biologique de la solution de cuivre 22 A) Solution de glycocollate de cuivre employée. K : +: Concentration utilisable, . 4... tan ne ee
B) Courbe de cuprémie après injection intraveineuse du sel de QUIL VOS, NS NE MERE. ee Te PENSE de PT Ole At
À" Méthode de. AoRaRe ur 28 2 > Résultats QDUANUE LE TN TRES Er RME AT REA _ 60
GC) Influence sur Le diepédège. 4, es EU 0 D) Influence sur les enzymes staphylococciques,,....,., 55 E) Influence sur la coagulation du sang "in vitro"..,.. 41 F) Influence sur la pigmentation du staphylocoque doré. 41 G) Action sur l'enzyme de Sohardinesrs 42
TROISIEME PARTIE : Etude de l'action désinfectante "in vitro
A) Facteurs influençant les 958a18,,,.....,...,....,... 44
B) Action. En D du glycocollate de cuivre Pan vitro" nr
+. ee e soso ressens essence 52
1 - Techniques. RL MO | 52 8. - Détermination de l'activité bactériostatique at. DACTET ICI Re Ne Re M A Se a) en eau peptonée salée, se Re 56.
b) En eau peptonée gélosée c) En eau physiologique, .
QUATRIEME PARTIE - Extension des précédentes recherches
A) Activité bactéricide ou bactériostatique d'autres
glycocollates métalliques sur Staphylococcus aureus
1 - Glycocollate de gobalt,.............s..s.s 2 - Glycocollate de zinc......, 3 - Action de l'association des ‘glycocollates
de cuivre et de CORALE ES: 4,
B) Action du glycocollate de cuivre sur d'autres bactéries que Staphylococcus AUPEUS.. sons
L' HOMS LUE
- Escherichia Coli.
+ HPHOUROMONdS--AETUBLNOBE ESS Sens à eds ce Streptococcus pyogenes POSPENPELR ÉVOLUE SSD, Da Qi js me - Sur les spores du Bacillus BUDECELLS ENST
.0 8e 2 9e + . ee
C) Action du glycocollate de cuivre sur l'activité
de bactériophages,..,...
rHantioniibacidlies,.$.. .....:...
À antistaphylocoque....
_ D) Action du glycocollatée de cuivre en association
avec des antibiotiques,....
Pénicilline.,...
Aureomycine,....
DOTOAMNVEUMO EN ON a een achete Streptomycine...
[ASIN EE PET a
RAPPEL DE QUELQUES GENERALITES SUR LE PROCESSUS DE DÉSINFECTION
Pour étudier l'activité antibactérienne d'une substance, i1 y a lieu de prendre en considération de très nombreux facteurs dont chacun peut intervenir pour sa part. On peut classer comme suit ces divers facteurs : |
erme infectant
1°) Facteurs dépendant dus Nature du germe, de ses toxines, importance de l'inoculet dans le milieu de culture choisi, |
2°) Facteurs dépe
ndant des moyens de défense de l'organisme SPAS va Te
à Activité de la diapédèse, de la phagocytose par les polynucléaires ou les macropnages, par les phages de d'Hérelle; pouvoir neutralisant des anticorps sécrétés vis-à-vis des toxines du germe infectant,. :
50) Facteurs dépen
dant du médicament injecté
; Le Concentration dans l'organisme en fonction du temps écoulé après l'injection. Activateurs ou inhibiteurs qu'il trouve dans l'organisue injecté,
Les médicaments chimio-tnérapeutiques destinés à l'utili-
sation interne sont désignés par des termes divers : antigénétiques antibiotiques, bactériostatiques, inhibiteurs, antiin ectieux,e6etc.,
M. Tiffeneau (28) a précisé les définitions suivantes dans son traité de pharmacodynamie : "Les antiseptiques sont considérés comme désinfectants avant tout externes, et les médicaments Chimiothérapiques comme des désinfectants internes, étant entendu dit J'auteur, qu'entre les deux catégories 11 n'y a aucune diffé” rence essentielle. Les mêmes substances pouvant être suivant les doses antiseptiques ou désinfectantes, ou infertilisantes.
Os e.
Avèc plus de précision, indépendemment des conditions d'application du médicament, on peut distinguer actuellement d'une part une activité "bactéricide" qui consiste dans la suppression définitive .de la vie des micro-organismes, lesquels ne peuvent plus cultiver même s'ils sont transportés sur de ren favorable, et d'autre part une activité "antigénétique" u"bactériostatique" qui consiste simplement dans Hd de la ta li tion bactérienne, Le temps intervenant, il n! a a pas de solution de continuité entre ces catégories.
Dans l'étude thérapeutique de tels médicaments, 11 ya lieu, comme 11 vient d'être indiqué de préciser lies différentes va riables qui interviennent : en particulier les doses (c'est-à-dire les concentrations dans l'organisme), ia nature de l'agent infectant, et l'importance de l'inocubat, la durée d'action du médicament (compte tenu de son élimination et de sa destruction dans le temps). La question se présente sous un aspect dynamique et non statique et c'est le résultat d'ensemble que les essais thérapeutiques constatent dans la pratique.
Ë,. Tiffeneau définit "dose antipénétique ou bactériostatique": la concentration juste suffisante pour empêcher le développement des microorganismes dans un milieu de culture approprié, bien défini, et à la température optima. La ose "antibiotique" ou “bactéricide" d'une substance est la quantité juste suffisante pour que les microorganismes placés à son contact pendant un temps limité et relativement court, ne puissent plus se développer à nouveau
lorsqu'on les transporte dans un milieu favorable et à la températu-
re optima. Le terme "antibiotique" est réservé généralement aux substances issues d'organismes vivants bien que leur action se borne le plus souvent à une bactériostase.
S. Lambin ayant, avec J. Régnier, étudié particulièrement les conditions des Techniques d'Essai des substances antiseptiques et notamment l'importance de la concentration en germes, a montré la nécessité de définir avec précision les conditions utilisées. PORE. définir la dose bactériostatique et la dose bactéricide lorsqu'on les détermine par la métnods des dilutions, Il faut, en effet, pouvoir comparer directement ces deux doses pour juger de la validité des résultats obtenus; sinon on sie d'obtenir des valeurs erronées.
Les définitions suivantes ont été adoptées par ces auteurs :. | | ;
Dose antigénétique ou bactériostatique : Dose minima de la substance étudiée qu'il faut introduire dans un litre de bouillon peptoné salé pour y empêcher le développement de germes ensemenchs à raison de aix millions par contimétre cube (cette dose est exprimée en grammes pour mille centimètres cubes).
Dose bactéricide ou antibiotique : La dose minima (exprimée en grammes par Iître) qui, laissée en contact pendant 15 minutes avec une suspension contenant 500 millions de germes par CMS,
ne
et dans un milieu donné, empéche ces germes ds donner une suoculture lorsqu'on transporte un dixième de cm du mélange dans 5 cmd de vouillon nutritif,
D'autres conditions peuvent être adoptées selon le problème particulier qui se pose.
Mais il était utile de rappeler leur nécessité, car certaîns autours emploient dans "un sens imprécis les termes mentionnés Nous nous garderons d'utiliser le terme "antibiotique" maintenant adopté en général pour une @ésignation particulière et parlerons seulement. d'action “antigénétique" ou "bactériostatique" et d'action "bactéricide".
Résistance naturelle de l'organisme :
Nous remarquerons maintenant que la dose antigénétique “in vivo" doit être généralement considérée comme inférieure à ce qu'elle est "in vitro" sur un milieu de culture approprié. En effet dans un organisme vivant, quand la vitesse de multiplication d'un germe plus ou moîns virulent s'abaisse sous l'influence de doses
“ convenables d'un désinfectant, les réactions de défense naturelles de l'organisme interviennent aussi à côté pour faire rétrogradèr l'invasion microbienne, Inversement, quand l'époque du recul de l'invasion primitive est arrivée, il faut encore tenir compte d'un phénomène actuellement bien connu, celui de la possibilité de réinfection secondaire tardive. |
Parmi les germes envahissants, il en est qui devenus de plus en plus résistants les uns que les autres à l'action de l'antigénétique employé, peuvent se réfugier dans certains organes où 11s sont comme à l'abri du médicament. La rate en particulier parait apte a fournir de ces refuges constituant des foyers permanents d'ou peuvent repartir quand les circonstances sont redevenues favorables, de nouvelles infections consécutives. A. Boivin et A. Delaunay (1} ont montré que des "infections occultes" peuvent être mises en évidence par ensemencement aseptique des organes ainsi infectés. Cela explique aussi que certains antigénétiques trés actifs se montrentdans certains cas, vis-à-vis d'un ferme donné, des médicaments moîns efficaces que d'autres,
Dans le même ordre d'idées, nous rappellerons que dans la lutte antisyphilitique, la pénicilline, aprés s'être révélée comme étant aux premiéres injections d'une activité foudroyante vis-à-vis du tréponème ne donne pas de résultats décisifs, et que des récidives de la maladie apparaissent qui aménent alors le médecin à revenir aux vieux traitements classiques. Les bismuthiques vont compléter l'action de la pénicilline dans la syphilis, comme 1° cuivre complète son action dans le traitement des staphyloccoe-. cies. | | os
Les traitements actuels des maladies infectieuses tendent
vers une Combinaison fjudicieuse des moyens connus, ordonnés dans le temps et compte tenu des constatations cliniques et des épreuves
ali
de Loire sur la résistance FN germes infectants aux antigénétiques proposés.
De nos jours la liste des antibiotiques dtorigine fongtque proposés s'accroît sans arrêt. |
Aussi la thérapeutique a-t-elle fort à faire pour choisir entre eux et déterminer le: plus indiqué pour chadue cas particulier, Bien’ des facteurs interviennent alors selon la nsture st l'abondance des germes et la lésion qu'ils ont créée, À la période empirique a succédé une période scientifique utilisant les essais de laboratoire dans la conduite des opérations. Il arrive augsi que dans les lésions observées, plusieurs fermes apparaissent consécutivement et doivent étre combattus par des moyens distincts et rapidement sélectionnés.
La question apparait complexe à la lumière des faits actuellement connus et 11 y a tout lieu de penser que nous ne sommes encore qu'à l'aurore de l'étude scientifique de la désinfection rationnelle,
Cependant dès 1949, dans un très remarquable travail d'ensemble R, äartin et ses Collaborateurs formulaient quelques précautions à observer dans l'utilisation des antibiotiques. La résistance progressivement croissante. d'un germe à l'antibiotique entraine la nécessité de mesurer cette résistance sur le germe infectant, l'adaptation de la dose active à la limite des doses tolérées, et le dosage du médicament pour suivre la concentration de celui-ci dans, les liquides de l'organisme. On est souvent conduit maintenant à utiliser l'association de plusieurs AASANEARES ques,
La désinfection naturelle spontanée d'un organisme par l'activité
es phases de d'Hérelle ou par l'activité phagocytaire :
I1 nous semble ici devoir rappeler d'abord un très important travail d'André Raîiga qui a remis en mémoire les travaux de d'£ lérelle et de ses successeurs (21),
| Pour cet auteur les phages de d'Hérelle fourniraient la défense naturelle et décisive dans la lutte des,organismes contre la plupart des germes pathosènes envahisseurs mais 11 existe aussi des antiphages antagonistes contre lesquels du reste il est possible de RE par. 1'autohémotnérapie.
- La bactériostase obtenue par les produits fongiques sulfanidos ou tous autres antibiotiques n'aboutirait à la guérison que si la bactériophagie naturelle intervient en fin de compte.
En ce qui concerne la part des: phagocytes dans lé stéri- _lisation de l'organisme malade, elle aurait été probablement surestimée. Lors des guérisons, les numérations globulaires fournissent des résultats contradictoires. En effet, on observe des guérisons ‘avec des leucocytoses basses comme avec des leucocytoses élevées,
Enfin dans les épidémies, on ne peut guère concevoir la HAEtoA collective d'une population ainsi expliquée.
Dans cette remarquable critique, André Raiga met en balance tous les éléments connus qui entrent en ligne de compte dans la défense antiinfectieuse.
11 rappelle aussi les précautions à prendre dans l'utilisation des antibiotiques : choix de l'agent actif, faits de Nrésistance" des germes, faits d'intolérance des organismes infectés vis-
à-vis de l'antibiotique utilisé, faits d'annihilation des défenses naturelles dues aux phages sous l'action des antibiotiques développement de propriétés "antiphages"
En denors de l'intervention des phages et des divers phagocytes dans la destruction naturelle spontanée des bactéries infectantes, il y a lieu de parler aussi de la défense contre les toxines. des bactéries, laquelle ressort, on s'accorde généralement
a l'admettre, de l'immunité humorale.
L'organisme infecté leur oppose les anticorps qu'il élabore et qui neutralisent le caractère toxique des antigènes bactériens anticorps dont la nature globulinique n'est plus discutée. Divers organes chargés de sécrétions actives : moelle osseuse, cortico-surrénales, foie, jouent sans doute aussi un rôle important dans la lutte antiinfectieuse (6).
Tels sont les divers facteurs qui peuvent être sollicités dans la thérapeutique des ARE ENCE C'est un domaine immense dont le présent travail n'examine qu'une: partie nettement délimitée.
Parmi tous ces facteurs, en effet, 11 est bien probable que selon le cas clinique, celui qui intervient avec le plus d'efficacité dans une infection quelconque varie et doit varier d'un cas à l'autre, Il est possible qu'il y ait entre eux interférence ou synergie. 11 séraît particulièrement intéressant de connaître la part des pnages et la part des phagocytes dans l'évolution des procédés de désinfection.
Ceci nous amène à parler à. présent de considérations récemment mises en avant dans les milieux médicaux et qui ont résulté Ans Diereattes très étendue des antibiotiques fongiques
n. vivo
‘Sur les appréhensions que suscite l'emploi des antibiotiques dens
la lutte antiinfectieuse :
Depuis quelque temps en effet l'emploi Asso et insuffisamment contrôlé des antibiotiques a fait jeter. quelques cris d'alarme tant dans le domaîne de la médecine même que dans celui de la médecine vétérinaire,
à On sait, par exemple, que le lait offert à la consommation contient assez souvent de la pénicilline car le paysant utilise couramment celle-ci à présent dans le traitement de la mammite des vaches laitières. Or il ne faut pas oublier que l'on est loin de connaftre encore les conséquences que pourraient avoir sur l'organisme des intoxications occultes trop souvent répétées.
L, Duchon (5) souligne que les phénomènes de base de l'immunité, la phagocytose et la pnagocytolyse bactéricide paraîssent compromise par l'introduction des antibiotiques. Ceci résulte pour lui de la mesure de ce qu'il désigne sous le nom “d'indice d'activité cellulaire" qui se trouve très généralement abaissé par des traitements et ceci d'une facon durable. De cet affaissement des éléments nobles, chargés de la défense antimicrobienne peut résulter selon lui une extension des épidémies qui expliquerait certaines épizooties récentes (par exemple fièvre aphteuse), La conséquence générale de l'antibiothérapeutique mal conduite étant précisément l'extension des microorganîismes restant dans les êtres vivants.
Velu (5) a présenté une parfaite mise au point des différents aspects de ce problème, |
B - CINETIQUE DE LA MULTIPLICATION DES BACTERIES SUR _UN_MILIEU DE CULTURE DE VOLUME LIMITE,
I1 existe trois types de techniques générales utilisées. pour suivre cette multiplication des bactéries :
- La première utilise des numérations successives sur lames des bactéries présentes dans des prélèvements effectués à différents temps de la culture.
- La deuxième mesure (grâce à des népnélomètres à cellules photo-électriques) Ifaugmentation de la turbidité résultant de la multiplication des bactéries dans un milieu choisi, Elle suppose la connaissance préàlable du rapport entre le nombre de bactéries en suspension dans le milieu observé et la turbidité produits, Les deux méthodes précédentes ont ce caractère commun Ge mesurer le nombre total des bactéries (vivantes ou mortes) en suspension ans le mi-
lieu.
- La troisième méthode utilise des numérations successives
sur milieu solide (retour à la méthode de KO0H). Elle consiste à prélever à intervalles donnés, dans le milieu où s'effectue la culture, le matériel des numérations à accomplir et à rechercher le nombre de bactéries capables de donner des colonies, Les résultats diffèrent des précédentes par défaut, car ils ne font intervenir
que les seules bactéries vivantes et FPS de se multiplier sur un milieu neuf,
Chacune de ces métnodes présente son intérêt PEAR
DR 2 LU
J. Régnier: ot ses collaborateurs (25) ont utilise da première et la troisième technique pour l'étude des antiseptiques.
p. Meunier (17), Y. Raoul (22), A. Sertory (26) et leurs collaborateurs ont surtout utilisé la sRoÇAnez
Dans les recherches que nous avons faites, c'est la troisième technique que nous avons adoptée parce qu'elle nous a paru mieux adaptée au but que nous nous proposions, Cependant, la technique néphélométrique a aussi été employée. On distingue classiquement trois périodes consécutives, dans l'évolution de la culture ‘d'une bactérie ensemencée dans un milieu neuf et favorable. La courbe complète est formée peut-on dire de trois courbes qui 8e raccordent, et à condition que l'axe des ordonnées où l'on porte . la concentration bactérienne soit graduée losarithmiquement, la
artie moyenne du tracé apparait comme une droite ascendante. Mais avant cette période t1iogaritnmique) on peut, en milieu liquide, en distinguer généralement une autre qui la précède, c'est la :
PERIODE ou PHASE de LATENCE (Lag Pnase des Anglo-Saxons) !:
Caractérisée par le fait que les bactéries ensemencées restent quelque temps avant de 8e diviser, Pendant ce temps. leur métabolisme est activé, leurs phénomènes respiratoires et leur ” volume augmentés. Certains auteurs ont considéré cette période comme une période de rajeunissement du protoplasma bactérien sur le milieu neuf qui lui est offert et une sorte de préparation à la multiplication qui doit intervenir ultérieurement.
La période de latence, selon les conditions offertes à lea bactérie, peut durer de quelques heures à quelques jours. Elle peut même aussi s'annuler ou presque, et ceci quand l'inoculat sur milieu neuf est obtenu par une suite de cultures trés jeunes, _(êgées de quelques heures seulement) et dont’ la dernière ne contient que des bactéries en pleine croissance,
Si ion se rapporte aux études publiées par J. Régnier, R. David et Mme Kaplan, on voit que la phase de latence ne s'observe que si la numération des bactéries est effectuée par culture: en de se de solide, La phase de latence n'est pas décelable lors qu'on mesure la masse bactérienne formée.
DEUXIEME PERIODE : MULPIPLICAION ou PHASE LOGARITHMIQUE | Pendant cette période la muitiplication se fait confor-
mément à la loi qui régit les transformations monomoléculaires _ irréversibles; c'est-à-dire conformément à For as algébrique
Log SAT (formule n°1) n. = Concentration bactérienne au temps initial (nombre dans
l'unité de volume)
UT n = Concentration bactérienne au temps t: (0 > a, )
k = Constante positive qui est une constante de vitesse de multi plication,
Naturellement on suppose que les autres conditions expérimentales restent fixes pendant la poussée microbienne pour que la loi soit applicable.
Le trouble âu. milieu ensemencé ne devient perceptible à
l'oeil nu que pour des concentrations microbiennes de ar ee tous bactéries par cmd.
REMARQUES
De la formule n°1 résultent des conséquences mathématiques que résument brièvement lés formules suîivantess elles sont . utilisables dans les différents cas de la pratique, pour obtenir la relation entre n et t.
_ = n (formule n°2)
log n = log n, + Kt | log(=— à = K(t-t,) (formule n°5°
= Ha (log n - log (formule n°4)
Toutes ces formules sont équivalentes, La formule n°5 fournit un mode de représentation commode de Cette croissance, Car en substituant en ordonnées, aux nombre de bactéries, les logarithmes de Ces nombres, on obtient une droite ascendante lors du tracé de ces courbes et la pente de cette droite peut servir de mesure à
lé vitesse de multiplication. Plus cette ri leeties est rapide, plus cette droite se rapprochera de la verticale (voir les tracés des auteurs cités plus haut (17), (22), (26).
S1 l'on se rapporte au travail de J. Régnier déjà cité os haut, on constate en effet par la méthode graphique, que dans l'intervalle des seize premières neures de clture en milieu liquide, les cinq premiers points déterminés sur le courbe log n = f{t) sont sensiblement en ligne droite (formule S); la grandeur k calcu lée à l'aide de chacun d'eux a été trouvée égale respectivement à: 0,25 - 0,22 - 0,24 - 0,25, c'est- à-dire sensiblement constante, conformément à la formule n°4.
Pour examiner de façon plus expressive cette question, voyons le cas d'une bactérie se dédoublant en deux autres dans le temps 9 (6 = durée moyenne d'une génération), la concentration initiale n, devient :
RD F0 x2 à la première génération n;, =D x2%x2 à la deuxième génération À on ee à PET T ESS à la Nème rénération.
de sorte que le nombre de générations est théoriquement dans le temps + : |
log n - log 1,
De log 2
| Si N générations ont été produites en un temps t, ia durée moyenne d'une f£énération demande un temps 9 = . . La valeur 9
ainsi déterminée n'est qu lapproximative et plus exacte quand le calcul porte sur un nombre N de wénérations, pas trop grand, Il faut tenir compte en effet du fait que les bactéries dénombrées ne sont pas toutes des bactéries vivantes, ni dans l'inoculat, ni dans les générations successives, et ii faut ee compte pour celles-ci d'un taux de mortalité.
Donc le rapport du nombre de vactéries vivantes au nombre total dans une culture varie constamment suivant l'âpe de cette cul: ture pendant la période logaritnmique. Il passe par un maximum, ainsi que le montre la suite des numérations faîtes sur les bacté- _ries vivantes et les bactéries totales,
On s'explique facilement qu'à la période ne succède dans les cultures üne période de maximum stationnaire puis. de déclin où lies vitesses de multiplication bactérienne décroissent et finissent pas s'annuler, donnant finalement au tracé'äâes courbes néphélométriques un aspect de courbe de saturation. La cause en est discutée, l'épuisement du milieu en principes nutritifs peut par-
fois intervenir ainsi que l'accumulation de déchets nocifs pour la bactérie ensemencée,
Les RM bATtOe bactériostatiques ont précisément pour but de faire apparaitre PAL ie cette période stationnaire chez les bactéries envahiséantes,
G, Monod (18) a repris d'une façon très détaillée l'étude mathématique de la poussée microbienne sur les milieux nutritifs, et des principaux facteurs qui lui imposent son allure, particulièrement de deux d'entre eux non mentionnés jusqu'ici : celui de la concentration de l'aliment et de la température dans le milieu.
En compliquant les hypothèses relatives à la croissance, il écrit que la vitesse de multiplication de la bactérie _ = Hn où f-n'est plus une constante mais une fonction de n on se poser par exemple :
Je = K(a-n) a TC teS
et l'intégration de l'équation z Kn(a-n)
dn dt fournit une représentation satisfaisante de la tourbe de croissance dans son développement d'ensemble, Nous n'insisterons pas ere ee
sur Ces considérations mathématiques que nous nous bornons à gigneler car nous ne. pourrons en tirer d'utilisations pratiques.
Les résultats observés dans la pratique dépendent de trop de facteurs qui tiennent non seulement à la composition toujours variable du milieu, aux conditions de culture, à la bactérie ensemencée elle-même.
Presque toutes nos recherches ont porté sur le stapnyloccoque, dont nous avons entretenu la même souche par des repiquages fréquents, tout au iong de cette étude.
Des nombreux moyens utilisés pour lutter contre ce germe, aucun ne donne une solution parfaite, vaccins divers, anatoxine staphylococcique, sérotnérapie, antohémotnérapie, pnage, ont été employés. Les antibiotiques voient leur succès reculer devant la résistance acquise. Cela tient sans doute au fait que les moyens d'arression du staphylocoque sont multiples Comme M4, Boivin et Delaunay l'ont rappelé (2). La bactérie peut agir par ses :
Endotoxines thermostabiles libérées à la mort des bactéries, mais paralysant la diapédése..
Exotoxines thermolabiles, douées de RS dites nécrosantes et | cytolytiques notamment à l'égard des leucocytes
: (1eucocydines) et:des nématies Chémolysines)
Enzymes protéolytiques variés
LR a un coagulant le plasma par transformation de Te protnrombine en thrombine et occasionnant des tnromboses, Cette même diastase peut dans des câirconstances favorables dissoudre le plasma aîns1 coagglé (15).
b) Une hyaluronidase liquéfiant le tissus conjonctif et divers enzymes nécrosants attaquant les tissus albumineux et facilitant (avec l'enzgyme précédent) 1a disparition du staphylocoque dans l'organisre,
11 était intéressant d'appliquer au traitement des staphylococcies l'association de la pénicilline avec le glycocollate de cuivre, en employant ces deux moyens successivement et non simultanément car comme E. Cnaïîn d'Oxford (4) l'a indiqué, une concentration de 1/1.000e de milligremme en cuivre par cmd détruit complètement l'activité ces pénicillines.
: Nous savons aussi qu'il existe des souches de staphylocoques naturellement résistantes.au traitement par la péniciiline car el165 SeCrétént une pénicillase et d'autres qui le deviennent par entraînement d'où l'utilité dans ces cas tout au moins du, traitement au cuivre (14) lorsqu' un traitement massif par la pénicilline ne résoud pas le ERrs thérapeutique,
C - CINETIQUÉ DE LA DÉSINFECTION "IN VITRO" - INFLUENCE DE DIVERS FACTEURS
La loi des transformations monomoléculaires, qui, nous l'avons vu récit théoriquement là marche de l'infection d'un milieu par une bactérie, régit aussi le phénomène inverse, Nous voulons dire que la désinfection d'un milieu sous les influences les plus diverses: dessiccation, action de la lumière solaire, action de la température, actions des sérums bactéricides et des antiseptiques chimiques divers, obéirait aussi aux lois mathématiques énoncées.
Autrement dit toutes conditions étant fixées par ailleurs, en particulier la température et la concentration du milieu ‘en déèsinfectant, la vitesse de désinfection est proportionnelle & la concentration des bactéries survivantes à chaque instant dans ce milieu, ce qui 8e traduit algébriquement par la relation déjà indiquée !
an
HR = (-K)n (formule n°1)
Dans cette formule, n représente le nombre de bactéries: survivantes à chaque instant dans l'unité de volume du milieu après une durée t de contact désinfectant. E est la vitesse de désirfection. Elle est négative et dans la représentation semi-logaritnmique la quantité n = f(t) (nombre de bactéries survivantes au temps t) est représentée par une droite descendante, K est une constante positive pouvant servir de mesure à l'activité désinfectante dans les conditions données,
Cette loi de désinfection du milieu déterminé, effectuée à concentration en désinfectant et à température fixe, a été établie par les travaux de Madsen (15) puis de Chick (5) sur les bactéries végétantes et aussi sur les spores bactériennes,
De la formule n°1 on peut déduire, lorsque la concentration en désinfectant est fixe dans le milieu, les formules équivalentes:
An
= - K dt
log n = log n, - Kt (formule n°2) To
log res 0 (formule n°5)
nl
Influence de 12 concentration en désinfectant sur l'activité de celui-ci dans un milieu de culture.
Loi rémissant le phénomène -
C'est surtout Watson E.E. (51) qui a étudié cette ques tion en 1908, et qui a cherché la relation entre le temps nécessaire pour amener une chute déterminée de la concentration en
ÉCSnRS LÉ, À
let
tactéries d'un milieu nutritif défini et les concentrations en antibiotiques qui provoquent une telle chute,
Soit C la concentration en antibiotique, &t la Gurée däîfaction on aurait d'apres lui la relation qu
CARRE = constante (formule n°4)
qui peut s'écribe aussi m log C + log t = K (formule n°5) sous cette forme et dans ie champ des coordonnées dopeCi= f(los ti}
avec log t on abscisses, La valeur de ia constante m caractérise le désinfectant utilisé. La grandeur C représente des concentrations moléculaires ou des concentrations en ions métalliques quand de tels ions sont responsables de l'activité désinfectante.
quand on veut comparer sur le-même germe l'activité de deux désinfectants, on voit que c'est la valeur de m pour chacun d'eux qui est l'élément important de la comparaison.
La valeur de m caractérisant chaque sine Lot peut être déterminée à partir de deux séries de mesures plus faciles à naginer qu'à réaliser,
Pour donner quelques exemples, on a trouvé :
Pour le phénol m =,5,5 Pour l'ion Her m = 5,8 Pour l'ion Ag” m = 0,86
dans l'activité désinfectante sur le même milieu contenan le même” germe végétant.
Cette loi a été établis en pratique pour une désinfection finalement bactéricide, c'est-à-dire faisant disparaitre la quasitotalité des germes végétant sur le milieu au départ de l'action désinfectante, mais elle ne s'applique pas aux spôres bactériennes,
Nous renverrons àce sujet aux travaux de Madsen et Nyman (1907 (15).
L'allure des courbes de désinfection & contribué à établir une nypothsse qui se confirme de plus en plus,
Hypothèse :
Tous les germes vépétant dans un milieu au même moment
tire
ne sont pas identiques entre eux et peuvent différer en particulier par leur résistance vis-à-vis d'un désinfectant déterminé. Cela peut s'expliquer par lêge de chacun d'eux depuis sa séparation de la cellule génératrice.
La multiplication des germes végétant dans le même milieu n'est définitivement stoppée que lorsque les germes à résistance maxima vis-à-vis du désinfectant employé sont définitivement mis à leur tour hors d'état de se multiplier.
| I1 doit résulter de ce fait la conséquence théorique suivante : l'activité d'un désinfectant ne dépend pas seulement de la nature du désinfectant, de la concentration de ce dernier dans le : milieu, ni de la nature du milieu, mais aussi du nombre de bactéries vivantes dans l'unité de volume. C'est ce nombre que nous avons appelé la concentration initiale du milieu en bactéries.
L'hypothèse a été vérifiée à la suite des études effectuées sur ce sujet par Melle S. Lambin et Mme Rovert (11).
Ainsi en examinant le cas du stapnylocoque doré végétant sur bouillon peptoné et additionné de sulfate de cuivre (à concentration fixe) les auteurs ont trouvé comme concentration antigénéss Fe litre de milieu (concentration inhibant la poussée microbienne) : |
1,50 gr dans le milieu renfermant 10.000.000 gsrmes par cm
| à : de milieu 060 Tr 1.000.000 par ce 0,50 gr ; Fa 5 10.000 par ce
Dans le travail qui va suivre et qui a été exécuté sans que nous ayons eu encore Connaissance des recherches de Melle LâAmbin et Mme Robert, nous nous sommes vlaces. comme on le verra, dans des conditions telles que nous nous trouvions à des niveaux de concentrations en bactéries supérieures à celles rencontrées dans les septicémies, Se 5 |
es Nous partions de suspensions présentant une turbidité repérée par rapport à un témoin : invariable, Le témoin invariable dont il est parlé ici utilise ia gamme de Kingsbury (pour l'épreuve de ilac Lagan (et correspond à 0,29 d'albumine par litre).
= Puis au Cours des expériences, nous procédions par une numération au moment de l'inoculation suivies de numérations nécessaires et consécutives dans le temps. EX
En sénéral, les concentrations bactériennes étaie |
( En réên ent voisines de 1000 a 2090 germes par boîte de Pétri contenant chacune
10 ce environ de milieu gélosé, Au départ de chaque essai de désin-
fection grêce au dispositif opératoire, ce nombre 7. D +] permettait de suivre facilement par dos quuérations les vitesses de désinfection
Technique permettant de Semparer deux antiseptiques différents agissant sur une même cu iture -
Cette activité est fonction de plusieurs variables qui sont :: $ |
1) Le milieu nutritif (constituants divers) 2) La nature du germe infectant (espèce, souche, âge, etc..).
8) Le nombre de germes par unité de volume dans le milieu inoculé |
4) La concentration en réactif désinfectant choisi 5) Les facteurs physiques : pH, température, etc...
Pour comparer l'activité antigénétique de deux désinfectants 11 fauira donc préciser toutes ces conditions, en particulier fixer les concentrations en chacun des deux désinfectants mesurées dans le même système d'unité,
On peut, par exemple, opérer pendant la phase logarithmique de la désinfection (choix de concentration convenables), mesurer la diminution du nombre de germes dans une durée fixe, ou au contraire déterminer la durée qui réduirait le nombre de germes de
N, 50 °/, (a = 2)3 cette durée est alors constante,
La courbe log N = f(T) a l'allure d'une droite AbÉéohaant es et le tracé peut être fait sur papier à graduation semi- -logarithmique.
; Mais on se borne le plus souvent à comparer les deux concentrations antigénétiques sur un même milieu également chargé en bactéries, car la concentration antigénétique croit beaucoup moîns vite que la richesse en germes du milieu affecté ainsi qu'on a pu. le Aa re haut.
Lust aus une expérience mentionnée par Melle Lambin et Mme Robert, les deux concentrations antigénétiques ont été respectivement de 1 gr.50 par litre pour le sulfate de cuivre cristallisé
(soit 0,58 gr de cuivre métal par litre) et 5,25 gr x 10° par 1litre pour la pénicilline permettant d'inniber le développement de
Staphylococcus aureus, culture de 24 heures contenant 10° germes par Cmÿ (sur bouillon gélosé à +57°C),
Le rapport d'activité calculé sur ces données se modifie complètement quand la concentration en sermes dans le même milieu change de valeur. Quand elle passe à 50.000 germes par em le rap- ‘
port précédent devient égal à meet c'est- -à-dire baisse de 5,25 x 10
valeur et devient 10 fois st petit que dans l'essai Pret
TO
11 est connu que l'action des substances antibiotiques ne peut étre mesurée qu'en présence d'une faiole cancentration en germes,
D - MECANISMES BIOCHIMIQUES DE L'ACTIVITE DE CERTAINES SUBSTANCES INHIBITRICES.
Sur cette question, nous serons brefs puisqu'elle est encore l'objet d'études étendues et a donné lieu encore récemment à d'importantes publications,
11 y a lieu de distinpuer deux types principaux parmi ces substances, Les sulfamides fournissent un exemple du ler type. Elles agiraient en. déplaçant un facteur de croissance nécessaire à la vie de 14 bactérie et cela en baison d'une structure moléculaire analogue qui lui permet de prendre la place de ce facteur dans les édifices moléculaires, mais non d'en remplir la fonction biochimique. Parmi les facteurs de croissance ainsi rendus inertes par une gubstitution plus ou moîns massive on a cité l'acide paraaminobenzoique, l'acide folique, la méthionine, l'nypoxanthine sv 1'agaenins,
Les phénomènes de substitution paraissent être reversibles, Sur ce sujet, on se référera à la publication de Woods atOxforä (352).
à Le deuxième type se trouve d'abord dans les substances bactériostatiques naturelles tîrées des micro-orsanismes fongiaues: Pénicilline, streptomycine, tyrothricine, chloromycérine et auréomycine., Ici l'action inhibitrice résulte de la suspension par biocage de groupements fonctionnels appartenant à des catalyseurs biologiques, blocage chimique qui rend ceux-ci incapables de remplir leurs fonctions normales dans le métabolisme de la bactérie. Comme la division nucléaire est une fonction complexe et sans doute très fragile, elle est une des premières mises en suspend,
Re C'est ainsi que Hacheboeuf et ses collaborateurs ont été amenés à examiner de près les modifications apportées par quelques importants antigénétiques aux métabolismes présentés par Clostriai um sporogenes vis-a-vis des nucléoprotéides, des protides et des glucides et ont apporté une contribution française importante aux travaux internationaux accomplis récemment sur cet important cha pitre de chimie bactériologique,
La pénicilline par exemple, suspend d'après eux le métabolisme des nucléoprotides dans l'intimité de la cellule bactérienne, Elle freine en effet ‘la désintégration de l'acide Adénosine- Tripnosphorique (A.T.P.) et l'utilisation du ribose, Elle inhibe aussi les transaminations de Stickland (14).
Dans le même ordre d'idées, A, Truhaut et Melle 9 Lambi ont montré qu'un des modes d'action de la chloromycétine pourrait S consister en un blocage de certains enzymes bactériens dont l'ac-
tion est destinée à fournir à la bactérie en cause un métabolite
essentiel pour sa nutrition et sa croissance et que celle-ci em-
tee à un des constituants du milieu nutritif où elle se trouves 21),
Dans le présent travail, c'est le glycocollate de cuivre, ou plus exactement l'ion Cu°° qui nous intéresse tout particulierement au point de vue des recherches qu'il a suscitees pour ses propriétés antibiotiques. Depuis longtemps, on peut aamettre qu'il fonctionne comme antibiotique du 2° type car :
a) Il peut bloquer les fonctions "mercaptans" qui confèrent. leurs activités à certains enzymes (amylase, papainase, uréase mentionnées par J. Roche st Nugyen Van Thai (24),
‘b) Il peut aussi entrer facilement en combinaison avec le tryptophane et les apoenzymes qui en renferment, D'où résulte sa toxicité pour les bactéries qui renferment cet amino acide.
Dans les deux derniers cas, 41 existe des molécules avide de cuivre qui peuvent intervenir commé agents détoxicants. Aïinsi le glutathion protège l'amylase, le tniocarbamate détruit la combinaison avec le tryptophane et détoxique la bactérie.
c) De même engore, les oxydases bactériennes dont l'activité enzymatique est dus à un cuprotide peuvent aussi voir leur activité paralysée par. les thiosulfocarbamates toujours pour la même raison.
d) Mais l'action des abiotiques en général et de l'ion cuivre en particulier doit jouer essentiellement sur les phénomènes d'oxydoréduction que représente la respiration cellulaire,
Après avoir été transporté a'un système d'oxydoréduction à un autre, finalement l'hydrogène transporté est oxydé par l'oxygène de l'air dans un système électrochimique ou interviennent Comme termes ultimes la série des trois cytochromes et la cytochromo-oxydase (ferment rouge de Warburg) contenant du cuivre dans sa molécules; l'acide Ascorbique et le glutathion jouent aussi un rôle dans ces oxydations sans que les théories actuelles puissent préciser lequel.
Toute une série de travaux récents ont attiré l'attention sur la destruction de l'acide ascorbique par oxydation à l'air sous l'influence de l'ion Cuivre, destruction qui inhibe bien entendu l'activité respiratoire de &a cellule; citons celui de Denis Kertesz (8) qui note l'influence des protides sur le phénomène, celui de Masquelier (16) sur l'oxydase ascorbique, et celui de Rygh (25).
Pour expliquer le ralentissement de. 1a respiration cellulaîre J. Szulmajster (27) indique que ce phénomène doit s'expliquer par une insuffisance des phosphorylations dans la cellule,
otre
11 a montré aussi sur une culture de E. Coli, que la consommation d'oxygène s'accompagne d'une transformation du phosphate minéral en ester phosphorique du glucose qui évolue dans le même sens, Selon lui, pour qu'un inhibiteur respiratoire soit actif, 11 est nécessaire qu'il puisse pénétrer dans la cellules bactérienne secrétant les enzymes. Il en est de même du reste pour les inhibiteurs de fermentations, La question de perméabilité de la cellule à l'antibiotique joue un rôle important, |
L'ensemble des travaux précédents sur l'innibition par le cuivre de la respiration cellulaire nous parait devoir être rapproché de celui de “acheboeuf aur la pénicilline, mentionné plus haut (14) où a 6t6 mise en évidence une inhibition par cet antibiotique de la désoxydation des mononucléotides, et aussi de celui de Yaskéaka Miura (35) qui est montré sur Staphylococcus auréus et Mycobacterium luberculosis que l'activité d'un autre antibiotique : acide usnique et acide déhydro-usanique est due aussi à une phosphorylation insuffisante, conséquence d'une inhibition de la désoxynucléase en présence de sels de cobalt.
De même que la pénicilline bloque les transaminations de Stickland, de même l'acide usnique en présence de sels de cobalt innibe la synthèse des protides dans les microorganismes en agissant sur les groupes sulfnydryles des protides associés à l'acide ribonucléique.
En-dernière analyse, i1 semble que l'on puisse résumer les considérations qui précédent en disant que certains composés chimiques présentant une activité antibiotique agissent en innivant dans la bactérie quelque fonction enzymatique, touchant généralement à la pnosphorylation ou le métabolisme des protides et cela grâce à la perméabilité de la cellule bactérienne vis-àâvis de l'innibiteur en question.
L'inhibition de la multiplication bactérienne s'accompagne d'une diminution des phénomènes de respiration cellulaire.
DEUXIEME PARTIE
ETUDE DE LA SOLUTION DE GLYCOCOLLATE DE CUIVRE UTILISEE POUR LES ESSAIS.
SES EFFETS de
A - SOLUTION DE GLYCOCOLLATE DE CUIVRE EMPLOYEÉ - CONCENTRATION UTILISABLE,
Le glycocollate de cuivre cristallisé contient une moléculs d'eau, Son poids moléculaire est de 229,7 et sa teneur en cuivre est 27,7 °/e.
Dans les solutions, il se comporte comme un complexe et présente une légère conductivité électrique, d'après MM. Demars et Delepine (7).
11 a été utilisé en solution isotonique dans un but thérapeutique, sous forme de solution saturée à +57°C répartie en ampoules, stérilisées pendant 20 minutes à +115°C.
Chaque ampoule contient, dans 10 cc, 25 milligrammes de cuivre métal. L'injection de la solution tiédie se fait lentement dans la veine. C'est donc cette solution que des considérations pratiques nous ont fait utiliser à des dilutions plus ou’ moins élevées, dans les essais de désinfection que nous avons poursuivis. C'est elle, que, pour la commodité de l'exposé, nous désignerons sous le nom de solution mère, dont nous prendrons la dilution comme unité de dilution e8t Et finalement, nous désipnerons en abgégé par Tes initiales : GCu ; D = 1. Toute dilution successive préparée à _ partir de cette solution | mère sera représentés, d'une façon corres- _ pondante, Par exemple, toute dilution qui fera passer le volume de: la solution mère de 1 à X, sera représentée par les initiales : nd Lg X, X étant un nombre supérieur à 1,
Rappelons qu'il est d'usage. en physico-chimie de définir une dilution comme étant l'inverse d'une concentration, autrement dit que Ion a toujours entre les deux grandeurs, la relation :
(Concentration) x (dilution) =.1
Notre solution mère contient 2,50 grammes de cuivre par litre, d'où résulte une dilution en cuivre de :
DRE CVE
1/C = 1/2,5 = 0,4 (litres par gramme) de cuivre en solution.
Nous avons jugé nécessaire de donner ces précisions, pour éviter des confusions ultérieures. Par exemple, de confondre "la dilution" par rapport à la solution mère avec la dilution en cuivre,
- qui s'en distingue. La première est un rapport volume/volums, la seconde est un rapport volume/poids.
Précisons donc que par la suite nous emploierons toujours le os “dilutions" en lui donnant le sens d'un rapport de volumes et non le sens d'un rapport de volume à un poids. Tandis que par le terme de "concentration" nous entendons toujours un rapport de poids à volume,
, Soit donc X une here de glycocollate dé cuivre de rapport à la solution mère - rapport de volumes - la concentration en cuivre" correspondante sera :!
ls ramme LT tre 0 itre
puisque la solution mère de dilution, D = 1 contient 2,5 En EEE S. elle sera aussi :
MS dLe, AIDES microgramme ee X litre “e °E
Led
cm cms
L'emploi ae la notion de dilution est parfois plus avantageux que celui de "concentration" dans les raisonnements.
Cela tient au fait que dans une série de dilutions successives à partir de la même solution, la dilution finale est égale Pt SEL rE des dilutions successives, ot peut être facilement calculée
Ainsi diluons 1a oi mère, prise comne "dilution" unité D = l, une première fois de 1 à & volumes, puis cette «première dilution est diluée à son tour une seconde fois de 7 à 9 volumes.
La dilution finale est par rapport à la séièti er mère Dr = (D) D = rapport de volumes
et par rapport au cuivre, sTLe est donc :
m4 a E) = (0,4) Ç X 5) = ],54 rss
Autrement dit, cette solution finale sera à ,86 fois plus
diluée que la solution mère et correspondra à cuivre dissous. à 1,54 1ibre/gramne de
Der ae
De là dn passe facilement À la concentration en cuivre correspondante qui est 1/1,54 = 0,64 gr de cuivre par litre ou
encore 225 = 0,64
» 86 - En résumé : ce qu'il faut noter de cette discussion c'est que pour une solution de glycocollate de cures. le dilution . finale étant X par rapport à la solution mère (GCu, D = 1) prise .Comme unité de dilution, c'est-à-dire rapport een la concentration correspondante en cuivre sera de :
C= _. en grammes de cuivre par litre
% millgr/litre
Exemple I :
. Dans la veine d'un adulte, on a injecté 190 ce de solution mère, ,GCUD = 1, qui se dispersent dans le sang entier, (plasma et globuies) soit dans un volume approximatif de 6 litres environ,
11 en résulte dans le sang, une Dilution finale == 0 d'où une Concentration sn cuivre de :
ç = 22500 millers 600 litres
après mélange homogène rapide, le sang entier du malade contient donc :
| HiCrosranes Ga, re (de cuivre)
d'après les formules tes expliquées,
Exemple II :
Soit à comparer l'activité limite antigénétique de deux médicaments, tels que la pénicilline cristallisée et le cuivre sous forme de glycocollate, On peut pour exprimer leur activité, utiliser soit les Riarions,: soit les concentrations de ces médicaments,
Aînsi,. on pourra dire qu'une péniciilline possède vis-àvis d'une souche donnée de staphylocoque doré une activité de 1 milligramme par 50 litres de bouillon peptoné, ensemencé (Concentration) et la dilution correspondante sera par définition : 50 x 10° _ 5 x 104 (ré) T À 3! mili
qui mesure l'activité de la pénicilline en question.
Le rapport des activités est en raison directe des Dilu- . tions actives correspondantes et en raison inverse des concentra-
tions.
URIeTenNe
Exemple III :
Soit à rechercher les concentrations en cuivre efficaces dans les essais de bactériostase in vitro.
Nous serons par la suite, souvent amenés à faire un essai du type suivant :
Soit N cms de glycocollate de cuivre à üne Dilution X (par rapport à la solution mère celle-ci étant prise comme unité de dilution)
qui sont dispersés dans 19 ce de milieu nutritif liquide contenu dans un tube à essai, d'où résulte une nouvelle dilution du mélange:
‘10 + N | DT et une dilution finale (produit des deux autres) et qui. est :
xr = X(O+N)
N _ La concentration finale en cuivre qui en résulte est donc :
2500 _ 2500 x N XT XUIO+N)
exprimée en miller de cuivre par lître du mélange final obtenu.
Exemple
CT
Partons d'une dilution de GCU = D et introduisons N cmô de cette dilution dans 19 cm5 d'eau peptonée, 11 en résulte une
dilution totale D! = (22) = KD,. La concentration en cuivre de ce mélange final sera de :
: 2500 SRE ST RCE
C 5 miligr/litre.
Exemple numérique
S1 N = 2 CO on aura. Di = 6 D _ et C = =
Comme second exemple numérique, noûs choisirons 1e sui - _vant que nous avons beaucoup utilisé dans nos essais, en mélangeant N ce de solution mére D = 1 avec 10 ce d'un mélange liquide.
N K C 0,1 10 1/1 25 “0R2 10 2/2 49 PE
Toxicité du cuivre injecté dans le torrent circulatoire .
Il est peu de données statistiques sur l'animal et en particulier sur l'homme à notre connaissance,
Des expériences faites sur le cobaye ont montré que des doses de 1,50 et 1,70 millisrammes par Ke sont supportées (médicament injecté par voie cardiaque), :
_ Des injections contenant 25 milligrammes de cuivre sont fréquemment pratiquées ce qui correspond pour un adulte âe 70 kilog:s à environ 0,55 millgr par Kg corporel,
Si la quantité injectée se répartit uniformêment dans 5 à 4 litres de plasma sanguin, celui-ci peut vontenir à ce moment 8 milligrammes de cuivre par litre, mais une partie de ce cuivre est rapidement fixée par les globules sanguins et par les tissus,
Ce sont ces concentrations qui doi vent grâce à un rythme convenable des injections, suffire à produire la désinfection du sang et des organes profonds vis-à-vis de "Staphylococcus euréus
Nous verrons plus loin que dans les septicémies, le nombre de germes par cmo de sang circulant a ét6 indiqué comme ne dépassant pas 200. Ciest ce nombre, que la thérapeutique suivie doit ramener au voisinage de zéro.
Le présent travail a eu pour principal objet de constater l'efficacité du médicament "in vitro", sur divers milieux albumineu: et slucosés, d'en étudier les modalités et @e rechercher les extensions possibles,
Etude de la concentration du cuivre dans le sang après injection de glycocollate de cuivre -
11 est tout naturellement indiqué de chercner à: connaître la variation dans le temps des concentrations du cuivre injecté dans le torrent circulatoire sous forme de glycocollate de cuivre et de rapprocher des concentrations mesurées, les effets désinfectants observés in vitro et in vivo.
Nous rappelons tout d'abord que Lapp a donné à l'Académie de Pharmacie, une étude très générale de ce problème de la disparition de molécules injectées dans le sang. I1 a montré les caractéristiques des courbes correspondantes, que l'élimination soit accompagnée ou non d'un stockage dans les organes internes (12).
é Ce beau travail fournit des données intéressantes, et dans le cas actuel l'on peut se proposer de voir s'il est possible de tracer les courbes représentatives des concentrations. sanguines dans le temps.
Les courbes représentatives de l'élimination ont une allure exponentielle,
EN
D'après Lapp (12) deux cas sont à distincuer selon qu'un stockage du toxique dans l'organisme précède ou non son élimination. On peut distinguer une région d'élimination rapide et une région ou Itélimination est nettement plus iente. |
‘En conséquence, la courbe représentative, d'abord rapidement ascendante, devient ensuite beaucoup plus lente.
Nous verrons bientôt que le #lycocollate de cuivre est facilement absorbé donc retenu par ies #lobules sanpruins, ainsi que le montre un essai direct.
Le travail de Monsieur le Professeur Lasausse (15) et collaborateurs, avait déjà montré que de nombreux organes fixent aussi le complexe cuivrique du gliycocolle.
Ils ont constaté, sur le cobaye, que l'élimination du cuivre se fait surtout par l'intestin,
B = COURBE DE CUPREMIE APRES INJECTION TùTRA VEINEUSE DE GLYCOCOLIATE DE CUIVRE,.
Dans les essais qui vont être décrits le but cherché était de voir comment diminue la concentration de cuivre dans lé sang après injection intra-veineuse cuez l'homme pour tacher de fixer la durée de 1'activité médicamenteuse, compte tenu de cette concentration.
Pour les prélèvements à faire sur l'homme, après injection intraveineuse, nous avons cherché à opérer suivent la technique préconisée par R. Cachera et M. Lamotte et que nous reproduisons Îci; d'après les auteurs, le sujet à jeun depuis la veille au soir est maintenu dans le décubitus une heure avant et pendant la durée
de l'épreuve,
Dans une veine du plis du coude on introduit un trocart dfenviron 1/10 de m/m de diahkètre, qu'on laisse à demeure pour toutes les prises de sang pendant la durée de l'épreuve, On recueille 10 cmS de sang, qu'on oxalate et qui sert de témoin pour le dosage du cuivre préexistant} Dans une veine ée l'autre bras, on injecte 10 em de.colution mère de glycocollate de cuivre avec une seringue étanche et bien calibrée. Un chronomètre étant mis en marche aussitôt. On fait ensuite par le trocart laissé À demeure trois prélèvements de sang, par exemple : 451, 60! et 75! après le début de l'injection,
Dans nos essais, le sang a été oxalaté avec une solution saturée d'oxalate neutre de K et Ge Na, dont on introduit 5 gouttes par 10 cmS de sang puis on dose le cuivre sur tous ces échantillons,
2 08 1) METHODE DE DOSAGE DU CUIVRE DANS Li SANG,
On prend 10 cmS de sang oxalaté qüe l'on porte dans une capsule de porcelaîne à fond plat de 8 cm de diamètre, Après avoir _ ajouté 2 cmS de solution de nitrate de magnésie à 50 YA 3 bien
mélangé et évaporé à l'étuve à 100°C, on incinère au four à mouffle jusqu'à obtention de cendres très blanches.
Ayant repris le résidu par 2 cms EC1 pur, laissé queiques minutes en contact, on ajoute 2 cmS d'eau distillée, mélange et attend la complète dissolution du précipité en remuant légèrement (1). On transvase dans une fiole jaugée de 25 cm, rince la capsule avec trois fois 2 cm d'eau distillées que l'on transporte dans la fiole jaugée, chauffe celle-ci quelques instants au B.ï. bouillant, puis ajoute par portions de 2 cmê : 8 cm d'ammoniaque officinal,
On refroidit, complêéte au trait et laissé reposer quelques neures, puis filtre ou mieux centrifuge et prélève 10 cm5 de filtrat ayant ajouté 1 cmo© de solution âe diétnyidithiocarbamate de sodium à 0,1 °/à récemment préparée, on compare au colorimètre à cellules
photo- électriques avec des solutions témoins préparées de la même
facon, dont la concentration en cuivre est connue. iaçonrs
REMARQUES
1°) Lorsque l'on opère le dosage ainsi décrit, sans introduire de sang, lo résidu de MgO apres redissolution et addition de diéthylidituiocarbamate de Na ne doit donner aucun louche, ni coloration. Donc dans les conditions opératoires décrites le résidu de #g0 ne gêne pas le-dosase colorimétrique du cuivre,
2%)<S1 l'opération est faite sur des solutions témoins contenant du cuivre à concentrations connues destinées à servir d'étalons pour le dosage colorimétrique, la dissolution de Mg0 dans l'acide chlorhydrique est plus longue que lorsque l'on effectue un dosage de cuivre sur le sang. En effet, dans ce Gernier cas, le résidu se présente sous une forme légère et boursouflée très blanc du fait des dégagements gazeux pendant la combustion, tandis que pour les témoins, elle est compacte et adhère fortement à la capsule malgré la présence de magnésie.
3°) Dans le procédé décrit ci-dessus, pour l'application au sang, nous n'utilisons qu'une seule précipitation pour éliminer le . fer, nous avons vérifié que le filtrat fortement ammoniacal contient la totalité du cuivre et ne contient plus de fer au maximum. Celuici reste intégralement dans le précipité de magnésium,
4°) Nous avons fait l'essai suivant en utilisant l'absorption mètre âe Dognon pour le dosage :
Conditions expérimentales : cuve de © om, Grille n°5 réglée à 40 divisions. Ecrans bleus.
25 gamma de cuivre additionnés à (N0.).,äg + 6 H.,0 incinérés come LC ©
PE décrit, ont donné au dosage une déviation de 40,5 divisions.
Nous avons incinéré le même quantité de nitrate de magné sium que dans l'essai précédent puis nous l'avons additionné de 25 ramma de cuivre et ia déviation lue dans les memes conditions a
été de : 40,0.
La différence des deux opérations donne une erreur relative de beaucoup inférieure à 2 °/.
Il n'y a pas de perte de cuivre. Le dosage du cuivres est exact avec la précision indiquée. |
52) I1 faut insister sur le fait que pour chaque dosase, le témoin de comparaison formant le standard titré doit étre préparé avec les mêmes quantités de réactifs oxalate etparticulièrement de magnésium que dans le sang X mis en oeuvre et dans des conditions identiques. Seule dans ces dosases témoins la quantité de cuivre varie, j
Il faut donc ainsi préparer une gamme pour chaque série de doasages comme on verra plus loïn.
6°) Ænfin, nous avons vérifié par voie directe que la quantité de cuivre retenue par le précipité de Mg(0EH)o peut pratiquement être négligé en redissolvant après lavage le précipité, dans de l'acide chlorhyärious. eat en axtrayant var l'aïcooi amyliaue. la ccloration donnee bai 16 diéthyldithio-sulfocarnamatre avec le cuivre, on constate que celle-ci est négligeable,
Donc la magnésie traitée comme il a été dit, n'en aval pratiquement pas soustrait à l'action du réactif colorant. ;
On a vérifié que le glycocollate de cuivre en contact avec une purée globulaire cède du cuivre aux globules :
On part de globules sanguins de mouton lavés à l'eau physiologique et dans lesquels on dose le cuivre colorimétriquement par la méthode indiqués ci-dessus, |
10 cmo de globules de mouton donnent au dosage 14,5 gamma _de cuivre métallique,
._. De même, on dose le cuivre dans la solution mère de gl1ycocollate de cuivre (GCu D = 1) diluée convenablement, La quantité de cuivre contenue dans 10 cmS de solution mère a été de : 26,5mgr.
D'autre part, 190 cm5 de globules lavés contenant par conséquent 275 gamma de métal au total sont additionnés de 10 cm% de ia solution mère de glycocollate de cuivre isotonique (GCuD=1)
indiquee plus haut (contenant 26,5 mgr de cuivre) et le mélange est placé pendant 10 neures dans une glacière (température+8°-89€ puis pendant 8 heures à la température du laboratoire (18°C).
Ensuite, on effectue aussi rapidement que possible 10 ia-. vages successifs à l'eau pnysiologique pour enlever tout le glycocollate de cuivre pénétré dans les globules. On opère par centrifugation rapide,
On dose colorimétriquement le cuivre sur les globules ainsi lavés, Le dosare a montré que 10 cm de glotulies contenaient alors 146 gamma de cuivre métal.
Donc Le globules qui enfermaient initialement 14,9 | gamma de cuivre dans 10 cmS ont fixé par contact avec la solution mère une quantité telle que la concentration en métal est montée à 146 gamma c'est-à-dire a été multipliée par 10 malgré les lavares successifs à l'eau physiologique. Le cuivre emprunté au glyoocoilate a étc énergiquement fixé par les protides du globule sanguin, conoo aux prévisions qui pouvaient ôtre faites (affinité de
l'ion Cu°° pour certains amino acides mentionnés plus haut.
RESULTATS OBTENUS
Le sang normal contient dss traces de cuivre; Fr.lacniver et J. Leloup indiquent une concentracion de 9,9 à 1,15 gamma par cmo pour ie sans entier (plasma et globules) et nous avons dans
l'essai précédent dosé 1,45 gamma par cmd de globules de mouton.
Nous avons, effectué nous-mêmes des dosages de cuivre sub deux sujets normaux à jeun, ne suivant aucune médiceation et en appliguant la technique décrite plus haut au sang oxalaté, Dans les | dosares qui vont 6tre décrits, nous avons vérifié que.les réactifs employés (oxalate, nitrate de magnésie, acides, etc...) étaient exempts de cuivre. Pour craque série de dosages, nous avons préparé une gamme de solutions titrées en cuivre et étabii La correspondance entre chaque concentration et la déviation observée à l'absorptlormètre de Dosnon. Cela nous permettait une comparaison colorimétrique aussi serrée que possivole, puisque la solution à mesurer et la série des témoins de titres connus étaient préparés dans des conditions. identiques, et avec un réslase identique de l'appareil (conäitions dtéclairement, intensité du courant, etc...).
Avec une telle gamme, nous avons trouvé une concentration de deux gamma au Cm® de sang aumain entier Cuez deux sujets.
ÿühez un troisième sujet à jeun ayant reçu 19 cm de 31ÿe. cocollate de cuivre (Cu D = 1) en intraveineux.
Sur le sance prélevé immédiatement avant {\injection, nous avons trouvé :! É
au temps 0 0 2:29 0 4 4 4 9 0 en 0 = + 9 9 © = 9 © 1 0 nn j ramma/cms
RO TE es
5 minutes apres l'inteoctinn. 2.44... + 114 45 minutes après AS e0 Lone e 5,6 69 minutes après L'ini6cEti ont sn OI RE 9,6 75 minutes Ru LUITISOLIQN SL... Lure sn een 5,%
On'remarquera ici que 25.000 gamma de cuivre ont été injectés dans un volume de sang de 6 litres environ et cela correspond à 4 à 5 gamma de cuivre par cmô de sang RESTE si lea dispersion du cuivre dans le sang avait été instantanée, À ce cuivre doit être ajouté celui initiatement contenu soit au Er 6.900 gemma dans 6 litres - soit 6 Y par cm de sang entier. |
Si le cuivre au contraire n'était pas absorbé par les rlobules et le tisau réticulo-endothébial, ni éliminé par les émontoires, mais resté localisé dans le plasma (environ trois 1litres) la concentration en cuivre dans le seul plasma atteindrait 12 gamma approximativement par cm6,
Ces déterminations ont été multipliées sur différents sujets, Le tableau suivant résumé les nombres obtenus en fonction.
des temps écoulés après le moment de l'injection, pris comme origine, et pour chaque sujet examiné (séries I, II, III, IV).
TABLEAU I
Courbe de cu rémie a rés In LR de cuivre Texprimée en y par emo) |
ler Sssai
TEMPS _O 5 minutes | 45 minutes 60 minutes 75 nLHUESS Série I 7,6 1 DUT Ë | 5,2 ARR Série II 2,8 OL 4,4 4,7 6,8 Série III " 11,6 HER 9,6 FU Série IV 6,6 8,6 Lg 6,6 | 4,6
Nous avons ensuite repris des essais analogues, mais en
effectuant les dosages de cuivre en laissant s'écouler des temps plus longs entre les prises d'échantillons : |
1°) D'abord sur un sujet ayant reçu l0cm8 de loop e ee de cuivre (Solution mère D : 1 (Série V).
2°) Ensuite sur un sujet n'avant pas reçu de, cuivre avant de procéder aux prélèvements à partir du temps Zéro (Série VI Ÿ:
TABLEAU II
Cuprémie exprimée en gamma par cmS de sang
Dème Essai
TEMPS O0 51 551 951 Série V 5,955 8,90 5,29 2,60
(après Se de cuivre
Série VI 2,50 5 (sans injet.Cu) 1,59 1,50 1,59
1°) Dn voit donc, d'après ces dosares après injection de £s1l3;cocollate de cuivre, que le maximun de la cupr$ imite est atteint en quelques minutes, le chiffre le plus élevé déterminé par nous ayant été de 12 pos par emo se trouve atteint 5 minutss environ AVES le moment de l'injection.
2°) Après le maximum, la chute de la cuprémie est rapide vers les valeurs normales (2 ramma/cmé environ). Une centaine de minutes suffisent semble-t-il pour obtenir ce résultat,
5%) Dans ces essais au temps zéro, c'est-à-dire imnédiatement avant injection, on a observé régulièrement une cuprémise lésèrement supérieure à la normale et que nous avons attribuée à une cause accidentelle,
Pour essayer de lever cette inconnue, nous avons voulu voir par dos dosases multipliés sur un sang de mouton oxalaté pré- ‘levé à l'abattoir avec toutes les précautions si nous obtenions âes chiffres bien constants.
nous avons donc effectué quatre dosares sur ce même sang de mouton ox xalaté, ils nous ont fourni les chiffres suivants, toujours exprimés en sanma par cmo !
1,40 L00 LES 1,10 soit en moyenne 1,50 camma/Cmns
Puis nous avons additionné ce sans d'une solution diluée et de titre connu de £slycocollate de cuivre, en proportions crois-
santes et refait les dosages sur ce même sang ainsi enrichi en cuivre,
TARLEAU III Cuprémie sur sang de mouton additionné de cuivre.
Addition en CU Valeur trouvée - Chiffre théorique _en _ramma/cms au dosage
AE
Cet essai nous a permis de penser que PR de re donnée par nos dosages est satisfaisante pour un dosage colorimétrique ayant pour objet de trouver l'ordre de grandeur de la cuprétie et de connaître l'allure générale de 1a courbe RÉNALE celle-ci chez le sujet injecté.
On a pu ons ares ainsi quelles faibles concentrations sanguines appliquées pendant des durées relativement courtes permettent d'aboutir à la désinfection clinique vis-8-vis du staphylocoque. I1 reste à voir comment s'opère la désinfection in vitro.
INFLUENCE DO GLYCOCOLILATEZ DE CUIVRE SUR LA DIAPEDESE
| Dans le péritoine d'un premier cobaye, on injocte 25 Ccmo d'un bouillon stérille et dans le péritoîne d'un deuxieme ayant sensiblement même taille que le premier, on injecte aussi 25 cmd du même bouillon stérile, mais additionné aseptiquement de glycocollate de cuivre, de façon à réaliser une dilution D = 500 (par rapport à la solution mère donc équivalente à celle que réalise dans le plasma sanguin d'un adulte l'injection de 10 cm5 de solution mère,
Puis, dans les deux cas, on procède, six heures après les deux injections à la numération des leucocytes,
On trouve 2,700 leucocytes au mmS dans le ler cas (injecéton sans cuivre) et 5.200 dans le deuxième cas (injection avec
cuivre); la vitesse de diapédèse ne paraît donc pas sensiblement modifiée par le cuivre,
En est-11 de même de la phagocytose du staphylocoque en présence ou en l'absence de glycocollate de cuivre dans le plasma sanguin ?
Ici, les essais de mesure de l'indice opsonique que nous avons “menés selon la technique classique (5) ne nous ont oérmis ”
aucune conclusion nette, la phagocytose äu staghylocoque s'est montrée inopérante dans les deux cas, sans que nous ayions pu discerner la cause de l'échec éprouvé,
D - INFLUENCE DU GLYCOCOLLATE DE CUIVRE SUR LES ENZYMES . STAPHYTOCOCCIQUES. |
Nous n'avons, dans cos essais, examiné que les trois énzymes utilisés dans l'identification biochimique de la bactérie: Glucidase, Caséase et Tryptase,
Le réactif cuivrique gôêne-t-11 la sécrétion où atténue-t- 11 l'activité de l'enzyme secrétée? On n'a pas cherché à résoudre les deux questions séparément et à constater le résultat d'ensemble .
| Donc on s'est borné à vérifier ici, si la présence de glycocollate de cuivre modifie ou non l'activité de l'enzyme par rapport à ce qu'est cette activité en l'absence de ce réactif.
Ainsi l'on a recherché, si sous l'influence du cuivre aux concentrations indiquées, 11 y a eu : . et
Atténuation de l'action de la caséase sur le lait Atténuation de la glycolyse sur le glucose Atténuation de la liquéfaction de la gélatine,
SE L'exécution des essais sur la bactérie ayant végété en présence de cuivre a été réalisée comme suit : :
a) Influence de Glycocollate ds cuivre sur la tryptase Tiquéfiant la gélatine (eau peptonée HELENE) | Après avoir vérifié la réalité du pouvoir liquéfiant du staphylocoque mis en oeuvre, sur des tubes stériles de gélatine en culot (snsemencement par piqûre et observation pendant 10 jours puis abandonnés à la température du laboratoire. | £ On opère de même sur une autre série de tubes analogues, mais où Chaque tube contient du glycocollate de cuivre à des dilutions décroissantes qui étaient : (exprimées en solution mére): D = 800, D = 100, D = 20, D = 10, D = 6,6 et D=ss (témoin sans cuivre). | SEE
1 60 — TABLEAU IV Atténuation ar le Gl cocollate de cuivre de Ïia Tiquéfaction de la gélatine.
Dilution (en Cenore) Liquéfaction Repiquage après S mois
après © mois Culture D = 500 + totale + D = 100 | + totale + D = 20 + totale + D = 1o 0 + Dis 26,6 (e) 9 +
(témoin sans cuivre)D + totale
Dans tous les tubes, la 1iquéfastion était d'autant rs rapide que la dilution en cuivre était plus forte.
Même dans la dilution D = 10, correspondant à. une concentration en cuivre de 259 y/emS (23209), d'après la formule générale,
on trouve encore au bout de trois mois du staphylocoque survivant ILE la gélatine et capable de se multiplier après repiquase,
3 11 faut arriver à une concentration de eu = 580 y/cn5 pour qu'il disparaiîsse totalement et que la concentration bactéricide soit atteints. C'est donc par inhibition qu'agit in-vitro le glycocollate de cuivre sur la tryptase. Celle-ci est secrétée mais son activité est ralentie.
b) Influence du Glycocollate de cuivre sur RL coBpuADEe : es secrétions du Enpay ocoque doré sur le lait
Cette action n'est pas simple puisqu'elle peut résulter de l'influence de la caséase, de la tryptase, des acides formés sur le caséinosène du lait.
Cet essai a été mené de facon comparable à l'essai fait sur la tryptase, On a utilisé des tubes de lait stériles contenant du glycocollate de cuivre à concentrations variables ot ensemencés aseptiquement à raison de environ 100.000 germes par cm5 et culture à+37°C. Les tubes étaient examinés chaque jour :
Résultats :
Action du Glycocollate de Cuivre sur la caséase stapnylococcique faisant coasuler le lait
Dilution en Observation des tubes (coasulation) après :
D = oo + +/ + +/ + (témoin sans cuivre)
D = 500 0 + + + F° D = 100 0 0 0 + à D = 20 0 e) 0 0 + D = 10 (9 0 Q 0 0 Dés 76,6 (0) e) Q 0 (e)
Dans cette série aussi, le repiquage a donné des résultats positifs partout même après trois mois de culture à +57°0 et cela à toutes les concentrations en cuivre sauf quand on a atteint celle de 589 gamma de cuivre par çmS, Le
En résumé, pour ces diverses protidases secrétées par Staphylococcus auréus le cuivre ne peut inactiver leur sécrétion qu'ä des concentrations considérables (soit 580 microsramnes (gamma/par emo) alors que ses effets bactériostatiques sont déjà nets sur ce germe à des concentrations de 4 microsrammes par emo, comme les essais ultérieurs ont permis de le vérifier par la suite
c) Influence du Glycocallate de cuivre sur la glycocolyse rovoqué par le stapnylocoque doré -
Pour résoudre cette question, nous sommes partis d'un milieu glucosé à concentration connue en glucose et dans lsquel nous avons ajouté du glycocollate de cuivre à concentration croissante, | "
Le milieu a été ensemencé de facon à contenir 5 à 59090 germes par Cm ; ensuite il a été placé dans l'étuve à +579C et observé au bout de 24/48 heures er upres queiaues juurs u-ecuve À chaque tube d'essai correspondait un vemoin identique au poini de vue concentration et au point de vue durée d'étuvage, mais aane lequel on n'avait pas introduit ds germes,
Ce témoin était absolument nécessaire dans cette série d'essai ou l'étuvage de longue durée pouvait provoquer des évaporations irrégulières. De même aussi pendant le dosage du glucose.
dB —
En offet, ce dosage se fait par colorinétrie, L'apnréciation du temps de chauffe pendant la période de réduction et de refroidissement consécutif pour être exacte nécessite absolument la présence d'un témoin de concentration connue et ayant subi exactement les
mêmes traîitements, ainsi que l'expérience nous l'a montré,
Au départ, la teneur en glucose est la même dans tous les tubes des deux séries. Le dogare colorimétrique effectué d'après Folin-“ïu avec l'appareil de Dornon a donné dans les deux séries 1; 16 gr de pglucoss LIÉE avec une erreur relative ne dépassant pas Din o/.
Le milieu employé avait la composition suivante °/, : Peptons 2 grammes NaCl 0,581 Gdoose:z1,0 :." Eau - 190 cm Le pH final est de 7,5.
Voici les résultats observés pour chaque essai. Nous donnons d'abord dans une première ligne 1ss résultats pour le témoin non inoculé caractérisé par la lettre T et au-dessous pour le milieu inoculé., L'étuvage ayant eu lieu à +570C dans tous les cas et pendant une durée variable indiquée.
jé TABLEAU VI
Glycolyse due au staphylocoque "in vitro"
Glucose en sr, °/, après étuvage de:
y/cnS
1 T non limpide 1,28 inoculé .
1 inoculé trouble
: Ce premier essai sans cuivre introduit montre qu'apres 15 jours d'incubation, le slucose s'est concentré dans le tube témoin non inoculé, tandis que dans le tube inoculé il a baissé d'une façon régulière et nette, Au bout de 5 jours d'étuve cette ‘concentration s'est stabilisée dans les tubes malgré l'absence de cuivre c'est-à-dire que le staphylocoque n'a pas consommo la tota- 11té du glucose et que ce sont les produits acides de la glycolyse ques ont stoppé l'opération. ;
LRO
Après cet exemple, nous donnerons en tableau les essais suivants :
TABLEAU VII
Influence de la concentration en cuivre
sur le Glycolyse ‘in vitro ler ssesai Cu en y cms} Aspect Glucose restant exprimé en gr Le après étuvage
DER ER 24 EH | 48H 5 jours 8 jours -|15 jours
2 T | 4,1 |limpide| 1,17
2 4,1 [trouble] 1,02 | 1,0 0,95
US 8; Taotas 1e 16.
5. B; [trouble 1, 08 d, 09. 0 Le 0/20 _ 0,95 4 T bide 1,19 nel L, 10
4 ee [trouble 1,l4 | 1,17 0,98 Le 5 RTE EE 5 ; |
st [125 oeil
trouble
| ER [légert.
m |250 |limpide | 1,10 250 limpide | 1,10
On voit donc, par ces essais, que le cuivre a pour effet sinon d'inhiber, du moins de ralentir considérablement l'utilisation du glucose par la bactérie, et.que la concentration de .125 _gamma/cmé a une action très nette, comme bactériostatique même aux fortes concentrations en glucose.
La nécessité de l'emploi de témoins pour ces opérations ressort aussi trés nettement dans’ les résultats énumérés.
1x dela . ossible que la forte concentration en peptone du milieu ait tete la bactérie de consoimer le glucose É active-
ment, Aussi nous avons refait de PONS séries d'essais ayec un milieu pauvre en peptone :
Poptane: suite 0,5 gr °%/0 NaC1 20 ee» » © © «+ = © » 0,5 grie/à
Glucose ass... 2,0 Er? 8/6
Nous avons constaté alors que le staphylo n'a poussé activement après 24 heures que dans ke témoin sans cuivre, Le cui-
vre s'oppose toujours à la glycolyse ainsi qu'il résulte des mesures indiquées dans le tableau suivant :
TABLEAU VIII
Influence de la concentration en cuivre sur la slycoliyse
2ème Essai
Tubes Tubes témoins Tubes Tubes ensemencés ri (non énsemencès) n° Teneur en glucose Teneur en restant cuivre restant cuivre glucose en y/cmo. après 48 h. _ en y/emS après 48 h,
E - INFLUENCE DU GLYCOCOLTATE DE CUIVRE SUR. LA COAGULATION DU SANG IN VITRO.
Pour nous en rendre compte, nous avons déterminé le temps de quick sur divers sangs à coagulation normale et anormale, soit en présence de gliycocoïllate de cuivre à dilution, D = 400 dans ce sang, 801t dans Je même sang n'ayant recu aucune de glycocollate,
La mesure du temps de Quick est devenue uns RE ETES très courante dans les laboratoires médicaux, Elle est simple et . donne des renseignements de grande valeur pour le clinicien., Elle consiste essentiellement à déterminer le temps de coagulation du sang oxalaté, mais réadditionné diun excès connu de calcium et d'une thromboplastine d'activité connue, dé facon à transformer la prothrombine en thrombine qui entraine consécutivement la transformation du fibrinogène en fibrine coagulée sous forme de sel,
= AL Résultats TABLEAU IX
Influence du Glycocollate de cuivre -
sur le temps de quick
SANG NOR:HAL | SANG PATHOLOGIQUE sans addition | avec addit. | sans addition | avec addit. de GCU de GCU de GCu de GCu
sujet 1 12" 5/10 :
fi 2 13 " 15 LL , "3 : 16" 5/10 it 4 "sé 15" ft 5 Es 16"
Donc, aux erreurs d'expérience près, dans une telle mesure, le temps de Quick n'est pas modifié par le glycocollate de cuivre présent dans le sang, aux concentrations indiquées, Ceci est exact sur les cinq échantillons de sang soumis à l'épreuve.
F - INFLUENCE DU GLYCOCOLLATE DE CUIVRE SUR Là PRODUCTION DU PIGMENT JAUNE PAR "STAPHYLOCOCUUS AUREUS .
| Au cours de nos essais, nous avons eu l'occasion de remarquer qu'une souche de staphylocoque fortement pigmentée à une certaine époque, palit lentement par repiquage répétés sur la gélose ordinaire, ainsi une souche conservée 18 mois de cette manière svailt encore gardé son pigment, mais très atténué à la fin de cstte période. :
| Hais si alors on fait pousser le germe sur un milieu solide ou liquide contenant du glycocollate de cuivre, on constate que la bactérie repiquée ensuite sur gélose ordinaire aëditionnée de bouillon de viande redonne lieu à nouveau à une pigmentation jaune d'or extrêmement nette, ainsi en a-t-11 été par passage dans du sérum liquide de boeuf additionné de 0,14 cm de glycocollate de cuivre GCu, D = 1 par 10 cm de sérum, c'est-à-dire à une concentration en cuivre de !
SHDOMS 54 millers 72,7 tre Il semble donc que la charge en cuivre du germe favorise la formation du pigment par oxydation à l'air, La peptone Chapoteau qui intervenait dans la préparation de nos milieux contenait de petites quantités de fer, mais très peu de cuivre.
VD G - ACTION DU GLYCOCOLLATE DE CUIVRE SUR L'ENZ NZYKE DE SCHARDINGER DU LAIT CRU.
Bien que l'action du glycocollate de cuivre sur l'enzyme de Schardinger du lait cru n'ait. pas de rapports avec son action sur les enzymes secrétées par le staphylocoque doré. nous donnons ici les observations que nous avons été amenée à faire à ce sujet :
L'enzyme de Schardinger est une denydrase oxytrope produisant de l'eau oxygénée, elle existe dans le lait cru et le foie. Elle serait identique à la xanthine denyärase (19).
On se sert de sa recherche dans un lait pour rechercher si ce lait a subi un chauffage pasteurisant ou stérilisant, L'action de la chaleur sur cet enzyme dans un lait cru à pH normal (5,6 à +15°C) 1a détruit.
Elle répond aux caractéristiques suivantes :!
Destruction en 10 secondes à +80°C.
" MR GO PA TA pge EE 60 tre Meree Le 27 420 ù 77°
Rechnerchée par le bleu de méthylène formolé (Réactif de Scnardincer) qui vire du bleu à l'incolore quand l'enzyme a gardé son activité normale,
Pour cette recherche, différents tubes contenant 10 cms d'un lait cru frais sont additionnés de 1 cms de slycocollate de cuivre à des dilutions croissantes, dans une série de tubes portés à +50°C. ot additionnés de 0,5 cm5 de réactif de one On
note là durée nécessitée pour l'apparition d'une réaction manifestement positive (décoloration du bleu). Le Cables suivant résume les observations faites : À
TABLEAU X
Atténuation de l'enzyme sous l'influence du Glycocollate de cuivre.
Glycocollate de cuivre ajouté Réaction . Temps
0 (témoin) D = +(décolor.du bleu en 19!
Sue D = Sie. 2,5me de no À ï GCuDi=. 10 ue n GCu, D = 100 + 30!
GCu, D = 1009 + 201 GCu, D = 10000 À a GCu, D = 190900. # Fa GCu, D = 109 + . 10!
AE
Donc le giycocollate de cuivre diminue l'activité de l'enzyme sauf aux concentrations en cuivre très faibles de l'ordre ce 2,5 centièmes de milligramnes de cuivre par cm5, qui paraissent sans action innibitrice sur l'enzyme. Ainsi parmi les enzymes examinées dans ce chapitre, c'est cette déhydrase qui apparait le plus sensible à la destruction d'activité sous ÎTinfluence du cuivre,
AL" re
À - FACTEURS INFLUENCANT LES ESSAIS
Avant de décrire les DéchRtQUee utilisées dans ce travail, quelques remarques préiiminaîires concernant les différents facteurs intervenant dans ces essais sont utiles à souligner :?
1) Parmi les ermes de la suppuration que nous avons étudiés, nous avons pris en particulier un staphylocoque doré, germe naturellement sensible à 1a péniciilines nous avons utilisé une souche entretenue par de fréquents repiquages (au moins hebdomadaires). Comme autres germes nous avons aussi utilisé, en outre, un bacille pyocyanique et nous avons fait quelques études rapides avec le colibacille, le B. Protéus et aussi avec des spores du B, Subtilis,
2) La solution cuivrique (solution mère de Glycocollate de cuivre, D = j sur aqueile ont porté les essais qui vont être décrits, contient 2,50 crammes de cuivre par litre sous forme de combinaison avec AE Glycocolle; slle est sensiblement isotonique, Elle est sursaturée aux températures ordinaires, mais après un ré-
chauffement préalable; reste complètement limpide à 37°C (température à laquelle ont 616 pratiquées les injections intra-veineuses avec ce produit dans les essais thérapeutiques),
Mélangée progressivement à du sérum de boeuf tyndallisé, elle ne donne lieu à aucun floculat jusqu'au moment où 2,5 cmS de
cette solution sont introduits dans 16 cmS de sérum, E116 donne un précipité &e cuivre quand on y laisse séjourner un fil de clavecin bien décapé. Le cuivre y est donc sous forme de FETES imparfait (libérant des ions Cu°°"}).
5) Les milieux de culture titi 48e Nous nous sommes servi de matières premières en stock suffisant pour pouvoir reconstituer identiquement chaque milieu artificiel à mesure que progressivement nos travaux,
Nous avons rapidement éliminé de nos milieux les bouillons de viande trop variables dans leurs compositions et dont les sucres réduisaient le glycocollate cuivrique. Nous avons adopté l'eau peptonée avec ou sans glucose, Pour celle-ci, nous nous sommes servis d'une peptone Chapoteäu (20 grs de pepton et 5 grs de
AG
NaCl par litre) additionnée de 20 grs de gélose. éralement par litre pour les milieux solides, chacun de ces milieux étant au pE optimum ee 2 6) pour la poussée du staphylocoque.
On a vu quelle influence peut avoir sur les numérations la nature des RepEoneE entrant dans la préparation des milieux :
En effet, les facteurs de croissance que ces peptones apportent. avec elles peuvent être divers, (acice Pantothéniaue. l'amide et l'acide Nicotinique, etc...).
Nous avons effectué un essai avec la solution “ère de glycocollate de cuivre D = 1, en préparant les mêmes milieux ré]9sés avec des peptones d'origine différente, que nous avions à notre disposition, mais aucun milieu ne contenait d'eau de viande, ler Essai -
0,5 cmë ne même suspension de. staphylocoque doré sont ajoutés à des tubes contenant 10 cm Ge célose peptonée adaitionnés de quantité variable de solution cuivrique, Les numérations faîtes après 25 heures d'étuve à +5790 ont donné les résultats suivants :
TABLEAU XI
Influence sur la numération
de ia nature des peptones ler Essai :!
Glycocollate Peptone Peptone Peptone Peptone
cuivrique(D=1) n°1 n°2 | n°3 F ea O Témoin 745 1" 768 780 ét 0,2 cm 750 756 770 656 DA se 456 756 RU .
Fa ss = 13e 640 472 Een de ARE 840 | 108 PQ 295 588 728 75 re . 252 620 41 2 ( 416 a a. Me |
On constate que :
a) les 4 témoins sans cuivre donnent des chiffres assez voisins pour les 4 marques de peptones utilisées.
b) Cependant, l'action anticénétique du cuivre est beaucoup moins nette en présence de la peptone n°5 qu'en présence .des trois autres. C'est l'inverse pour la peptone n°4. |
c) Enfin, dans les 4 séries, on constate à certaines concentrations üun maximum de l'activité antigénétique du cuivre.
2ème Essai -
On part de la même souche de staphylocoques dorés ra jeunie par un repiquage récent, qu'on ensemence sur gélose mais cotte célose renferme une peptone (A) et une autre (8) de marque différente dans une série parallèle, Après : 24 heures d'étuve =à +70C, on prépare deux suspensions bactériennes À et B, à partir des colonies apparues, Un même volume de chaque suspension dans l'eau phnysiologique est alors mélangé avec chacune des géloses À et B, auxquelles on ajoute des quantités progressives de glycocollate cuivrique., On emploie toujours 0,5 cmo de suspension d'écale turbidité pour 10cm de gélose à couler sur les plaques. On obtient donc 4 séries de plaques sur lesquelles à leur tour on effectue des numérations.
Corme plus haut schématiquement les résultats de celles-ci peuvent être présentés dans le tableau suivant :
TABLEAU XIT
Influence de la nature des peptones
sur les numérations
2ème Essai :
Glycocollate Suspension et plaques Suspension et plaques cuivrique : provenant de la provenant de la D = 1 Peptone A Peptone B Numération |Numération Numération | Numération sur sur sur sur Gélose A Gélose B Gélose A Gélose B O Témoin #2-000 1.900 1,699 1,609 0,5 cm® 2,000 1,400 PROD 97 OA 1.200 1.100 14/0004. 79 06:21 2,000 : 1,300 : 800 Et ares | 1.200 1.100. 540 _29 Es LR QE 15700725 1,009 400 . Al
RSC. 1,500 1.409 100 20
Insistons sur le fait que dans ce deuxième essai, seule le nature de la peptone a changé, tous les autres facteurs : pélose, pé, durée du passage à l'étuve à +27°C, importance de l'imoculat, restaient identiques, pour aboutir aux quatre numérations représentéos sur cnaque lisne horizontale du tabieau et nous constatons que:
a) quand la bactérie utilisée a vésété une première fois sur une peptone À salle résiste mieux ensuite d'aprés les aumérations, l'action du Glycocollate de cuivre que la même bactérie ayant véété sur la peptons B,
Ge
Cola reste vrai, que la numération consécutive en présence du cuivre ait été faite sur milieu contenant 13 peptone À ou la peptons B, Tout se passe comme si la bactérie avait emorunté & À, un facteur favorisant pour elle la résistance vis-à-vis du cuivre eë si elle conservait ce facteub par la suite au moîns pendant quelque L temps. ; |
Cette première oonstatation nous amènera donc à recüercher si quelques facteurs de croissance présentent une influence sur l'activité du conplexe cuivrique.
b}) Dans nos milieux une concentration en cuivre atteisnant 229 millgr/litre a toujours amené une rerression nette du développement du staphylocoque dans une durée de trente-six neures, à le température de +57°C.
c) Gowns conséquence, pratique de ces essais, nous avons été amenés à supprimer non seulement la viande des milieux destinés aux nunérations mais encore à employer une seule maroue de peptone dans tous les essais, peptone dont nous avons mis de côté un stock suffigant pour ia totalité de nos essais à exécuter par la suite. Grâce à cos milieux, on a purréussir à obtsnir dans des numérations répétées la stabilité relative dass résultats. |
| Outre l'eau peptonée, nous avons utilisé comme milieu le sérum de boeuf liquide et vériflé stérile, le sérum de bosuf coasulé par la chaleur et vérifié stérile,
4) Numérations des colonies sur boites dé Pétri (de 10 em @e diamètre). Elles étaient exécutées de facon à ce qu'elles ne soient ni trop riches ni trop pauvres, afin d'obtenir des chiffres suffisamnent sirnificetifs après apparition des colonies, La lecture se faisait grace à un montase comportant une lentille concave de 15 cm ie diamètre et 20 centimètres de distance focale, avec un éclafrare latéral, Ce dispositif facilicait les numéretions, et permettait
dtobserver toutes les colonies même très petites.
Chaque colonie comptée sur la boîte était marqués à l'en- Crée, Le compte se faisant par croupe ds cent, les centaines sont sdditionnées et les colonies restantes dénombrées en plus.
AB “rreurs commises dans les numérations :
Pour estimer les écarts possibles dans les cuiffres fournis dans une numération, nous avons exécuté l'essai suivant :
Une suspension nomogène de Stapnylocoque doré a été préparée fe facon à lui donner une turbidité égale à celle d'un tube de O pr,20 d'aïlbumine dans la same de Kingsoury s C'est la dilution initiale, Par dilution successive (toujours dans i'eau stérile) nous réalisons une dilution finale D = 10 .000 fois plus grande que la suspension RALELATS,
Nous avons éensemaencé C,5 ce de cette suspension finale dans 19 boites de Pétri identiques dans lesque lies a été coulée ensuite une gélose nutritive liquéfiée et ramenée à la température de 45° avant sa coulée. Cnaque boite recoit aïinsi 10 ce de cette sélose. La dispersion est le mélanse des liquides sont soisneusenent exécutés, et les boîtes refroidies jusqu'à +57°C sont mises immédiatement à l'étuve où elles restent pendant 56 heures. äu bout ds ce temps, on dénombre les colonies apparues sur chacune d'elles, et comne chaque boîte est très chargée, la numération se fait sur 1/4 äe disque, Elle peut être contrôlée dans chaque boite par la lscture sur le 1/4 opposé,
Les nombres es colonies alnsi lues ont été les suivants:
Reoo Ma LD St de 1700 LE ET É00 AS 41600 TÉDOEE ed 600: Mie 5 226800 n2+ eT600 02 270 1600
Ces nombres sont obtenus à quelques colonies prèa et l'on Sir oue itécart maximum entre deux numérations ne dépasse pas PRO (bien entendu lorsque les suspensions de bactéries ont 6t6 correctement faites),
Dans les sssais qui seront décrits plus tard, nous nous sommes attachée à faire en sorte que chaque boite parts environ 1 millier de colonies sur les plagues témoins servant au contrôles des essais.
On notera que dans l'essai ci-dessus décrit, les 10 voites de Pétri contenaient des milieux de composition identique, 6n particulier, elles provenaient de la même eau peptonée, et d'autre part, elles ne contenaient pas de cuivre surajouté.
_La gamme de Kingsbury qui a fourni les étalons de turbiâits pour ies suspensions bactériennes à réaliser, à été publiée en 1926 par Kingsbury, et la description en a été reproduite en 1944 par Meac-Lacandans la Gescription de son Thymol-lsst.
Elle est formée d'une série de tubes calibrés de turiidité croissante, ütilisée aux États-Unis pour le dosare de l'albumine par l'acide sulfo-salycilique, et sert à fixer les unités de ac Lagan du Thymol-Test, de cet auteur. Ces tubes contiennent un précipité très fin et très stable de formazine en suspension LEFE
de la gélatine. Elle correspond néphélométriquement en aloumine/litre à des concentrations échelonnées de :
025028 040% 060) 00 0,20 0,10 grammeflitre.
Chaque tube doit être scellé à la cire et paraffiné. La gamme placée dans un endroit frais est de très bonne conservation et de lecture très nette et stable, c'est pourquoi nous l'avons utilisée dans nos essais. LEE
Reuarques à propos des numérations de germes sur milieu solide,
Par les essais qui vont suivre, nous allons voir que des numérations effectuées sur des suspensions de germes ne contenant pas plus de 20 millgr par litre de cuivre seront suffisamment exactes comme approximation st leur dilution âans la gélose n'est pas inférieure à D = 20, soit 0,5 cm de suspension pour 9,5 cmS de gélose destinée à obtenir la plaque de numérations, et ceci que la ee soit faîte dans l'eau peptonée ou dans l'eau du robinet stérile,
Expérience
Numérations de germes, (Stapnylocoque doré )}, dispersés dans l'eau peptonée.
< On part d'une dilution convenable de ces germes préparée _ à partir d'une colonie sur gélose, Une première dilution, de turbidité convenable, subit des dilutions successives toujours dans l'eau peptonée. En même temps; par ‘addition de solution mère de glycocollate de cuivre, (solution stérile), en quantités mesurées, on donne à ces suspensions bactériennes les deux concentrations suivantes exprimées en cuivre :
1) 100 millcr/litre 2) 20 miligr/litre
F On rappolle ici pour cela, que la solution mère de cuivre Gilycocollate de cuivre, D = 1, est elle-même à 1a concentration de 20 millgr dans 8 cc. On cherche en définitive à réaliser des suspensions dans l'eau peptonée contenant aussi environ 1000 germes par 1/2 cm$ et les concentrations en cuivre indiquées (100 millgr/ litre et 20 millzr/litre), Ce sont ces deux suspensions sur lesquelles on a fait les numérations dans les conditions suivantes-
en eau peptonée pélosée, | Dilution (D = 20
Res On ensemence 9,5 ce de suspension au Cuivre, dans 9,5cc de rélose peptonée, On prépare trois tubes semblables; deux d'entre eux serviront à préparer chacun une boite de Pétri. Avec le troi-
siome on préparera une dilution gélosée D = 100. Pour cela, 2 cc de dilution rélosée D = 29 sont reçus dans un tube contenant dé jà
DE TS PE
8 cc d'une eau peptonée gélosée. On prépare ainsi deux tubes semblables de dilution gélôsée D = 100 et deux boîtes fournissant les numérations correspondantes suivant la technique habituelle,
Résultats obtenus dans les numérations
| Les boîtes sont maintenues 56 heures à l'étuve au minimum et chaque numération a été faite en triple exemplaire.(1) (2) (5).
De plus, après avoir été faite au départ sur chaque mélange (suspension dans l'eau peptonée, addition de glycocollate de cuivre, addition d'eau peptonée gélosée) avant toute durée d'étuvarse,
elles sont répétées après sur des tubes maintenus dans l'étuve à +57°C pour contact désinfectant pendant deux neures,.
TABLEAU XIII | Variations dans les numérations de suspensions additionnées de doses variables de cuivre.
ler Essai :
En eau peptonée !:
Cuivre = 100 millsr/litre
j'emps Dilution 20 Dilution 100 (1) (2) (5) (HE CS te O départ 1405 1376 1582 | 1520 1840 2 H à 57° 4 AR 92 76 . Cuivre = 20 millgr/litre l'enps Dilution 20 Dilution 100 (EE) UE) | {19 (2) -(5) 0 départ 1470 1840 1850 2200 2180 2 H à 570 TE LE 160 140
A la série d'essais précédents, a été adjointe une se- ‘conde, tout à fait semblable; mais au lieu d'eau peptonée pour préparer la suspension de germes, nous avons utilisé l'eau du robinet (stérilisée par la chaleur); l'inoculat était obtenu identiquement, puis lés séries de boîtes de Pétri préparées avec les dilutiorts D = 20 et D = 190 ont servi à faire les numérations correspondantes aux précédentes,
Lee TABLEAU XIV Variations dans les numérations je suspensions 2ème Essai : | En eau du robinet stérile
Cuivre = 100 miller/litre
‘lemps Diiution 20 Dilution 100 (1) 4e) ts) “4. HOT} OMAN PUS O départ 084 Ô688 585 580 520 2e) 570 4 8 5 0 0
Guivre = 20 mtller/litre
Temps Dilution 20 Diiution 199 | Hioe) ie) A) 2@)0 9 départ 1590 1560 1570 1550 16520 2 H à 57° 64 50 54 80 80 r
Les numérations faites pormettent les constatations suivantes : "e
1) Les numérations doublées ou triplées fournissent des chiffres assez voisins sur des suspensions dans l'eau peptonée contenant les concentrations en cuivre ne dépassant pas 20 millgr par litre, lorsque la dilution consécutive avac la gélose ne dépasse pas le chiffre 1 & 20 (D = 20). |
2) “ais pour les concentrations en cuivre assez élevées de l'ordre de 100 milisr par litre les différences sont plus accentuées dans les numérations même après une dilution de 1 à 100 de la suspension peptonée avec la gélose de numération.
| &) Si les numérations portant sur des suspensions faîtes dans l'eau stérile, on arrive à des constatations analogues, mais les
différences qui existent sont moins marquées que dans l'eau peptonés, ot les suspensions microbiennes peu riches en cuivre (20 millgr par lire) fournissent des numérations suffisamment concordantes même avec des dilutions dans la célose ne dépassant pas D = 20.
PCT
4) On constate que l'activité antibiotique du cuivre est Leaucoup pius efficace dans un milieu peu charré en substances nutritives, le résultat a été retrouvé dans d'autres essais : cela rssseort du fait que l'ensemencement en germes a été le môme dans tous los essais aécrits dans ce chapitre.
B = ACTION ANLTSPAPHYLOCOUCTQUE DU _GLYCOCOLLATE DE CUIVRE IX VITRO
D'après les données précédentes et à température fixe, il y a lieu Ge s'attendre à constater deux péricdes dans l'activité antiseptique. Aux basses concentrations, irrégularité das la décroissance des germes pour une croissance régulière dans 1a concentration en principe actif, puis finalement cependant, l'irrésularité en question disparait, A partir d'un certain moment, la décroissance des germes (NQ, plus petit que N) obéit à la logarithmique, c'est-à-dire que le rapport No/N tend finalement vers une valeur fixe qui pourrait théoriquement tout au moins servir de mesure à l'efficacité de SRE Sen Cie dans les conditions expérimentales observées.
Enfin, si surmentent la concentration ‘en principe aotif celle-ci devient trop élovée, pour permettre le jeu des métabolismes qui permettraient la vie de la bactérie, ia phase dite “bactéricide' apparait, le repiquage de celle-ci sur un milieu nutritif qui lui. convient ne donne plus lieu à un développement quelconque de cuiture.
Dans les descriptions qui vont suivre nous avons opp953é le slycocollate de cuivre au stapnylocoque doré et nous avons examiné Ce qui se passe en feisant varier la nature des milieux de culture, |
1) Techniques utilisées.
Nous rapprochons à dessein tes trois descriptions pour mieux les céractériser et les différencier.
lère tecnnique : Détermination ds 1'aCCLVAEE bactéricide en eau peptonée.
Le temps d'action de l'antiseptique est variable.
Le milieu utilisé est liquide, Le germe à étudier provenant d'une culture de 24 h, est mis en suspension dans. l'eau peptonée que l'on additionne ABePLiAUement d'une quantité connue âs désinfectant ARE RXe ie cuivre).
On prépare ainsi une série de tubes dans dosdtaie la concentration en désinfectant varie d'un tube à l'autre tandis que le nombre de bactéries ensemencées au départ 6st sensiblement fixe. Le contact des sermes avec ie Aésinfectant est effectué à +570C,
ê O1 CR
puis dans chacun des tubes après une durée variable, on fait un prélèvement de 0,5 ce à l'aide duquel on effectue une numération sur gélose des germes survivants capables encore de se multiplier sur ce milieu.
Les numérations sont faites en prélevant 0,5 cc de la culture qu'on inocule et disperse dans 10 ce de géiose nutritive stérile.
Cet essai permet de déterminer l'influence de la concentration en antiseptique et de la durée de contact pour une même ‘concentration en bactéries du milieu, L'effet vactéricide est considéré comme réalisé quand la numération finale ne fait apparaître aucune colonie sur géiose nutritive stérile,
Cette technique est la seule qui nous permette l'estimation de la vitesse de désinfection en phase logarithmique. La dilution réalisée, D=20, suffit pour que toutes les bactéries capables de se multiplier fournissent des colonies de dimension assez nette pour être observables quoique plus ou moîins petites pour les concentration en sglycocollate de cuivre utilisées dans les essais et dans le déiai indiqué.
Déteriination de l'activité bactériostatique
2ène technique :
| en milieu sgélose,
Le milieu est solide, la durée d'action du désinfectant est fixe,
Tandis que dans la technique précédente on étudiait vu nilieu liquide la marche: de la désinfection, on utilise ici la même eau peptonée mais solidifiée par la gélose, Ainsi on est amené à suivre le développement microbien pendant une durée fixe de culture que l'on a choisie érale à 536 H pour cnaque essai.
Pour cela une suspension microbilenne en eau stérile, suspension de Concentration on germes convenable est introduite à raison de 0,5cc dans une voite de Pétri stérile où l'on coule ensuite 10cc d'eau peptonée gélosée additionnée Ge glycocollate de cuivre en quantité connue, On mélange avec soîn, La teneur en cuivre varie d'une boite à l'autre, Après soli@ification du milieu, et incubation à +57°C de 56 K,, on effectue ia numération des colonies a parues, Cette numération est répétée par la suite après une deuxième incubation prolongée 4 jours surtout sur les boites qui renferment une forte concentration en cuivre pouvant ralentir le développement des germes et provoquer l'apparition de colonies tardives. On remarquera que dans cette technique la dilution résultant du mélange avec Ea «élose est égale à D = 20 puisque 0,5 ce de culture sont dispersés dans 19cc de célose,
: La durée de multiplication de ciaque cerme est fixe (56 h. à +57°C). Chaque perme resté sur place donne une colonie dont le diametre augmente à mesure que la durée d'étuve ausmente.
_ Le nombre de coloniés observées est donc sensiblement ésal au nombre de germes ensemencés lorsque la densité microbienne superficielle reste faivle du fait. d'une quantité inocuiée judicieusement choisie,
Sème technique : Détermination de l'activité nactéricide après 48 heures iacubation.
Le milieu est liquide, la durée d'incubation désinfectante est fixe.
On ensemence 9,5 ce de suspension bactérienne de concentration convenable dans 10 cm2 du milieu nutritif (liquide) caoisi.
Chaque tube est additionné d'une quantité connue de désinfectant à l'étude, dont la concentration est ainsi ose daïis chacun d'eux,
Après 48 heures d'incubation à +579C, on note les tutres qui se sont troublés, et ceux qui sont restés limpides, Parmi ces derniers, des repiquages sont faits en transportant un cn© de ieur contenu dans des boites de Pétri additionnées d'eau peptonée a sée (10 cm5). Après solidification et étuvare de #6 heures à +%7°C certains tubes apparemment clairs donnent cependant des colonies facilement observables, tandis que d'autres restent absolument limpides et ne donnent aucune colonie et peuvent être classés comme stériles.
Remarque 1:
Dans les trois techniques, pour les numérations sur milieu solide on emploie l'eau péptonée gélosée ou la gélose nutritive nabituelle,
Remarque IT
11 faut éviter des confusions dans les termes : ce que l'on entend par durée de désinfection ou durée de contact désinfec- . tant, c'est le tenps pendant lequel les germes en suspension se trouvent en présence à +27°C, avec la substance antiseptique à la concentration indiquée dans le milieu indiqué. 11 faut distinguer cette durée de celle donnée à la culture consécutive au repiquage sur milieu solide, pour procéder aux numérations des germes survivants. Celle-ci a été de 56 heures au minimum à +57°C, dans tous les essais indiqués, puis ‘le plus souvent, Île repiquace a été à nouveau Srloctué au bout de quatre jours 4" incubation,
En résumé : On peut schématiser ainsi les trois techniques employées :
Technique I : Recherche de l'activité bactéricide. Milieu liquide, contact désinfectant à +27°C de durée
variables recherche des concentrations (en désinfectant) bactéricides par numération sur milieu solide. :
Technique II : Recherche de l'activité bactériostatique.
“ilieu solide, contact désinfectant à +57°C de durée fixe (56 neures) recherche des concentrations inhibitrices (ou antisénétiques) par numération directe sur le milieu solide.
Technique III : Recherche de l'activité bactéricide.
Milieu liquide, contact désinfectant à +57°C de durée fixe (48 heures). Rechterche des concentrations bactéricides sur milieu golids.
La technique III est surtout utilisée quand on recnercne l'effet bactéricide en naute concentration en antiseptique.
Puisque c'est par des numérations microniennes que nous evons été amenée à montrer la réaëité et l'importance de la désinfection par le glycocollate de cuivre, nous nous sommes piacés dans des conditions 4e concentrations en cermoes telles qu'eiles pouvaient fournir une précision suffisante, c'est-à-dire de 1099 à 2000 colonies par piaque témoin.
En résumé dans chaque essai, étant entendu que sont précisés : |
1) ia nature du milieu de culture additionné du désinfectant qu'on met en oeuvre
2) la concentration de colui-ct dans lo milieu
3) le germe ensemencé, inoculat provenant d'une culture jeune de 24 neures sur relose additionné à une concentration cannaue au départ dans un essai témoin,
Le stapnylocoque utilisé dans toutes les séries d'essais pratiqués dans ce travail provenait d'un pus et c'est la même souctle identifiés par l'ensemble de ses caractères morpnologiques et tiochimiques qui nous a toujours servi dans les essais décrits.
à Pour chaque essai, le germe était repiqué de facon à partir d'une culture vigoureuse, âgée de 24 à 56 heures.
4) La technique opératoire choisie pour la mise en évidence de l'effet désinfectant (type I, IT, III) technique comportant en par- Rose une durée de contact à +57°C, déterminée, entre rerme et milieu, |
_ On constate 1e taux de désinfection résultant des condi=. tions opératoires réalisées, |
Notre ambition se bornait à rendre évidente la réalité ie cet effet désinfectant du glycocollate de cuivre et non à eo une grandeur mathématique, telle que la valeur moyenne de la quan tité log N°/N pendant l'unité de temps, pendant la phase logariti-
cn en
mique. Le degré de précision des mesures n'autorisant guère une telle entreprise. Dans les Sciences biolosiques, les crandeurs
. variables étudiées dépendant de tant de facteurs en général que les formules alrébriques s'appliquent rarement dans un intervalle suffisamment large pour être pratiquement utiles,
2) Activité vectériostatique et bactéricide a) Activité pactéricide en eau peptonée salée
Dans lès essais antorieurement décrits, nous avons 5té amsnée à examiner le degré de fidélité des métaodes ûe numerations sur milieu solide qui devaient servir de base à notre travail, c'est-à-dire :
- le star tiité dans les chiffres obtenus par répétitior de js môme nunération.
- J'influsence possioile sur ces chiffres de la concentration dans le milieu de l'antiseotique employé,
- Lors de Ces exarens, nous avors été amenée à des résulitats qui traïtaient âe Jà partiellement le probleme Here 10 dans cette troisième partie, Celle-ci ne fait donc que développer lies premières constatations pour obtenir es vues si fletiiont étendues sur l'activité désinfectante du slycocollate da cuivre sur le staphylocoque doré, D'abord, dans l'eau peptonés, puis ensuite en différents milieux plus ou moins charrég en sunstances
nutritives pour la oactérie,
Dans la description sui va suivre, c'est la toecnanique I que nous avons suivie pour connaître les chutes de concentration en sermes provoquées par une concentration fixe en antisaptique dans le milieu choisi.
Une saspension îe staphylocoque a été préparée dans Honn, peptonée à 2 °/, à partir d'une culture de 24 h,. sur gélose et la turbidité de celle-ci était amenée à corresponâre à celle d'un tube âe 0,20 gr d'albumine par litre dans la gamme de Kinesbury. Les numérations ont été faites ra ip dans les mêmes conditions c'està dire chaque prise d'essai (0,5 cms de culture) soumisé à l'action du glycocollate de cuivre, dispersée dans 10 cm> de rélose encore liquide (soit une dilution D = 20) a été coulée en boîtes @e Pétri. Après 56 neures d'étuve, à +2700, une première numération a été effectuée que l'on répète après un four ou Geux d'étuve pour voir si des colonies nouvelles n'étaient pas apparues, Dans tous nos essais, c'est toujours lie même souche bactérienne ot la même peptons qui furent mises en oeuvre,
ler £ssai : Trois essais (Bi, B2, B5) ont été réalisés avec la sus-
pension précédente contenant du slYcocollate de cuivre en quantité RE que la concentration en cuivre atteirne 50 milligrs. par
RE
litre (soit O cm5,2 de solution mère de glycocollate de cuivre de : dilution D = 1 dans 10 cmS de suspension dans l'eau peptonée). On a en effet :
Dilution X = = = 51 Concentration C = ne = en soit approximativement 50 miillisr/litre.
Résultats ovtenus : Par l'action du glycocollate de cuivre à +579C sur lies suspensions précédentes avec les durées d'action indiquées :
Contact de 1 neure ou de 2 h. à +57°C. Après ce contact des prélève.
ments ont été effectués dans chaque suspension afin d'y Génombrer les bactéries restées vivantes.
TABTEAU XV
Activité bactéricide du cuivre avec une concentration en cuivre de 59 millger/litre.
DUREE D'ACTION NOMBRE DE COLONTES OBSERVEES à +97°C. | B1 B2 BS O (témoin:départ) 1078 1096 1088.
1 heure | 1e 1 0 2 heures | re) ) 0 À La destruction des bactéries a été totale en deux heures à +27°C,
2ème Essai
Trois autres essais (Al, A2, AS) réalisent une concentration finale en cuivre de 17,5 miilgr/iitre dans la suspension peptonée.
RL
Colonies dénombrées après incuvation à +579C,
DUREE D'ACTION à +57°C RAT A2 | AS O (témoin:4épart) 1185 1215 1210 1 heure 32 Men 25
2 heures [e) O 0
ee Lee En deux neures l'effet bactéricide total a été obtenu. Les essais suivants ont été effectués en réalisant des numérations plus fréquentes au cours de la période d'action de l'antiseptique.
5ème Essai :
Al et A2 : Cnaque tube d'eau peptonée (19 cmS) cogtenait 0,5 cm5 de glycocollate de cuivre à la dilution D = 19, la concentration en cuivre est donc de 12 milligr/litre,
TABLEAU XVII
| Action désinfectante du cuivré concentration en cuivre : 12 milligr/litre
DUREE de CONTACT O1, 7 let 501 . 6o! 501 120!
tubes (1 870 1576 775 718 508 227 ) | | |
4ème Essai :
B1 et B2 : La concentration en cuivre était de 28 millicrs/litre, TABLEAU XVIIT
Action désinfectante du cuivre Concentration en culvre : 25 milligrs/litre
DUREE de CONTACT 0! 15! 50! 50! 20! 120!
B1 | 1450 720 7 Lee 0 0 Ho CURE n n 1 0 + 0
Les .essais décrits ont été exécutés avec la même eau peptonée. La concentration de 25 milligrs/litre en cuivre produit en 90! un effet bactéricide total; les essais Al et A2 effectués
avec une concentration en cuivre de 12 milligrs/litre dans le même milieu peptoné montrent qu'en äeux heures d'action on m'atteint pas un effet bactéricide total.
La période de décroissance logarithmique dans une désinfection _,
On peut essaÿer lors d'une désinfection de juger par une suite de numérations , si lon a attoint pour certaines
FO. — LS
concentrations la pnase Aite de “écroissance logarithmioue". 11
suffit de voir s4 2 formules caractéristiques dont on a paris antérieurement sont applicables à la série des nombres de colonies oi
tenues. Ces deux formules équivalentes sont :
dn ie (-K)ât.
log n = 10g Are Kt.
Pour agpliquer ia preuière formule, on effectue une série de numerations séparées var des intervalles de temps constants ds
à = on È 15! par exemple et recherche si ie rapport des K rarde une vaieur
serisibiement fixe quelgue soit la valeur des nomores des colonies (N1, NZ, Né), obtenues à chaque numération. dn étant ia variation négative de Ces nombres observée pour chaque intervaile de 15! entre deux numérations successives, |
Avec ja seconûs formule utilisable, au lieu de faire irtervenir le nombre des colonies 8 intervalles fixes on prend ies loraritnomes de ces nomores C'est-a2a-dire que l'on trace la courte
log r = log B, 7 Kè Le grapnique représentatif est une droîts Gescendante et figure la décroissance logarithmique des nombres k sous l'influence de l'antiseptique pendant ia pnase corresponSante, en fonctior du temps écoulé, -
La courte correspondante pouvant être rectifiée et ainsi transformée 14 pente de la droite ovtonue peut servir à mesurer j'activité correspondante âu corps désinfectant. Plus la pente ce la droite est grande, plus elle s'approcne ds 1a verticale, plus i‘antiseptique en question est actif. Pour ohtenir des tracés somolables, 11 y à intérêt à disposer d'un nombre suffisant de déterminavions rapprochées, dans le temps dans la zone ulile, c'est-àdire en periode logarithmiaqus. Le tracs de telles courbes rectifiées réduit au minimum l'influence des erreurs de numérations.
Quand on peut les réaliser, de tels graphiques sont plus oxpressifs que des tableaux et c'est pour essayer de le faire que nous avons effectué des mesures aussi rapprocnées que ceiles qui sont rapportées dans i‘expérience suivante (Essais Al et A2) :
Dans l'essai A2, nous avons obtenu les résultats suivants :
TABIAAU XIX
Décroissance liosarithmique du nombre @es bactéries Lssai 42 : Seme essai page 58)
DRE
Lt
Temps de désinfection en minutes
*"01 Le logaritame de n décroit quand le temps augmente et de plus, sur le tracé, ces cinq points sont sensiblement sur une ligne droite et correspondent donc à la pnase logarithmique de la désinfection.
L'abaissement de los n dans une unité de temps convenue, l'heure par exemple, traduit l'efficacité désinfectante de la préparation dans les conditions offertes.
t 1og(= )
Ici, c'est, dans la pnase logaritnmique, la différence log n O au temps 50! diminué de 10g n au temps 120!, c'est-a-dire 2,89 = 2,55 = 9,54 , qui fournit ce coefficient représentant la vitesse de désinfection dans l'essai A2 et dans cet intervalle de temps T = 1 heure, |
11 reste à savoir si la situation se maintiendrait pour la période ultérieure de désinfection ou celle-ci entrera dans la phase de déclin avec diminution de cette vitesse,
I1 est certain que les considérations précédentes ont un intérêt surtout tnéorique. in biolorie, les faits observés se présentent en règle générale avec une telle complexité que rarement les variations peuvent être représentées par des courbes simples,
Une dernière observation nous parait devoir être faite sur ces essais, c'est que la différence de concentration en cuivre entre les essais A et E ne doit pas être la seule explication de le différence de comportement signalée par les numérations, et que sans doute il ÿ a modification du rerme et de sa résistance au médicarent. Car le staphylocoque employé bien que provenant de la même sou2ue peut ne pas présenter une résistance identique dans les drux C8,
nous avons repris ces essais une troisième fois en obser-
vant les mêmes conditions opératoires mais avec une gamme de concentrations en cuivre encore plus étendue. La même suspension de staphylocoques a servi à préparer les témoins mentionnés dans cet essai, Essai 19 cc d'eau peptonée contiennent dans les tubes :
A/ 1: 0,25 cc GCu, D = J10
B/2: 0,59 Li LES {1 (L
C/ . 0575 ft nt ÿ fi
D/ : 1,00 ft " n CURE
[eh [av
Les concentrations en cuivre de ces 4 essais sont respectivenent per litre de 4,9 millisrs pour l'essai A, 11,9 milliers pour B, 17,5 milliers pour l'essai © et 22,7 milliers pour le D,
TABLEAU XXI
Décroissance logarithmi ue du‘nombre des bactéries a | 7 (Essai D) | Temps 50! 601. 90! 1201 _ 150!
Log n 2 il: 5,00 2,88
5 Reportés sur un graphique, les points sont alignés sen- ‘gtblement sur une droite, Cependant, au temps 120!, la phase de déclin commence à apparaître car la pente de la droîte s'infléchit légérement et devient plus proche de l'horizontale,
Théoriquement, on pourraît songer à utiliser la valeur de no/n dans la phase logaritnmique ds ka désinfection pour estimer ‘l'activité d'un antiseptique. ais la pnase logaritnmique est souvent de bien faible durée,parfois inappréciable’ et trop de facteurs dont on ne peut se rendre maftre interviennent souvent pour rendre sans grand intérêt une telle manière de faire,
Pratiquement pour le but indiqué, on cherchera à détermi-. ner les deux concentrations qui donnent l'effet antigénétique et l'effet bactéricide, compte tenu de la concentration en bactéries
du milieu, Les travaux de Melles S, Lambin et M, Robert déjà cités (11) fournissent un modèle pour les études de ce genre.
b) Activité bactériostatique en eûu peptonée gélosée
Milieu solide (eau peptonée gélosée)
| Nous avons opéré ci par la technique II sur 19 cm d'eau
peptonée gélosée, durée de désinfection de 56 heures à +57°C, nums-
ration en boites de Pétri (2.500 germes au départ).
ler Essai : Résultats observés avec la solution mêre de elycocollat SE de cuivre D = 1. :
TABLEAU XXII Action désinfectante du Clycocollate | de cuivre en eau peptonse gélosée.
du: a étè introduit en cm5 de solution mère : Par-boïtes : 10" ‘10,10 40:20 (940 :0;40004,201 1,00 Numérations : 2500 2400 2000 809 (à QG 0
2ème Éssai : Résultats observés avec une solution de glycocollate de cuivre de dilution D = 50.
TABLEAU XXIIT.
action désinfectante du Glycocollate de cuivre en eau peptonée rélosée, (GCu,:D =[50) cm de solution de Glycocollate de cuivre D = 50 introduit Par boîte : 0 0,10 : : 0,2% 0940 DA PAT, SO NAS ED Numérations : 2500 2550 2280 2500 2000 1800 455
Aînsi l'effet désinfectant en 66 heures à +37°C a été. obtenu avoc une concentration en cuivre de 186 millisrs/iitre, tundis que dans le même milieu et dans les mêmes conditions, une . concentration en cuivre 59 fois plus faible a fourni un taux de désinfection caractérisé par un effet bactéricide non obténu dans les conditions indiquées mais un effet antigénétique certain.
os
Les essais qui viennent d'être décrits sur la désinfection en eau peptonée ont montré jusqu'à présent que à
a) La vitesse de désinfection augmente avec la concentration en cuivre et cela d'une facon rapide.
+ _ b) Qu'une faiole concentration en cuivre par rapport à La concentration en peptone peut même devenir stimulant de la poussée du staphyliocoque,
c) L'effet favorisant de hautes concentrations en £slucoss sur la poussée microbienne et sur la facilité des infections sanguines est un fait bien connu,
ä) at-Eton rapproche de ce on vient d'être dit les faits indiqués, on voit que le résultat final observé relativement à la poussée microbienne dépend des trois facteurs : concentration en cuivre, en glucose, en peptone du milieu.
8) Dans l'eau peptonée ordinaire, une concentration en cuivre de 20 milliers/litre a réaiisé une désinfection presque complète en une heure, “ais une concentration si élevée n'a jamais été empioyée. Dans les essais thérapeutiques, on à vu en effet que la concentration en cuivre ne peut guère dépasser au maximum 12 ramma par èc ae plasma (soit 12 milligrs/litre) dans les essais,
Mais le sérum humain paraft être un milieu de culture beaucoup moins favorable que l'eau peptonée ot beaucoup moins Ad . à gêner l'action antigénétique du cuivre,
f) Seulement, les considérations qui précèdent peuvent expliquer que la rapidité obtenue dans la guérison des affections dues au staphylocogue par le cuivre puisse être variable, comme elles. expliquent l'importance de la répétitions des injections aux doses utilisées en ce et qui ne sont pas bactéricides, et AE âu rytime utilisé
8) ere elles expliquent aussi que de faibles concentrations en cuivre puissent avoir raison d'infections staphylococciques à faible concentration en germes (par exemple 4 millicrs/litre visà=vis de 154 cermes/ems d'eau peptonés mentionnée plus haut).
Nous allons maintenant examiner l'influence que peut avoir sur la vitesse de désinfection la nature du milieu nutritif, notamment sa constitution pnysico-chimique,
Influence de la nature solide ou liquide du milieu sur la vitesse
e désinfection par le glycocollate de cuivre -
_ Par cet essai nous avons voulu nous rendre compte s1 le fait de géloser ou non une eau peptonée contenant du #iycocollate de cuivre modifie nettement son comportement vis-à-vis du staphylocoque doré.
Nous avons observé quelques différences après avoir opéré bien entendu à égalité -de densité bactérienne dans le milieu et à égalité de concentration en ARE de cuivre.
Dans deux tubes, l'oe rélosé, jfautre non gélosé, nous avons réalisé une densité microbienne telle que chaque tube eontenant 10 em5 de milieu, contient aussi 1,2 x 107 stapnylocoques dorés et fut addi tionné de 0,80 cmo de GCu, D 11
Le one de milieu gélosé était versé dès le début dans une boîte de Pétri et restait à l'étuve pendant le même temps que le tube de milieu non gélosé,
Après $6 heures d'étuve à +57°C aucune colonie n'est apparue sur la boite de Pétri, tandis que le tube éontenant le milieu liquide présentait un trouble très léger et le repiquage sur milieu neuf donnait 1teu à l'apparition de colonies,
Ainsi le milieu liquide parait plus favorable au maintien de ia survie des germes pendant la désinfection ou tout au moîns au développement rapide des survivants, que le même milieu solidifié var ia gélose pour les conditions ds concentrations mis en présence dans cet essai, |
Nous donnons maintenant la acte ro ie de quelques essais réalisés en opérant par les techniques II et III et destinés à comparer ce qui se passe sur les trois milieux suivants :
a) Bouillon ordinaire ( ( comme milieu liquide (Technique III)
b) Eau peptonée ( | | NES
c) Eau peptonée gélosée comme milieu solide (Technique Il)
- Ensemoncement de 9,5 cms d'une suspension convenable de Mtapnye Fpcoau? dans 10 ce de milieu
Contact désinfectant de durée fixe avec le glycocollate de cuivre à une concentration donnée dans le milieu choisi.
- Durée de 56 heures à +57°C0 pour la technique II
- Durée de 48 heures à +57°C pour la technique III
= ba à
TABLEAU XXIV
Comparaison de l'action désinfectante du flycocollate de cuivre sur différents milieux
GCu; D=1| Technique III Technique II
par tube Bouillon ordinaire ._ eau peptonée eau peptonée
Ke l ré10os8ée culture | repiquage culture | repiquage | numération après 96 h,
0 [témoin] trouble | culture + trouble | culture + 1560 colonies
0,10 limpide : 1140 0
D20 et limpide PE at
0,40 ft ff 200 [El
0,80 n n ge
LL
Ainsi dans cette série, nous avons constaté, sur les trois milieux nutritifs indiqués, que le slycocollate de cuivre se montre désinfectant en 56 neures à +47°C, à des concentrations qui, _ calculées comme il a été indiqué, sont égales ou supérieures à 14,5 milligrs en cuivre par litre.
Cependant, nous avons yu que nous avons pu obtenir une désinfection totale dans l'eau peptonée en 48 heures avec des concentrations en cuivre de 4 milligrs/litre 3 mais ce résultat était dû au fait de la mise en oeuvre d'une faible concentration en germes au départ (154 germes par cm de milieu). Pour des concentrations plus fortes en germes, il faut des concentrations plus fortes en cuivre pour obtenir la désinfection,
c) Action Hééériotde du glycocollate de cuivre vis-à-vis du stapnylocoque DIT en eau physiologique - Nous avons été amenée à faire ces essais, parce que nous soupconnions que les facteurs dé croissance de notre eau peptonée
devraient contrecarrer sérieusement l'effet désinfectant du gy007 collate de cuivre.
Les résultats ont tout à fait confirmé cette hypothèse et plus encore que nous ne le croyions tout d'abord.
( Hs sommes arrivée ici si rapidement à l'effet bactéricide que nous n'avons pu apercevoir la phase logarithmique par cal-
cul de la vitesse de désinfection. De plus, nous retrouvions les faits paradoxaux déjà signalés; la vitesse de désinfection ne croit pas dans le même sens que la concentration en cuivre du milieu et peut évoluer en sens inverse,
ler Essai : (Technique I)
Dans de l'eau physiolocique stérile, on a introduit de la solution mère cuivrique de facon à réaliser les quatre dilutions _suivantes :! = 500, D = 150, D = 75, et D = 37,5. La plus forte de ces dilutions (D = 500) correspond à une concentration de 8,55 miitige de cuivre par litre. Ces dilutions sont portées & 1'é >tuve à +67°C puis on les ensemence avec une même quantité de suspension convenable Ge stapnyiocoaue âoré (provenent toujours d'une culture de 24 Has sur gélose).
Des prélèvements de 0,5 cnc sont immédiatement faits et portés sur eau gélosée peptonée en vue des numérations témoins au temps Zéro. Puis sur les quatre mélanges laissés à l'étuve à +57°C. on effectue d'heure en Keure des prélévements aui sont ézeiement ensemencés en boites de Pétri de façon à permettre les numérations ultérieures,
Résultat de ces numérations ©:
TABLEAU XXV
Action bactéricide du Clycocollate de cuivre en eau pnysioliosique.
Dilutions Durée du contact désinfectant à +790. de la solut.
mère de GCu Q Témoin | i neure &. h. 4 n. LP à El bit. D = 500 1065 1605 0 RE 2 0 D=:150 2106 245 0 0 0 0 BR NETAS 1065 675 9 9 9 9 Lure Ter 1065 1055 4 0 (e) 50
Dans cette série l'effet désinfectant n'est pas proportionnel à ia concentration en cuivre et l'effet bactéricide a été ovtenu en deux heures au plus.
2ème Essai !: (Technidie 1)
Devant ces faits nouveaux, nous avons repris notre essai sur une suspension de staphylocoque avec les trois séries suivante en réduisant toutefois les durées de contact désinfectant :
Er TABLEAU XXVI Action pactéricide du Glycocollate de cuivre en eau physiologiaue. Durée de contact désinfectant à +57°C,
O Témoin |1/2 heure | 1 heure | 1 1/2 heure
éau physiolosique 1680 1440 1370 pure 1 os
Eau poysiolorique LOBOATE 20
Eau physiologiaue 1680 724 12 0 sc GCu(D = 160)
Ici encore, des deux dilutions mises en oeuvre pour le glycocollate de cuivre en 6au physiologique, c'est la plus forte qui est apparue la plus active.
- Ce second a sur une sauve Es cülture confirme les conclusions âe dTessai précédent,
- L'eau physioïogique elle-même semble présenter une légère activité désinfectante sur le staphylocoque doré.
- L'activité désinfectante ou bactéricide obtenue vis-à-vis du staphylocoque paraît dépendre de la culture soumise à l'action du réactif cuivrique c'est-à-dire que, toutes conditions identiques par ailleurs, des chiffres différents d'une culture à une autre peuvent être obtenus dans les numérations, Une résistance particulière du germe peut être en cause dans chaque cas, I1 ne faut cependant pas oublier que les méthodes de numération bactériennes ne peuvent fournir que des résultats approximatifs.
Ainsi, à l'occasion de ces essais, g'est posée pour nous la question de l'influence de l'âge moyen des germes vis- a=v18 au médicament antisénétique mis en oeuvre.
Influence de très fortes dilutions de slycocollate cuivrique danse
l'eau paysiolocique sur l'activité antinénétique de celui-ci visa-vis du staphylocoque dore.
Dans les deux séries d'essais précédentes le cuivre a été utilisé à des concentrations ésales ou supérieures à celles que réalisent dans le sang les traitements tnérapeutiques (soit 8,55 milliers/litre ou au-dessus (soit des dilutions de glycocollate de cuivre D = 500). (Ces dilutions doivent s'entendre par rapport à la solution mère, comme dans tout ce qui suit). Rappelons que d'après l'étude faite sur la courbe de cuprémie, la dilution sanguine après l'injection du médicament passe rapidement de GCu D = 500 à D z1,900
environ, -
Nous avons donc voulu nous rendre compte des résultats que donneraient au laboratoire des diiutions encore beaucoup plus fortes ot finalement nous avons comparé des dilutions de la solution mére et toujours dans l'eau physiolocique : D = 500 ; D = 600 s; D'= 900%
Nous n'alourdirons pas ce texte par des descriptions détaillées de nos expériences; nous dirons Ssimpiment que dans ces essais, nous avions pris la précaution d'utiliser des eaux bi-distillées dans le verre Pyrex, des tubes à essais en verre Pyrex lavès au mélange sulfo-chromique puis à l'eau bi-distillée et stérilisée, en chaleur humide à +125°C, La technique opératoire correspondait, pour ces dilutions, à celle qui a été utilisée pour les essais pré-. cédents: Contact désinfectant à +579.2580C., comme toujours, mais les prises d'essais pour les numsrations ont été faites à des intervalles plus rapprochés (15 minures)..
Les résultats généraux ont ét6 les suivants :
A) Pffot bactéricide total régulièrement obtenu en 60 minutes à toutes les dilutions indiquées ci-dessus,
B) L'effet désinfectant augmente régulièrement avec la dilution employée dans la sérié utilisée.
C) Pour les dilutions D = 1,800 et D = 5,000, il est tel que l'effet bactéricide est presqu'atteïnt en 50 minutes. Sur environ 2.000 colonies au départ, la numération donne six colonies après 50 mi-
nutes de contact. Dans ces conditions, l'antiseptique parait agir
à la manière d'un catalyseur.
Remarque : La dilution de 5.000 correspond à la concentration en cuivre de 0,850 mgr par litre (soit 0,85 gamma par cmo de sang
traité).
Ceci amène à se demander si le complexe cuivrique ne se détruit pas sous l'influence d'une dilution rroîtssante dans l'eau paysioliogique en 110erant des ions cuivre, dont l'activité antigenétique serait plus grande l'équilibre de formation des complexes imparfaits pouvant se détruire par hydrolyse, Le r8le physico-chimi-que du complexe serait alors d'être un libérateur progressif d'ions cuivriques et le rôle thérapeutique ayant pour effet surtout ae rendre le médicament mieux toléré par la veine que l'ion cuivrique, lors des fortes concentrations à fournir.
Pour examiner cette question, nous sommes partis d'une culture de staphylocoque sur gélose âgée de 24 neures et, en ut1lisant la même technique que dans les essais précédents, nous avons | examiné l'effet Gésinfectant d'une solution de sulfate de cuîvre contenant la même quantité de cuivre que les dilutions de glycocollate de cuivre qui viennent d'être étudiées.
Com araison de l'action désinfectante du sulfate de cuivre avec celle du Elycocollate et hautes dilutions dans l'eau physioTontque vis-à-vis du _staphylocoque- doré -
La solution à 1 °/, de sulfate de cuivre officinal ren-
ferme la même teneur en cuivre que la solution mère de glycocollate no (GCu D '=:1),
Nous sommes partis de ces deux réactifs à dilutions égales pour les comparer. Nous avons donc dans les conditions décrites
naut, réalisé le contact de notre culture de stapnylocoque doré à +57°C avec !:
A) Eau physiologique sans cuivre (Témoin) ;
B) Glycocollate de cuivre, solution mère diluée à D = 300 dans l'eau physiologique ;
C) Sulfate de cuivre à 1 °/, ayant subi la dilution oonséc tive D = 500"avec de l'eau physiologique.
Résultat des numérations après 56 heures d'étuve :
TABLEAU XXVII
Comparaison de l'action désinfectante du Glycocollate de cuivre vis-a-vis du staphnylocoque.
Durée âu contact désinrfectant à +700.
O Témoin .| 50 minutes -60 minutes A Eau pnysiologique < ; : pure sans cuivre 657 710 661 B Glycocollate de CU | | | .. D = 500 657 29 20 C sulfate de cuivre | | D = 500 | OS 25 0
En résumé, l'effect bactéricide a été atteint en 60 minue tes dans 1es deux séries'de dilutions considérées,
_ Nous avons alors entrepris la comparaison de \tactidhgée Lraibante ‘des deux ælutiongs à très hautes dilutions, en prenant les mêmes précautions opératoires déjà décrites lors des essais similaires effectués avec le glycocollate cuivrique. |
Nous avons comparé les dilutions communes: D = 12,000 et D = 48, 90e (soit respectivement. 2 et 0,5 gamme de cuivre. métal par cms).
- 71 + RESULTATS des numérations (Technique 1)
TABLEAU XXVIII
Comparaison de l'action désinfectante de fortes âilutions de Glycocollate de cuivre et de sulfate de cuivre
Durée du contact désinfectant à EE DE SRE RER PROEEE PEN -EN à LME FEES NA MORE TL TERME TRE TNT DENT CHARS RENE
9 Témoin 30? |1 heure | 1 1/2 heure 2 heures
Glycocollate de
cuivre
Di=il2. 0008. 1550 2000 (e) 0 O0 Glycocollate de cuivrs k
Sulfate de cuivre (à 1°/.) D=%12,000 1550 875 8 (@) [@)
Sulfate de cuivre (à 1°/.) D = 48,000 1550 22850 1722€! 2 2
Là aussi lAeffet
La aussi l'effet bactéricide est tri rqué
L 1 reg marqué un temps sensiblement égel avec les deux âtlutions c dre mais un peu moins rapide avec l'autre dilution 3 nie
De plus, dans les solutions très dilué uée at Dane Eequee l'addition de petites ares a cn e é 4 É T t | nu E pRrELI e 2sinfectan comme e montre net ement essa
° On prépare avec de l'eau physiolo jee une diit _ GCu D = 600 et l'on opère d'après la RE L ÉPpaee
de 0,5 cmS de suspension d : 6e sta ture de 24 heures Gans deux tubes monte à UN GATE d'une cul-
Tube À : Contenant 10 cm de dilution Cuivrique et 1 cmd d'eau PAs1otortque -
Tube B : Contenant 10 cm de la même dilution et 1 cm5 d'eau peptonée à £ °/..
Ces tubes ayant été placés à +579C, pendant des temps variables, on fait êes numérations ‘sur eau peptonée gélosée.,
RESULTATS observés :
TABLEAU XXIX
Influence de petites quantités de peptone
sur l'effet désinfectant du ciycocoilate de cuivre
Temps de contact à +370
0 Témoin s0t 601 90! 120! 150!
Yube A 357 0 0e 0 "0 0 (sans peptone) fube B 426 601 615 855 + 8290 761
(avec peptone)
Ainsi la décroissance du staphylocoque normalement provoquée par le cuivre dans l'eau pnysiclogique est remplacée par une croissance du fait de l'addition de petites quantités de BSPÈONS à cette eau physiologique.
Par contre, l'addition de 1. A de edge dans le glycocollate de cuivre à D = #00 en eau physiologique n'a pas sensiblement modifié la durée d'obtention de l'action bactéricide (exoérience non décrite).
5) Résistance acquise du SRE A Seau vis-à-vis du Glycocollate de cuivre.
On sait que l'on peut &évelopper chez un grand nombre de bactéries une accoutumance vis-à-vis des substances antiseptiques et antibiotiques, “ous avons constaté que le staphylocoque végétant en eau peptonée peut 6tre rendu progressivement plus résistant à l'action du glycocoliate de cuivre grâce à une série de réensemencement sur des milieux contenant des concentrations croissantes de ce sel, Ce sont les essais que nous avons réalisés et que nous allons ‘résumer brièvement :
| Chaque tube reçoit 0,5 cms de culture mère (soit 1, 2x100 staphylocoque) dans 10 cm5 d'eau peptonée additionnée de glycocollate de cuîivre.à concentration croissante d'un tube au tube suivant de la série,
RE a
A l'incubation à +37°0 on constate facilement que plus un tube de la série est riche en cuivre, moins 11 se développe de ger-
mes en un temps donné ainsi dans cette première série, nous consta-
tons que le tube contenant 0,80 cms de glycocollate de cuivre à la dilution D = 1 donne après 24 heures d'étuve à +57°C une culture très peu trouble alors que les concentrations inférieures en cuivre donnaient des cultures abondantes.
2ème passage
On ensemence (64 x 104) germes provenant du tube précédent dans chacun des tubes d'une nouvelle série (tubes â'eau peptonée) contenant des concentrations croissantes en cuivre. Cette fois, c'est le tube contenant 1,60 cm®.de glycocollate de cuivre à la dilution D = 1 qui en 24 neures:d'incubation est légérement troublé et que l'on repique et ainsi de suite, |
FSS : y vême Passage
=: On ensemence (21 x 104) germes précédents et la tolérance au cuivre monte à 2,80 cmo de glycocollate de cuivre à la dilution De is
4ème Passage
On ensemence CON 10%) germes précédents-et la tolérance au cuivre monte à 5,5 cm de glycocollate de cuivre D = 1 (le tube contenant 4 cmS étant resté stérile après repiquare sur gélose),
5ème Passage
On a ensemencé 498 x 10* germes. La tolérance en cuivre reste.alors en apparence au même niveau (5,5 cm® de glycocollate de cuivre D = 1) La culture est limpide mais non stérile car un repiquage sur gélose nutritive (sans cuivre) donne quelques colonies et cela même dans le tube dè série contenant 4 cm de glycocollate de cuivre D = 1,
An D Géme Passage
On continue toujours à opérer comme précédemment et cette foîs on ensemence 45 x 100 germes que l'on a prélevés dans le tube légérement trouble contenant 2 cm de GCu D = 1 de la série précédente,. Ici le dernier tube resté trouble contient 4 cm3 de liqueur _Cuivrique tandis qu'il faut monter au tube contenant 7 cmS de cuivre pour qu'aprés repiquage sur gélose nutritive et étuvage de 48 heures aucune colonie n'apparaisse, \
7ème Passage ee | Ici on ensemence (25 x 10°) germes provenant du tube. contenant 6 cmS de glycocollate de cuivre D = 1, provenant de la
série n° 6. La situation ne change plus. Le tube, d'eau peptonée additionné de 6 cm5 de Glycocollate de cuivre D = 1 reste limpide
_et stérile par repiquage sur AT nutritive et nous ne pour sui vons plus les essais dans cette voie.
Au départ, le staphylocoque ayant servi à ces cie d'accoutumance au cuivre, voyait son développement sur 10 cmS d'eau peptonée, stoppé par 0,40 cmS de glycocollate de cuivre D = 1 et même en ensemencement massif (118 x 105 germes), L'accoutumance
est donc nette et peut atteindre 5 fois la concentration tolérée par le stapnylocoque non entrafné,.
Cependant cette accoutumance parait faible par rapport à colle que l'on constate avec les bactériostatiques fournis par les êtres organisés, Du reste elle se perd. assez facilement, car en : 19 passages successifs sur gélose nutritive sans cuivre, nous avons constaté que la tolérance s'abaissait à 0,20 cm de solution cuivrique par 10 cm$S d'eau peptonée (Vérification faite. par trois essais des séries précédentes avec subeulture sur gélose nutritive vérifiant ei l'on avait atteint l'effet bactéricide).
Peut-on, avec la bactérie ainsi ramenée à une faible ré- ‘sistance, développer celle-ci une nouvelle fois ? Dans un seul essai, nous n'avons pas eu de succès dans cette voie. iiais nous n'avons pas examiné la question avec assez d'insistance pour ôtre affirmatifs.
Remarque :
Dans ces essais, nous avons remarqué que le passage dans le milieu cuivrique favorise la production du pigment doré lorsque: le PÉÉPATROO RE est ensuite repiqué sur gélose nutritive.
4) Influence des différents facteurs de l'essai sur l'activité bactéricide du Glycocollate de cuivre.
ee de l'êge des germes sur lour résistance il au giycocollate de cuivre de cuivre,
Les études effectuées sur l'activité des antibiotiques d'origine fongique ont montré que la résistance d'un germe peut _ être considérablement renforcée par entrainement, c'est-à-dire par repiquages successifs sur milieux de pihal en PÈRE riches en. principe actif RAPIDE
En sens inverse, ‘noÿ essais nous permettent de supposer que si des germes microbiens ne se multiplient plus dans un milieu nutritif, Ces germes deviennent avec le temps, moins résistants vis-à-vis des hd E C'est du moins le Se tudion qui parait pouvoir être tirée deg essais qui sont décrits ci-après et qui ont été exécutés sur différents milieux plus ou moins chargés en substances nutrit1ves. On peut admettre qu'une colonie de staphylocoque doré de 8 jours, poussée sur LEE nutritive, contient tous ses germes
PE
sous une forme déjà vieillie. On peut en faire une dispersion très étendue, de turbidité convenable, puis, à partir de celle-ci, réaliser une dilution dans l'eau pnysiologique contenant du glycocoïlate de cuivre à la concentration en cuivre de 4 millisgrs/litre suspension notée Aj. La suspension de stapnylocoque dans la dilution de cuivre 6st mise en contact avec le désinfectant à un temps variable,
ler Essai :
On prépare 4 tubes semblables dont le premier sert à faire une numération immédiate au départ (0,5 cmS sont introduits dans 10 cms de gélose nutritive et répartis dans une boîte de Pétri, Au bout de 86 heures d'étuve à +57°C., on compte les colonies apparues sur le milieu solidifié. Les trois autres tubes, contenant la suspension de stapnylocoque À dans la solution de cuivre, sont placés dans une étuve à +57°C,., pour y subir le contact avec le cuivre, de durée progressivement croissante, soit :
(TaborN°52).0 161 mie (Tube: NPLS NS SON etes
Après ces durées de contact, on ajoute la gélose puis on remet 56 heures à l'étuve à +57°C, et on procéde aux numérations comme 11 a été dit plus haut, afin de vérifier le degré de résistance des germes vis-à-vis du cuivre.
RESULTATS obtenus :
TABLEAU XXX
Activité bactéricide du Glycocollate de cuivre en eau physiolosique, sur des cermes vietlilis,
Tubes | N° N°2 Nes NET Durée de contact 0! (HAE DL 5 004 60!
Colonies 700 310 92 0 (Numérations) |
. Donc sur ce milieu peu riche en substances nutritives, 700 colonies sont apparues dans le tube N° 1, tube témoin dans lequel le cuivre n'a exercé qu'un contact désinfectant de durée pratiquement nulle,
| Ensuite les germes vivants ont disparu rapidement, sous l'influence Gu désinfectant, dans ce milieu très pauvre en substances nutritives.
TES de 2ème Essai :
L'ossat A a été suivi d'un essai B: dans dust l'eau peptonée (2 °/, de peptone) a remplacé Îfeau physiologique pour faire une suspension en germes de concentration identique à celle de la suspension A, Cette suspension B a été d'abord régénérée par incubation à +5780, Passé le temps de latence, les germes dans ces conditions favorables ont recommencé à se multiplier (le temps de latence, on le verra ne dépasse P&s une heure), Puis on commence les:
rélèvements après 2 heures 1/2, à heures 1/2, 4 heures 1/2 d'étuve à +57°C, dans ce nilieu B.
Donc chaque fois, on prélève 1 ce de cultures qu'on disperse dans 10 ce d'eau peptonée contenant la même concentration en cuivre que celle adoptée pour les essais À (c'est-à-dire 4 milligrs, litre) et l'on opère ensuite comue RARES les essais À pour arriver aux numérations finales,
Dans le tableau qui donne les résultats de l'essai B, 11 faut bien distinguer les durées employées pour le re jeunissement et la multiplication des germes et les durées nécessaires pour la déginfection par le glycocollate de culvre en seau peptonée.,
RESULTATS obtenus :
… TABLEAU XXXI : Activité bactéricide 4 Glycocollate de cuivre sur germes revivifiés sons TTeau psptonée.
Temps de séjour à l'étuvel Cuivre 4 mmg par litre
à +57°C en eau peptonée | ‘Temps âe contact désinfectant à +37°C des germes rajeunis
Ces essais montrent donc, en comparant les résultats À et B, que la culture A dont les stapnylocoques sont vieillis, régiste d'abord moîns bien à un contact prolongé avec le cuivre que. les cultures B dont los germes ont pu se revivifier pen ant 3h h.1/2 dans l'eau peptonée avant de subir le contact du cuivre.
Mais passé ce temps (5 H 1/2), la résistance au cuivre tend déjà à s'abaisser progressivement, sans doute parce que la proportion de bactéries visillies augmente dans la culture à nou veau,
5ème Essai :
Un autre essai, effectué non plus sur eau péptonée, mais sur bouillon ordinaire; a confirmé le précédent, mais les resultats sont moins nets dans Îles mêmes conditions de désinfection.
a) Le témoin donnait 670 colonies,
b) Le contact au cuivre de 69 minutes pour les bactéries vieillies donnaît zéro colonie. (ïffet bactéricide atteint apparemment).
c) Le contact au cuivre de 60 minutes sur les bactéries remises en culture pendant 5 H 1/2 donnait 658 colonies par plaque
" ACHCI7e du 655. ner # " 4ème Essai :
Obtenu en employant le bouillon de viande comme milieu de culture.
doutes les autres conditions opératoires restant les mêmes par ailleurs : :
TABLEAC XXXITI
Activité bactéricide du glycocollate de cuivre sur germes revivifiés dans . bouillon de viande
Séjour à +57°C, de Numérations obtenues après contact la suspension dans désinfectant à +57°C, avec GCu à le bouillon. 4 mmg par litre.
DUREE DUREE DE CONTACT AVEC CUIVRE ou, 15! 50! 60!
Heure zéro | 670 8 1 Zéro 21H2)/2 650 580 510 405 5 H 1/2 644 UT 82e er es 656 4 H 1/2 Le TE ele TON 805 656 :
REMARQUE I - Dans un temps que nous avons offerts au staph tions en culture, dé les mêmes milieux st Île même germe, cu tions, mais sans addition de culvre,
, Ainsi, partant d'une culture sur gélose ordinaire (24 he a +57°C, plus 7 jours à +18°C) on prépare 5 suspensions : | ; À - B - C comme sit plus haut : |
Ib a
A) Suspension en bouillon ordinaire (10 emo)
B) Suspension en eau peptonée à pre (10 cm5)
CG) Suspension en eau peptonée à 2 °/, aûditionnée de 2 mma âtaneurine dans 10 cms de milieu,
JABLEAU XXXIITI
Recherche du temps de Latsence
TE: «PS DÉ CULTURE : ENSEMENCEMENT avec 0,5 cm5 POUR NUMERATION à +790 après 26 heures | À B C 0 neure (Témoin au départ) 450 2505. 450 1 reure : 850 1250 880 2 heures | 1440 1780 1680 4 heures s | 1859 2500 8 neures à | 2 9009
Donc, dans ces essais, le départ des cultures a été rapide (temps de latence très court, inférieur à une heure).
REMARQUE. II - L'ensemble des essais décrits donnent à penser une
ois de plus que certains constituants des milieux nutritifs (eau peptonée et surtout bouillon) peuvent s'opposer à l'action désinfectante du cuivre sur le staphylocoque,
Les essais précédents ayant montré, la grande différence vulnérabilité du staphylocoque vis-à-vis du glycocollate de cuivre quand on opère dans l'eau physiolorique plutôt que quand on opère dans l'eau peptonée, nous ont amenée à nous demander si la résistance au glycocollate de cuivre n'est pas dans ce dernier cas due à la présence dans cette eau peptonée älfun facteur de crois- _sance aussi avons-nous entrepris pour mettre le fait en évidence les essais décrits plus FOR
En ce qui concerne les essais FOTO DER plus haut sur le staphylocoque, la différence. constatée selon que la désinfection au cuivre est opérée dans l'eau physiologique ou dans l'eau peptonée a pour explication la présence de facteurs de croissance dans cette dernière; ceci nous a amené à entreprendre d'autres essais déjà décrits.
5ème et 6ème Essais :
On opère comme dans le ler Essai (Série 3) la préparation d'une suspension de germes dans l'eau peptonée additionnée de g1y-
cocollate de cuivre, mais ici à concentration beaucoup plus forte
en cuivre, Nous avons utilisé les titres suivants en glycocollate de Cuivre : ;
A) 0,5 cc âe glycocollate de cuivre D = 10 dans 19 cc d'eau peptonée. La concentration en cuivre correspondante est de 12,5 milligrs/litre.
B) La concentration en cuivre est le double de la précédente (25 milligrs/litre) dans l'eau peptonée.
| Les numérations étaient faites après des durées croissantes de contact désinfectant avec l'eau peptonée additionnée de cuivre. Les résultats ont été dounlés dans deux séries parallèles soit Al et AZ avec 12,5 millier/litre et Bl et B2 avec 25 milliers, litre,
TADLSAU XXXIV
Activité bactéricide de fortes concentrations
en Glycocollate de cuivre Désinfection Komore de colonies apparues en 56 à +570
durée sur chaque plaque
Al A8 PEL go 12,5 mmg/1 | 12,5 mag/1 | 25 mmg/1 | 25 mng/1
6 à. 870 870. 1459 - 151 1576 SYLE 720 & oO! 775 _ a 0 45! 578 : Le 5:
60! AB EE 788 À 0 751 598 582 (e) (e) 901 595 999: 0 0 105! 265 280 0 $
ème et Bème Essais :°
Les essais sont la répétition des essaîs 4 et 5 mais en opérant sur une nouvelle suspension de staphylocoques soumis à un contact désinfectant par le gilycocollate de cuivre pendant une durée variable à +279C, et avec les concentrations suivantes ex-
primées en cuivre métal (milligr/litre) = Al = 12,5: 48.= 12,5 Bl = 25 32 = 25, AT
A0 LABLEAU XXXV
Activité bactéricide de fortes concentrations
en Glycocolliate de cuivre
Durée de désin- Nombre de colonies
fection à +:70C
Al A2 Bl B2
12,5 mng/1 | 12,5 mme/1 | 25 mng/1 | 25 mng/1 : O0 départ BST 815 60 644 151. Fée 796 188 272 50! 690 . O0 0e 25 21 451 | ue 50 447 5 2 501 581 ù 572 0 0 751 170 : 193 0 0 901 | 116 HAE TEA 0 0 1051 Has 84 0 0 120! 60 78 0 ) 0 0
b) Influence de la concentration en germes au départ -
Les AiPieus utilisés ici sont riches en aïhumine : eau peptonée, sérums divers, EE:
Nous avons signalé plus naut que J, Régnier et S. Lambin Puis S. Lambin et hi. Robert avaient attiré 1tattention sur l'importance à donner à cotte question dans les äésinfections (11).
à Nous avons donc opéré en milieu nutritif liquide pour sos suivre l'influence bactéricide sur les milieux ensemencés très fortement, Et pour les milieux liquides peu infectés, nous avons effectué des numérations sur eau peptonée gélosée pour suivre les effots anti-bactéricides du glycocollate de cuivre,
4 210 Variation des concentrations bactéricides en eau peptonée en Ponution de. ne de l'ensemencement -
Prois séries de tubes (19 par série) contenant chacun 10 cms d'eau peptonée et respectivement du glycocollate de cuivre aux concentrations : 00 - 57 = 112 milligrs de cuivre oar litre ont été ensemencés avec 0, 5 cc d'une suspension ie stapnylocoque doré dont la concentration en bactéries décroissait sn progression géométrique de raison 0,1, puis étuvés 48 neures à +57°C pour rechercher UP PE bactéricide d'anrès la technique III (page 54),
M: V2 lo
Or le repiquase de 9,5 ce du contenu des tubes de chaque série n'a fait apparaitre aucune colonie quand 200.090 germes ont été inoculés dans la série de tubes contenant 89 milligrs de cuivre par litre ou quand 2 millions de germes ont été inoculés dans la série à 57 milligrs par litre ou quand 20 millions de germes ont été inoculés dans la série à 112 mîilligrs par litre.
Donc ces essais confirment les résultats antérieurement sisnalés par S. Lambin et M. Robert sur les inoculats massifs en milieu liquide (eau peptonée) c'est-à-dire que la concentration en cuivre nécessaire pour obtenir dans chaque série l'effet bactéricide s'éTevait avec l'importance du nombre de germes inoculés (à partir de la même suspension).
c) Influence de la concentration en glycocollate de cuivre - :
Cette étude, on l'imagine facilement, est,d'une grande importance théorique pour une médication par injection intraveineuse dont on veut connaître l'efficacité. .
Nous avons vu plus naut, quand nous avons examiné les courbes de cuprémie après injection de 25 milligrammes de cuivre (19 cc de GCu, D = 1) que la cuprémie baisse rapidement dans le sang du malade et s'abaisse vers des concentrations ne dépassant guère 5-4 gamma par cm de sang, D'autre part, nous avons vu aussi : que le cuivre in vitro se montrait d'autant plus actif sur le staphylocoque doré que le milieu liquide contenaît les germes vivants à plus faible concentration. Aussi nous avons été amenée à examiner à nouveau la question en réalisant les doubles conditions expérimentales ci-dessus indiquées, sur différents milieux liquides,
Pour cela, la technique III (décrite page 54) nous a paru indiquée.
1) Milieu : Eau peptonée 19 tubes d'eau peptonée ayant reçu 4 gamma de cuivre
(sous forme de glycocollate) par cm sont ensemencés avec le stapnylocoque doré,
Un_premier essai a été fait avec un ensemencement de 29,000 germes par Cmo, de memes pour son tuoe témoin sans cuivre,
Dans un second essai Cnaque tube a recu lui 154 germes par cmd, y compris le tube témoin sans cuivre.
Résultats observés après passage à llétuve à +57°C (48 neures) des EU A RATER ERE I NE Tubes de chaque série,
Pour:lo premier. éssadls :
| re tune témoin présente un trouble manifeste en 12 heures. Les tubes en cuivre trouhlent aussi mais le trouble n'apparait qu'en 29 heures.
= 82 — Pour le second essai :
Le tube témoin présente un trouble manifeste en 12 heures et fournit un repiquase consécutif positif sus eau peptonée gélosée,
Les tubes au cuivre apres 48 neures de contact désinfectant à +57°C restent stériles et les repiquages ne donnent pas de colonies sur milieu solide (eau peptonée gélosée).
Donc ces deux essais en eau peptonée (milieu nutritif riche) montrent que la concentration 6n cuivre de 4 gamma/cmé présente une activité bien nette comme antigénétique, en une durée ce 48 heures à +37°0, si la concentration en germes est faible au dé part, mais non si elle est élevée, ce qui corrobore les faits dé connus.
2) Milieu sérum de boeuf non Are recueilli aseptiquement a abatto ir
Ici notre but était de mettre en oeuvre un milieu 2ioumineux liquide, dont les albumines n'aient subi aucune altération.
Le sang recueilli au sortir de la carotide dans un grand ballon stérile est défibriné, centrifugé énergiquement aussitôt et soumis à la technique III dens un essai copié sur le précédent A,
Les tubes témoins, sans cuivre, et ensemencés aussi avec le même stapnylocoque étaient restés claire, après 48 heures d'étuve à +57°C, Mais ls ont pu donner lieu à des poussées tardives par la suite.
Les repiquages ont été effectués sur de l'eau peptonée gélosée pour pouvoir, au besoin, compter les colonigs apparues dans chaque cas et préciser, s'il y avait lieu, les concentrations bactéricides du cuivre,
4 essais ont été réalisés, comportant des inoculats d'importance croissante et cnacun de ces essai était exécuté à 4 exemplaires,
Le tableau suivant permet de résumer les résultats obtenus. | $
La colonne (a) y fournit le nombre de germes ensemencé dans chaque série de 4 ARE et rapporté au Cm de milieu au départ de l'essai, Ce nombre a été déterminé par uns numération MR de l'inoculat).
+ : Chaque colonné, (b) fournit t'aspect des tubes aprèe 48 h, de contact désinfectant à +570,
Chaque colonne (c) ‘fournit les rébultats des ropiquages après ce contact désinfectant; c'est-à-dire PPPRCS ou non de co-
lonies sur milieu solide en 56 heures d'étuvage à +579C.
GABLEAU XXXVI Action désinfectante en sérum de boeuf non tyndallysé. Influence de la concentration en germe ot en cuivre. Inoculat au départ CONCENTRATION En CUIVRE AU Cio (Nombre de germes 2 gamme PR TN pere rapporté au ce EEE EE —— de milieu) aspect repiquage aspect repiqu. aspect repiqu. (a) (b) to (b) (c) (b) (c) 800 limpide 0 limpide | 9 | limpidel 0 2409 troubie + trouble | + limpide| (1ésère | | (poussée 4000 trouble + limpide | O limpide| (lécere (poussée 490090 limpide Ô limpide 9 limpide 0
Ainsi, dans ces essais, un résultat paradoxal a 6té obtenu Sur les 4 inoculats utilisés au fépart, ce sont les deux extrêmes comme importance qui se sont comportés de la même facon, ne fournissant pas de colonies au repiquage. Une irrégularité dans les essais est peu probable dans un éssai quadruplé.
Peut- être s'agit-il d'un simple retard dans D des colonies après repiquages ?
Faut-1l admettre que l'action antiseptique A'un sérum natif puisse voir son action renforcée ou paralysée par chrteRReE concentrations en cuivre plutôt qu à d'autres ?.
Les sérums animaux avec leurs albumines natives possèdent un certain pouvoir de résistance aux infections,
Les repiquaces sur milieu solide que nous avons pratiqués devaient permettre dans notre esprit rappelons le, de mettre en évidence, par une dilution importante sur milieu nutritif, i'existence
de germes à vitalité ralentie, qu'ils fussent ou non impressionnés bar lo-cuEvres
lout germe encore vivant, placé à une dilution assez forte (D = 20) en milieu nutritif neuf, devait, pensions-nous, pouvoir
donner une colonie visible à la loupe, gars l'intervalle de 56 heures d'étuvare à +37°C.
Nous nous attendions à pouvoir toutours déceler quelques colonies dans ün milieu nutritif contenant même un très petit nombre
de tels germes, C'est du moins ce que quelques essais directs nous avaient permis de penser,
5) En raison de l'importance pratique de la question, nous avons
repris des essais sur sérum de cheval stérile non chauffé et non filtré fourni par le laboratoire Biolyon. Nous avons opéré suivant 18 technique I et recherché l'effet bactéricide possible, par ensenencement sur une eau os rélosée et numération des colonies toujours après passage à 1! étuve à +570 pendant 56 heures du milieu solidifié ensemencé.
Nous pensions qu'un essai effectué avec un sérum préparé avec les puissants moyens de l'industrie pouvait inspirer une confiance plus grande.
Trois tubes de sérum, un témoin et deux autres contenant du giycocollate aux dilutions en cuivre : D = 150 et D = 500 ont été ensemencés avec une suspension de staphylocoques convenable et _ placés à li'étuve à +700. après avoir effectué un premier prélève-
ment de 0,5 cc dans chacun des tubes pour numérations sur eau peptonée zélosée au âépart (temps 0). Puis un second est fait dans les mêmes conditions après 8 heures d'étuve à +57°C
LABLEAU XXXVII
Action désinfectante de Glycocoliate de cuivre en sérum 48 _< stérile
Influence de la concentration en cuivre
RESULTATS OBTENUS‘ NOXBRE DE COLONIES APPARUES EN 56 Hs à +970.
Durée du contact sérum pur | GQu, D = 150 GCu, D = 500 désinfectant (témoin). | dans le sérum dans le sérum Départ O0 heure approx. 2700 approx. 27009 approx. 2700 Après 8 heures 4900 | ps 000 5000
Nous constatons donc que le nombre de colonies a sensiblement doublé pendant ce laps de temps dans le tube témoin sans cuivres tandis que pour les deux tubes avec glycocollate de cuivre aux concentrations indiquées, ce nombre se maintient approximative ment à sa valeur initiale après 8 heures d'étuve.
À la suite ds cet essai, i1 nous a paru intéressant de suivre l'évolution des germes placés sans les mêmes conditions pendant un temps beaucoup plus long. Cféèst ce que nous avons fait . en répétant l'essai effectué dans des conditions identiques au précédent sur le même sérum de cheval, mais en prolongeant le séjour à l'étuve à +57°C, pendant 24 heures. |
« 85 TABLE AU XXXVTII action désinfectante du &lycocollate _de cuivre en sérum de cheval stérile Influence de la concentration en cuivre
RESULTATS OBTENUS | NOMBRE DE COLONIES APPARUES EN 56 H. à +37°C.
Durée de contact Témoin sérum pur | GCu, D = 150 GCu, D = 500 dans le sérum | dans LS sérum
Départ O heure 1160 1160 1160
8 heures 4200 AT 1150
24 heures 4,80 x 10° 5,96 x 10° 1:52:x 4100
Bien entendu, dans les deux essais décrits, 1a MAR rs de départ a été obtenue avec une même culture de 24 heures sur gélose également et convenablement dispersée dans EUSEM stérile,
La technique enployée étant toujours la technique I dans l'essai.
Dans les trois séries, la poussée a été comparable dans les 8 premières heures,
Mais au bout de 24 heures, elle a été plus marquée pour ‘la dilution, D = 150 que pour la dilution D = 500, c'est-à-dire pour la concentration en cuivre de 16 milligrs/litre que pour celle de 8 milligrs/litre,
Nous avons repris cet essai identiquement, sauf que nous avons utilisé un deuxième envoi de sérum de cheval non chauffé fourni par Blolyon, comme le précédent.
Résultats A) Témoin, sérum sans cuivre.
B) Sérum + GCu, D = 150 (16 milligr/litre en cuivre) CE * "= 500 ( 8 millier/litre "
= 600 ( 4 millisr/litre "
TABLEAU XXXIX
Influence de la concentration en cuivre sur
l'action désinfectante du glycocollate de cuivre. NOMBRE DE COLONIES ORSÉRVEES
Durée de la désinfection à +57°C.
A Témoin
Départ temps © Après 8 h.
Après 24 h.
Cet essai montre que les vitesses de croissance, après une longue durée d'étuvare, ne sont pas rérulières du fait vraisemblablement de différences de température quand on passe d'un tube à un autre placés dans la même étuve.
d) Influence du milieu d'essai - Influence des facteurs de croissance,
1) En eau physiologique
Cette influence a été recherchée par la techinique TI (c'est- à-dire milieu liquide, contact à +£7°0, de durée variable à concentration fixe en cuivre, inoculat déterminé. Une seconde opération consistait dans la numération destinée à constater le résultat obtenu dans la première).
Dans cet essai, on a utilisé une dilution de glycocollate de cuivre dans l'eau physiologique stérile, es 300).
On répartissait aseptiquement 10 cm de cette solution stérile dans une série de tubes et on conservait comme témoin un tube contenant de l'eau pnysiologique purs, Tous les autres tubes ont reçu £ millisrs de chacun des facteurs de croissance mentionnés ci-dessous et ont reçu environ 25,000 germes vivants par tube (ainsi qu'on l'a vérifié par une numération en boite de Pétri).
Après. une durée de contact varlable dans ce milieu, on a ensemencé 0,5 cm de chaque suspension bactérienne dans une boite de pétri pour effectuéer la numération des permes survivants, Les tubes contenaient respectivement par tube : Tube À
eau physiologique non additionnée de glycocollate de cuivre
rare Tube B B |
Glycocollate de cuivre dans l'eau physlologtque D = 500 Tube C |
GCu en eau physiologique D = 500 + 2 “iligr d'Aneurine
Tube D
ft nt : fl " LR miller de Glutathion | Tube Ë
ï " d c M + 2 miligr d'Acide Nicotique Tube F
" " " M" 4 2 miller de Pantothénate
de Ca,
Tube E
" # " 3 "+ 2 millgr d'acide Ascorbique
Les concentrations en Fobtoues de croissance dans les cinq derniers tubes sont done fortes par rapport à la concentra- : tion en cuivre qui est de 8 millers/litre,
Résultats ootenus
Influence des facteurs de croissance sur l'action désinfectante du Slycocollate de cuivre en eau physiologique
Durée de | contact Av B C D E F
Témoin O neure | 1150 | 1110 |1108 | 1220 |1080 |1102
1/2 EH | 870 | 588 | 584 | 502 | 248 | 764 ie 810 11 | 2497 44 2. |-2a1 151 60. 0 25" Fa TO 2 EH 604 Gal 0 0. 0 2 E 1/2 186 0 1 0 ge
- Ji'essai H a été fait plus tard aRnE une autre re avec _ un autre tube B' comme témoin en utilisant l'acide ascorbique.
11 a donné :
: ‘a8 — TABLEAU.XLY
Influence de l'ecidé FRA ue sur l'action désinfectante
iu Glycocollate de cuivre en eau paysioiosgique.
Durée de 3 contact Tube B! Tube EH 0 heure | 2480 2450 1/2 h 1400 +15 1960 1h 9 950 1 h 1/2 0 0.
D'après ces chiffres en comparant le tube B avec le tube C (à l'aneurine) et le tube F (au pantothénate) on constate que les deux, facteurs de groissance opposent une légère action antagoniste à la désinf tion au cuivre.
11 en est de même en. comparant au tube B! le tube H l'acide ascorbique) lui aussi à la concentration employée, donne
le même résultat dans l'eau physiolosique,
Mais nous allons voir plus loin que nous avons obtenu des conclusions différentes en utilisant de fortes concentrations en glycocollate de cuivre dans un sérum de boeuf tyndallisé, au lieu d'eau pnysiologique additionnée de la même concentration en acide ascorbique. Alors la désinfection au lieu d'être gênée se trouve au contraire activée par rapport au tube témoin.
Dans de tels mélanges la concentration en cuivre est élevée l'acide ascorbique lui-même peut être détruit par lui en une transformation irréversible, |
On s'éxplique alors le renversement d'activité qui se Éoroduit du fait de cet excès de cuivre dans les mélanges et le fait que la respiration cellulaire d'un germe bactérien puisse être bloquée après avoir été d'abord favorisée. |
‘Ayant examiné l'intervention des facteurs de croissance sur l'activité désinfectante du Glycocollate de cuivre en eau phy- Sroi ogique à l'égard de Staphylococcus aureus, nous avons repris _ la mène question dans des milieux plus ricies en albumine, c'està-dire en sérum de boeuf tyndallisé ou non, en eau peptonée, et dans le sérum de cheval nbn tyndallisé préparé par centr{ifugation et par une technique inäustrielie.
2) En présence de sérun de boeuf tyndallisé.
Nous sommes partie i'un sérum de boeuf que nous avons
réparti on tubes stériles et ensuite tyndallisé. À cet effet, chaque jour un chauffage au baïn-marie amenait le sérum à +56°C. et 1ty maîntenait 1 heure et cela pendant 5 jours consécutifs. Nous avons utilisé la technique III.
9 tubes contenant chacun 10 cm de sérum ainsi traité, tubes vérifiés stériles, sont additionnés aseptiquement de glycocoilate de cuivre D = 1 en quantité croissante,
Gnacun de ces tubes a été ensemencé par O0 cmS,5 d'une suspension de staphylocoques en eau stérilisée provenant d'une culture de 24 heures, suspension contenant 1920 germes, Après 48 heure: de contact, 1 cm de chacun des 9 tubes est introduit aseptiquement dans une boîte de Pétri et mélangé avec 10 cmS de gélose nutritive. Les numérations ont été effectuées sur les boîtes après 48 heures â'étuve à +97°, |
Résultats TABLEAU XLIT Désinfection par le glycocollaté de cuivre d'un sérum ensemenceé avec du stapnylocoque Addition de GCu, D = 1 Donne sur gélose après repiquasce Volume introduit et par boite RC C Nombre indéfinissable de colonies O2 environ 12,009 " | 0, a] ft 25 1!
9,4 * K) s- SN . gtérile
Ma DONC EE. désinfection en 48 heures sur sérum tyndallisé a été onotenue avec 140 millgr/litre de cuivre (sous forme de glycocoilate), *
Nous avons jugé utile de comparer dans des conditions identiques, la désinfection en eau peptonée et la désinfection en . Sérum tyndallisé, mais nous nous somnes contentée de mesurer le ouvoir bactéricide apres contact désinfectant pendant 48 heures à concentration connue en GCu, c'est-à-dire que nous avons opéré par la technique III (bage 54), ;
Dans chaque tube traité, on prélevait 0,5 ce que l'on repiquait sur 10 ce de gélose peptonée pour rechercher 1a concentration bactéricide.
Nous l'avons trouvée située aux valeurs suivantes :
Dans l'eau peptonés avec 0,4 ce GCu (D = 10) par 10 cms .Dans le sérum tyndallisé 0,2 ce GCu (D = 1) OO! # n
äonc la désinfection dans les Leur cas paraft ôtre moins active dans le sérum tyndallisé, puisque 0,4 ce de GCu D = 10 eat
à 0,04 ce de GCu D = 1.
Voyons maintenant la désinfection par le glycocoïlate de cuivre du sérum de boeuf tyndallisé dans lequel a été dispersé du
staphylocoque, mais en présence de facteurs de croissance.
Pour cette étude, notre dispositif expérimental a été le suivant ::
. Nous avons d'abord par approximations successives déterminé quelle était la Zone de concentration en GCu qui amenait la désinfection totale du sérum en moins de 8 heures de contact, Cette durée de 8 heures a été utilisée parce que c'était celle qui donnait dans les essais la désinfection dans un temps favorable,
Le poînt de départ a été une solution D = 590 de GCu c'est-à-dire que nous avons introduit 0,1 cmë d'une solution D = 53 dans 10 cmd de sérum. Nous avons constaté que cette lère concentration était sans effet désinfectant sur le ataphylo après un contact de 24 heures à +572,
Dans une série d'essais successifs, nous avons constaté que pour réaliser la désinfection dans les conditions voulues cidessus et en 8 heures, 11 nous fallait introduire 2,5 cmS GCu D = 1 dans les 10 cmS de sérum. On réalisait aînsi la désinfection en. moins de 8 h, de contact, Si la durée de contact était portée à 24 h. la désinfection totale pouvait être obtenue par des concentrations tres inférieures en GCu,
En ce qui concerne l'action des facteurs de croissance, nous ne décrirons que l'essai qui nous a fourni nos résultats définitifs, et.ceci afin d'éviter de trop longs développements sur sa mise au point.
10 cm5 de sérum tyndallisé ont été additionés de facteurs de croissance.à raison de $ mg de chacun ds ces facteurs pour un tube, puis celui-ci a reçu 2,5 tm5 GCu (solution mère) plus un tube témoin sans facteurs de croissance, Le contact à t = +370C., a été de durée variable et l'effet désinfectant observé peut $tro récapi= tulé dans le tableau qui suit :
A = sérum tyndallisé + GCu sans facteur de croissance
B= ". k APR $ mg aneurine
Chemie LUPE M +4 " ac, ascorbique Dies F ner lu tatuton
FCO RCE D 5 HA ac, nicotinique
F = u ë M "_ panthothénate de Na
Es 91 —
Désinfection par le sglycocollate de cuivre en présence de facteurs de croissance d'un sérum où a ëté dispersé D pm z
du stapnyliocoque.
lemps de contact | démoins
désinfectant O départ 2852 |s120 | 2058 | 5556 | 1956 | 2104 1 reure . 1828 |.1122 914 | 1756 | 1896 à 2 heures 860 |1080 40 | 1248 | 1016 | 1120 ca heures | ft ft LU .# L | fl 4 heures “| 252 288 0 224 260 588 5 heures 158 | 298 D‘ 1:122"| 5276 NP226 6 heures ire 124 0 00 ZE .. 44 7 heures 12 2] 0 |
Ce tableau montre que seul l'acide ascorbique parmi les facteurs de croissance, non seulement ne gêne pas l'action désinfectante du glycocollate de cuivre, mais l'exalte en sérum tyndallisé, du moins dans les conditions indiquées 1ci pour les concentrations en cuivre et en acide ascorbique (comparaison du tube C au tube A témoin).
Rappelons que dans l'eau physiologique, l'effet antigénéti que du cuivre n'avait pas été exalté mais au contraire gêné par l'acide ascorbique. Seulement dans le cas présent la concentration en cuivre est de 599 millger/litre alors qu'elle était 109 fois plus : faible dans l'eau pnysiôlogique pour une concentration en acide ascorbique du même ordre de grandeur,
; Il apparaissait nécessaire de résoudre la question plus complètement en ce qui concerne la désinfection sur le sérum en. faisant varier les trois concentrations : germes, cuivre, acide ‘ascorbique, Clest ce que nous avons fait comme l'indique les essais relatés dans les pages suivantes, © -
5) En présence d'eau peptonée.
En raison du comportement si spécial du glycocollate de cuivre en présence de l'acide ascorbique révélé par l'essai précédent, nous avons repris celui-ci en employant l'eau peptonée comme milieu nutritif pour la bactérie et en variant la concentration en cuivre en présence d'une concentration fixe en acide ascorbique (2 millgrs d'acide ascorbique dans 10 cm5 d'eau peptonés 1noculée d'une facon identique dans chaque tube), | PAUSE
Chaque tube de 10 cm3 d'eau peptonée inoculée a reçu 2, 9 ce ds glycocollate de cuivre aux dilutions suivantes :
cCu D = 1 D =5 D = 59 D = 500 | 11 en est donc résulté dans chaque tube les concentra- . tions suivantes en cuivre exprimées en millgr/litre :
(ca) = 2906 (c2) =
(C5) = O0 pour le témoin non additionné en cuivre. C'est- à-dire 105 concentrations en cuivre sont :
Ci = 800 C2 = 100 CS = 10 C4 = 1 C5 = 5690
en millgr/par litre du contenu de cnaque tube, ainsi se trouve: réalisée une série de 5 tubes contenant chacun le même inoculat, la même dose d'acide ascorbique et GCu dans l'eau peptonée.
A cette première série où chaques tube contenait £,5 miller d'acide ascorbique en présence de cuivre, on a fait partir simultanément une seconde série correspondante, mais ne contenant pas d'acide ascorbique et qui servait de témoin. Cnacun des tubes de celle-ci correspondant à un des cinq tubes de la première série.
Bien entendu, les inoculats au départ étaient identiques dans les séries, Ils provenalient d'une culture de 24 heures délayée dans de l'eau peptonée stérile. Le nombre de germes contenu dans chaque tube pouvait au départ être considéré comme approximativement identique dans chacun des cinq tubes des deux séries,
Un prélèvenent a été fait aseptiquement pendant la durée d'incubation, aux heures qui sont indiquées dans le tableau XLIV et apres un contact désinfectant avec le ciîvre de durée connue,
A l'heure Zéro, avant que le contact désinfectant au cuivre ait
eu le temps de produire son action, une numération initiale était effectuée au départ dans les deux séries, On devait procéder pour cela à une dilution convenatle par suîte du grand nonbre de germes en suspension par unité de volume. Ce nombre, dans la prise d'essai, était le même pour chacun des tubes au départ, dans les deux séries. Ensuite, par 1'action désinfectante du cuivre, ce nombre se modifiait dans chaque tube et 11 était toujours ramené par le calcul au nombre Ge germes contenus dans 0,5 cmS de milieu.
E'étuvage désinfectant était toujours effectué à +570C,
10 0e TABLEAU XLIV
Désinfection par glycocollate de cuivre en présence d'acide ascorne ee remonter marmrteges lonterennenemaagrennente rer eur piretesngneicsenegianne mn mans ana ER bique dfeau peptonée ou a éte dispersé du stapnylocoque.
lère série - Ac. ascorbique (250 mug/1) + GCu en quantité variable,
Désinfection Concentration en cuivre du milieu en mag/1
Durée | C'=;: 6000 T=NLOO C="110 C = 1 C = zéro 0 heure 5000 5000 5000 5000 | 5000 1 neure 1 col, 1 col. 0 2 col, 1200 col.
2 heures fe) fe) re) ) 2100 4 heures 0 0 0 Wis 4000 8 heures 0 0 30 555 très nont 24 heures 0 0 () très nomb P :
TABLEAU XIV
Désinfection par Glycocollate de cuivre d'eau peptonée où à 6té dispersé du staphylocoque FRE
a Pa F zème série - Sans ac, ascorbique,, mais avec GCu variable
Désinfection Concentration en cuivre du milieu en mmg/1l Durée | C = 500 C = 100 C=0 C =1 °C.= zéro
0 Heure 4000 5000 |. 5000 5000 . 5000
1 heure LÉCOL, 680c .: 96 Oc,. 1040c. 12000.
2 heures a) 1600c,. 2100c. 2400c. 1600c.
_4 heures 0 9000c. 15009c. 189000. 40000.
8 heures 0 très nbx | très nbx | très nbx | très nbx 24 heuras (e] F " " "
La comparaison des résultats obtenus par l'action désin-
. factanète du cuivre à des concentrations correspondantes, montre combien cette action se trouve multipliée par la présence d'acide ascorvigus, 6t, quelle que soit la durée du contact désinfectant avec le cuivre.
La résultat st très net pour les concentrations d'acide ascorbiqus employées; ces concentrations sont, rappelons-le, 2,5 mng par tube, c'est-à-dire 250 mmg par litre de liquide, oppo-
Le 94 —
sées aux diverses concentrations en curvre mises en oeuvre dans l'essai, |
Dans le sang normal la cer dl moyenne en acide ascorbique a pu être mesurée, et elle est, environ, de 12 mmg par litre de ne:
I1 résulte donc de cet essai qu'il . a intérét, semblet-il, à faire intervenir à côté du GCu des doses d'aclde ascorbique capables de renforcer très nettement son action. Soon sur l'organisme envahi par St. aureus,
Les plus’ hautes doses sons présent employées, chez l'adëlte, en thérapeutique, peuvent atteindre Jusqu'à 1 gr en 24 hèures.
On rappellera ici qu'aux températures élevées, l'acide _ascorbique est complètement détruit par les solutions cuivriques. A tel point que les réglementations étrangères interdisent le reverdissage des légumes verts par ce LASRRPES dans les produits de Ponae ven hs
En sens inverse, Polonovski, Lane et Briskas (29) ont ere que chez le cobaye en état d'avitaminose due à la carence ascorbique, de faible quantité de cuivre ajoutées aux ræions amendent ou préviennent les manifestations du scorbut expérimental.
L_ 2 a$ LA
EXTENSION DES PRÉCÉDENTES RECHERCHES
Dans les études qui précèdent, nous avons limité nos essais à un champ de recnerches relativement étroit que nous voulions examiner en profondeur avant de penser à des extensions possibles : action du cuivre sous forme de glycocollate vis-à-vis d'un germe redoutable par la grande variété des affections qu'il détermine, par la diversité de ses moyens offensifs vis-à-vis de l'organisme humain : le staphylocoque, Nous avons voulu d'abord examiner les modalités de cette désinfection compte tenu des principaux facteurs qui peuvent intervenir dans sa réalisation.
11 nous a semblé en effet d'après les renseisnements bibliocrapniques dont nous disposions, que narmi les désinfectants internes d'origine métallique, le cuivre était un des plus intéressants à étudier scientifiquement en raison de sa toxicité modérée pour l'orsanisnme humain,
ais 11 était inévitable que la curiosité s'étende à des domaines situés à côté de celui où s'exercent les recherches principales,
Cfest pourquoi nous parlerons maintenant de recherches succinctes dans lesquelles nous avons examiné d'une part l'action de quelques autres glycocollates métalliques sur le staphylocoque, puis l'action du glycocollate de cuivre sur quelques gerrñües patnosènes pour l'homme autre que le staphylocoque, puis l'action du gliycocollate de cuivre sur l'activité du bactériophage et enfin l'action du #lycocollate de cuivre an association avec des antibiotiques,.
À - ACTIVITES BACT METALLT
ERICIDE OU BACTERIOSTATIQUE D'AUTRES LA CAPOMENNEE UES SUR ?_STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Parmi les 9olico-éléments existant dans les organismes vivants nous nc pouvions envisaser ques ceux donnant des ions à caractères métalliques qui ont révélé des propriétés inhibitrices à certaines concentrations, Mais 41 nous fallait aussi mettre en oeuvre äes glycocoïlatoes assez stables pour que leurs solutions résistent à L'hydroiyse aux températures de stérilisation nécessaires,
Ainsi une études préliminaire nous a-t- elle amenée à 6élimiaer lo fer, l'aluminium, et le manganèsa-divalent, pour retenir seu lement les slycocollates de cobalt, et de zinc,
ee G& -
Ce sont des solutions équivalentes à celle du glycocollate Ge cuivre (Su D = 1) que nous avons mises en oeuvre sous forme de solution isotoniîique avec le sérum sansuin,
Calcul de la composition à donner à une solution, pour la rendre
sensiblement isotonique avec le sérum sansuin,
Le calcul de solutions isotoniques se fait facilement à EE de la formule connue :!
At = Le RAP OORLTE (formule n° d}
où ? est le poids en gammes de la DnPEÈrse considérée, par litre äe solution.
M est le poids de la molécule de la même substance et i est un coefficient dépendant Gu degré d'ionisation de la substance dans les conditions considérées.
La valeur de 1 est fournie par des mesures électriques et veut être rrouvée dans des tables de constantes physiques.
De la formule n° 1 on tire :
L'abai ssement cryoscopique At en Gerrés centicrades due à chacune des substances dissoutes est de :
HE De (Sous _ 1
Pour les substances dont le degré d'ionisation est sensiblement nul on peut poser : i = 1.
Pour le chlorure de sodium, aux concentrations utilisées dans les solutions injectables, les mesures POUTALSAeRT rie 1, 0.
Pour s0,ha
Pour s9,Cu a à
Pour le glycocolle i = 1]
I1 est donc facile de calculer avec une approximation suffisante l'abaissement cryoscopique total fourni par une solution LES RRRLe c'est-à-dire :.
D.=1 At). + at (2) + At(s)
S'il s'arit de préparer, par exemple, une solution de glycocollate de nickel :
Après avoir préoaré le sel en question par double décomposition £ à partir du sulfate de nicxel et dissous une quantité équivalente à celle du glycocellate de cuivre dans la solution
mère, on ajoute les solutions salines Na0l ou 50,Na. destinées à réaliser un abaissement cryoscopique total ST'At == 0,584
Les trois métaux cuivre, cobalt et zinc sont tous les trois de puissants effacteurs d'enzymes, jouent à ce titre un rôle biologique importan:, de sorre quiil était tout-à-fait indiqué de les comparer dans le cas qui nous occupe.
Aussi, a-t-on réalisé des solutions ds 215 06001 Le ag de. Cobalt, de.Zinc ou de Kickel possédant la même concentration moléculaîire que le glycocoliate de cuivre GCu D = 1 à qui on doit les comparer, La chose est facile à partir des sulfates de compositions chimiques bien définies et de EYES
Nous parlerons donc de solutions GCb D'= 1} js: GZn D'=: Lei GNi D = 1, sur lesquelles nous pourrons opérer par les trois techniques décrites, pour définir : vitesse de désinfection et concentration bactéricide vis-a-Ÿis du germe étudié, Les essais suivants seront. résumés en nous servant des notations indiquées précédemment pour les techniques opératoires suivies : la densité bactérienne . réalisée, la concentration bactéricide, .
1) Activité du glycocollate de cobalt,
a) Etudiée par la technique III sur 8,4, 107 germes dispersés dans 10 cm5 de milieu liquide.
Effet Pots obtenu en 48 heures par 0,75 emS G6b D = æ ajouté.
b) Etudiée: par technique IT sur eau peptonée gélosée, 56 h. de culture =à +5700.
Boîte témoin (sans glycocollate de cobalt) 1600 colonies. Effet bactéricide obtenu avec 1 cmS GCb D = 1
c) Comparaison des deux glycocollates de cobalt et de cuivre comme activité bactéricide,
Désinfection d'une eau peptonée massivement: rente. LES du: staphylocoque (11,9 x 106 germes par tube).
Opérations menées en même temps et dans des conditions expérimentales identiques par la technique LET.
Résumé des résultats obtenus en 48 heures de Dotac titre te ?
1°) Avec le glycocollate de cobalt : Effet bactéricide obtenu avec 9,75 ©cm® CCb D = 1 se
2°) Avec le glycocollate de culvre : Effet bactéricide obtenu avec 0,75 cm GCu D= 10,
La combinaison cuivrique est donc beaucoup plus active.
5°) Un mélange des deux glycocollates s'eat montré d'une activité intermédiaire entre les deux Horse par cette technique * Lil.
Le même essai a été repris par la technique LT (utilisation : Au milieu gélosé) et a conduit à des conclusions tout à fait RLelpaues, c'est- à-dire à
19) Avec Le clycosollate de cobält : (aucune a apparus _ en 48 heures de culture) avec 1, 40 Cmé GCb D = 1.
2°) Avec le glycocollate de cuivre + avec 0,20 cm du mélanre Je contenant la même quantité équivalente que les précédents.
2) Activité du Glycocollate de’ zinc
Bien que. les sels de zinc soient fortement toxiques et bien que la solution de glycocollate de zinc précipite les albumines du Sérum à des concentrations où les sels de Cb et de Cu donnent des mélanges limpides, nous avons fait des essais correspondants à ceux décrits pour le glycocoliate de cobalt.
ler Essai :
Ainsi l'essai n° st par la téonntqus III s 0,5 cmS de suspension de staphylocoque dispersés dans 19 cms d'eau peptonée, Gzn ajouté en concentration croissante d'un tube à l'autre; contact désinfectant de 48 heures à +57°C et recherches de la concentration bactéricide ‘par numérations. Celle-ci a été obtenue par 0,75 cm GZn D = 1, tandis qu'un essai mené dans des conditions identiques mais avec le glycocollate de cuivre, a fourni. pour concentration bactéricide : 0,40 cm$ GCu D = 1. Résultats obtenus au départ avec la même densité microbienne de 1,600 germes par 0,5 cm dieRu peptonée contenue dans chaque ture,
2ème Essai :
at Dans une autre expérience en employant la techniaque IT Désinfection de 56 heures sur eau peptonée gélosée et avec divorses concentrations en désinfectant, puis numérations successives des bactéries survivantes, #ucune colonie avec à : 0,40 cms
CZn D = 1 et à 0,75 cmS GCu D = 1 par 10 cm2 d'eau peptonée gélosée
Essais sur le élycocoliete de nickel : Ils ont été abandonnés car a solution de glycocollate de nickel n'est pas stable en ampoules
et précipite à la stérilisation,
5) A Activité de drndocieties de glycocollate de cuivre et de cobalt
avons opéré
- En iieu liquide par la tecnnique III (eau peptonée - contact _ désinfectant de 48 heures à +57°C - et recherche de la concenbtration bactéricide par repiquage sur milieu solide).
FA
- En milieu solide par la technique IT (sur eau peptonée gélosée contact désinfectant de &6 neures a HOTEL avant de dénombrer les
colonies apparues).
Les deux milieux ont conduit à des conclusions Patton le mélange des glycocollates de cobait et de cuivre présente une activité bactéricide ou antigénétique intermédiaire entre Bis que présente chacun d'eux pris séparément,
À haute concentration en germes, soit 11,9 x 10° par tube, l'effet bactéricide vérifié par repiquare sur milieu solide a été obtenu par 9,75 ce de glycocollate de cuivre D = 19 par tube; par ds7orccade glycocollate de cobalt D = 1 par tube et par 1,490 ce du mélange des deux glycocollates D = 10.
Ce mélange ayant été fait dans les proportions de :
.&B ce de glycocollate de cuivre GCu D = 19 2 ce de glycocollate de Cobalt GCb D = 10
Les essais sur milieu solide ont conduit de même aux résultats suivants :
À) Glycocollate de cuivre.
B) Slycocollate de cobalt,
CG) MHélanre (8 ce êe À + 2 ce de B),
TASLEAU XLVI
ACEop aéehnreptents, LD du g1 cocollate de cuivre
quantités intro- NUMERRATIONS APRES 06 HEURES a 57°C
duites en cms par tune =: À B C _GCu _&Cb GCb + GCu
0 témoin TN ETOO NE 1190 "Te 0,40 à D = 190 | 1104 1200 1220 0,75 " 900 1180 Fr en 1,90 L 148 1200 900 1,40 y 99 | 1140 : 150 OS 20 D Dis 1 ce HÉRQr ES 1100 (e) 0,40 Ë 0 849 | De 1,090 n 0 198 0
AOÛ
Ce tableau met bien en évidence la plus grande activité du cuivre comparée à celle du cobalt et le fait que l'association des deux désinfectants n'a pas d'effet favarable sur cette activité
En ce qui concerne l'association du” rlycocollate de cuivre et de zinc nous n'avons pas fait les essais corrélatifs à Ceux qui viennent d'être décrits.
A joutons avec la souche de aLAPhy1ocoqus an nous a servi dans tous les essais précédemment décrits que les comparaisons décrites ont été faites, et dans tous les cas, en opérant sur des cultures jeunes de 24 heures.
B - ACTION DU GLYCOCOLLATE DE CUIVRE SUR D'AUTRES BACTERIES QUE LE STAPHYLOCOQUE.
1) Action sur Escherichia Coli et Éebueeneene es à son action sur Staphylococcus aureus
Dans chacun des deux Cas, nous avons opéré sur une suspension dans l'eau pseptonée gélosée et additionnée de glycocollate de cuivre en quantités croissantes (Technique II) après mise
à l'étuve, des boites de FT on a obtenu les numérations suivantes :
TABLEAU XLVIXI . | Comparaison de l'activité du Glycocollate @e cuivre sur Escherichia Coli et Staphylococcus aureus
GCu D = 1 intro- |Numérations des colonies après 56 heures à +570C duit par bofte
STAPHYLOCOQUE DORE | E.COLI (indolorène) Zéro (témoin) 1.440 7.090 environ 0,20 cmô ; 840 5,000 0,40 " 245 2,700 _" 0,60 | 25 . | AT EL EST 0,80 " 14 1,800 n 1,20 " Fi 0 1:500 1,60 " 0 | 1.500 Hi] 2,00 " | o 1,400 Ë 2,40 0 15200 2
s TOY -
| Donc le Colibacille est beaucoup moins sensible à l'action du glycocollate de cuivre que le staphylocoque. Cependant l'action antigénétique sur lui est bien nette dans l'intervalle de 56 neures.
Cette comparaison a été doublée plus tard avec une autre eau peptonée gélosée en utilisant la même technique IT et a conduit a des conclusions analogues, . "
ABLEAU XLVIIT
Com arai son de l'activité du Glycocollate de
cuivre sur Escherichia Co 1 ot Staphylococcus aureus
GCu D = 1 STAPHYLOCOQUE COLI O (témoin) ; - 8.060 | 1,680 0,1 cm8 | MAÉ : 12,820 PT ; 0 800 Da t 0 36 0:75 2 0 "26 1,00." ) 0
Un essai de désinfection dans l'eau peptonée (Technique III) que nous ne rapporterons pas en détail, a confirmé encore la conclusion précédente. En eau peptonée, nous ne sommes pas arrivés à la désinfection totale par addition @e 1,6 em de solution mère de glycocollate de cuivre sur le Colt baciile, alors que 0,2 cmS amène la stérilité sur le staphylocoque, toutes conditions égales d'ailleurs, à | otre
à Un nouvel essai par la technique III a été fait sur le. Colibacille, mais dispersé d'une part dans de l'eau peptonée, d'autre part dans du sérum ty dallisé, en rer ne 9 : 500 germes par tube. Aprés contact désinfectant de 48 heures, des prélèvements
ont 6té faits pour rechercher s r gélose, les concentrations bactéricides, Elles ont été du même ordre, soit :
0,40 cm5 GCu D = 1 dans le sérum
GTR" "dans l'eau peptonée.
2) Action du Slycocollate de cuivre sur Pseudomonas aeruginosa.
__ : Cet essai a été conduit dans des conditions identiques aux précédents par la technique III, mais la détermination de la densité microbienne a été omise sur les tubes témoins. Le contact désinfectant de 48 heures slest fait dans l'eau peptonée ou dans le sérum tyndallisé, Dans le sérum la concentration bactéricide
a été de 1,75 cm GCu D = 1. Dans l'eau peptonée- elle n'a pas été atteinte par 2 cmS de GCu D = 1.
Get. examen a êté repris sur eau peptonés gélosée (milieu solide) par la technique IT; le témoin contenait 5,500 germes par tube, ce nombre était le même quand la numération de chaque boite
_ avait été faite après 24 heures, 48 heures ou 96 heures d'étuvage
à +37°C, Maïs les résultats DePpArA Ie Sent que tardivement et quanc la concentration en désinfectant Ë] élève suffisamment dans chaque tube, Ainsi pour 0,75 cmS de GCu D = 11 là boite de Pétri présente 38 colonies après 24 heures d'étuve, ‘480 après 40 heures et 1450 après 96 heures, Cependant la désinfection a été obtenue quand on a atteint 1 cmS de GCu D = ], Alors aucune colonie n'est apparue sur la gélose nutritive quelle que soît la durée de l'étuvage :
24, 48 ou 96 heures,
$) Action du Glycocollate de cuivre sur Streptococcus pyogenes et désinfection au £lycocollate de cuivre -
Dans cet essai aussi nous avons procédé identiquement aux deux essais qui viennent d'étre décrits, en utilisant la même
j techniques 111. La concentration bactéricide a été de :
* 0,40 cm5 GCu D =.1 dans 10 cm5 d'eau peptonée ccet 0,76 A dans 10 cm de sérum tyndallisé,
Donc beaucoup plus faible dans le premier cas que dans . second, Ici non plus, la densité microbienne des tubes témoins n'a été l'objet d'une détermination numérique. Dans les essais précédents, sur le bacille pyocyanique et le streptocoque, la . comparaison simultanée avec le staphylocoque n'a pas été faite parce que l'action du cuivre s'est révélée nos moins Mare que lors des essais préliminaires.
17e Action du a nue de cuivre sur banthelte types.
“ Nous résumerons comme suit les essais que nous avons réalisés. Un premier essai a été effectué par la technique IIT par culture en eau peptonée contenant des concentrations LEE a bles en glycocollate de cuivre, d'un tube à l'autre. |
Il nous a fallu L cc de solution mère (GCu D = 1) pour 10 cc d'eau peptonée, pour arriver à l'effet bactéricide en 48 heu: res à +88°C., constaté à la fois par l'absence de toute turbidité et de culture et par repiquage sur eau peptonée gélosée,
Ceci correspond, en cuivre métal, à une concentration _ bactéricide de 250 millgr par litre. Cet essai a été Jen avec les mêmes résultats.
Nous avons ensuite opéré en milieu solide (eau peptonée gélosée) technique II permettant des numérations après un contact désinfectant de durée fixe (48 h, à +57°C) en présénce de concen- PeRcions en cuivre variables,
» $ s Nous avons ensemencé une suspension obtenue à partir d'une culture de 24 neures ans l'eau peptonée, | -
0,5 ce de cette culture convenablement diluée dans l'eau distillée D = 10.000 ont été ensemencés et soumis aux numérations après le contact désinfectant. |
TABLEAU XLIX Action désinfectante du Glycocollate de Cuivre sur E,.TYPEOSA Résultats obtenus Numérations après 48 H. à 97°C concentrations sur plaque de gélose en GCu D = 1 Témoin 0 | 1940 9,2 ce 1929 0,4 ce 1080 DEAD 1100 1, -0 _ 1040 1,59 | 1120
Donc l'activité désinfectante du glycocollate de cuivre sur le baciile typhique végétant en milieu liquide existe, On peut atteindre l'effet bactéricids par le GCu en 48 neures à +58°C, en milieu nutritif avec des concentrations élevées en cuivre, soit : 250 millier/litre. | |
Mais à la surface du même milieu solidifié, on n'atteint pas d'effet bactéricide nême avec des concentrations beaucoup plus fortes, | | À
5) Action désinfectènte du Glycocollate de cuivre sur les spores dé Bacillus subtilis.
j > . Essai de désinfection par le GCu d'une eau peptonée gélosée apres avoir êté ensemencée par les spores du B. subtilis.
Pour réaliser une suspension de spores, nous avons opéré selon la méthode classique : culture sur gélose pendant 48 heures à +57°C, permettant la production de spores, ;
LA partir de cette culture, on effectue une suspension dans l'eau stérile présentant une turbidité égale au tube de Kingsbury a 0,2 gr d'albumine par litre,
Dans des tubes d'eau peptonée rélosée contenant des quantités variables de GCu, on introduit un volume égal de cette sus-
pension et on tue les formes vérétatives, sans détruire leurs 5pores, on chauffant les tubes pendant dix minutes au baîin-marie bouillant. Au bout de ce temps on verse le mélange de chaque ture dans une boîté de Pétri, on laisse refroidir et propose à la numération des colonies après 26 heures d'incubation à +720
On constate ainsi qu'avec un volume de 9,49 cmû de solution pure de elycocollate de cuivre; le pouvoir de sernination des spores a Su (soit une concentration de 190 mgr de Cu par litre de milieu),
TABLFAU L
Action âésinfectante ésinfectante du slycocollate de cuivre sur les spores & spores de Bacillus subtilis,
Glycocollate de cuivre Numération Témoin O0 ; 28 0,19 cc pur DER 7.
0,29 14 0,40 : 0 APS 1e 9
Dans cette expérience, on a constaté que los colonies s'étalaient très op ous de sorte que pour faire des numérations convenables, on n'a pu faire intervenir de nombreuses colonies. En résuné, le cuivre peut donc paralyser le développenent de _ spore dans les conditions indiquées.
C — INFLUENCE DU GLYCOCOLLATE DE CUIVRE : SUR L'ACTIVITE DES BACTERIOPHAGES,
Nous avons procédé à deux études, la première sur une souche d'Escherichia Coli et du phare correspondants la deuxième, .sur une souche de staphylocoque doré et du phage correspondent. Ces échantillons nous ayant été procurés par l'Institut Pasteur de Paris,
1) Etude du Coliphage -
A la réception, les échantillons ont été ravivéss le colibacille a été mis en culture dans l'eau peptonée, Au bout de 18 heures de poussée à. l'étuve, le phage a été introduit, puis après 6 heures a +57°C, on a opéré la filtration sur bougie Chamberland L5 destinée à séparer le phage du coli.
Le filtrat contenant le phage est transporté à nouveau sur une nouvelle culture âgée de 18 heures, et ainsi de suite,
Cet ensemble d'opérations est réalisé une fois par jour, et ainsi d'exalte le pouvoir lytique du phage en ensemençant & | chaque essai 0,20 cm5 de filtrat dans 10 cm5 de culture du coli:
Après une semaine de ces passages successifs, les culture: neuves de colibacille s'éclaircissent tres rapidement sous l'influei _ée du phage; alors, on peut passer à l'essai qui constitue le but
des opérations. ;
ORGANISATION DE L'ESSAI en eau peptonée :
Tube N° 1 (témoin) - 10 cm5 d'eau peptonée ensemencée avec E.Coli - placé à l'étuve à +37°C,
Tube N° 2 - Comme le précédent, mais additionné en plus de 0,20 cm de filtrat de pnage.
Tube N° 3 - Comme le N° 2, reçoit en même temps que le phage, une quantité de glycocollate de cuivre telle qu'il représente une solution D = 150 par rapport à la solution mère,
Tube N° _4 - Représente une dilution en GCu D = 500.
=: Les 4 tubes amenés au même volume final avec de l'eau stérile, contiennent tous un cm® d'une culture jeune (18 heures) d'E, coli au départ de l'essai, Ils passent pendant 24 heures à l'étuve à +579C. | à
RESULTATS OBSERVES
Tube N° 1 - (témoin sans phage) donne une culture positive, confirmée par repiquase. .
Tube”N° 2 - Est resté limpide; le repiquase en eau peptonée AE | donné en 24 heures un milieu resté limpide,
Ces deux essais confirment l'activité du colibacille et du phage utilisés, RE fe
Le Tube N° 3 - Contenant phage et GCu D = 150 et le Tube N° 4 - contenant phage et GCu D = 500
ont donné un résultat final identique au tube N° 2 c'est-à-dire aucun trouble apparent aprés 24 heures de passage à +57°C, ni après un repiquage consécutif en eau peptonée.
Donc, aux concentrations en cuivre réalisées dans ces 2 : tubes, (soit respectivement 16 et. 8 mmg par litre), le phage a gardé son activité lytiqus vis-à-vis du colibacille; GCu à lui | seul ne pouvant donner ce résultat.
Nous avons repris les essais précédents en employant de plus fortes concentrations en cuivre et donnant à tous les tubes, au départ de l'expérience, la même concentration en germes (représentée par uns turbidité correspondant à O g,l d'albumine au litre
dans la gamme de Kingsbury).
sept tubes ont été préparés avec dans chacun la même sus-
| pension ds colibacille e en eau peptonée :
Tube, N° 1 - Au temps zéro, ce tube est stérililsé à l'autoclave rapidement - sa turbidité ensuite sert de référence (témoin chauffé),
Tube N° 2 - Non chauffé, au temps zéro, placé à l'étuve à +57°C, avec les tubes suivants, Sa turbidité augmente par la multiplication des germes pendant la durée de l'expérience (témoin non chauffé). |
Eubes po 9 et N° 4 - Sont ldditionnse de cuivre.
N° 5 - amené à dilution finale en cuivre GCu D = 75
de
N° 4 - amené à dilution finale en cuivre G0u D = 150
sans recevoir de phage ni l'un ni l'autre.
Tubes N° Sbis et 4bis - Sont additionnés non seulement de cuivre aux mêmes concentrations finales que les deux précédents N° 8 et N° 4, mais en plus, recoivent tous deux 1 cmS de filtrat 1impide de Coliphage.
Les 6 tubes précédents sont, bien entendu, amenés au même PAPE final avec de l'eau peptonée,
Qube N° 5 - Contenait, en outre le coli-bacille le phage seul: (filtrat du colis) sans cuivre.
Ces 7 tubes onb 6t6 placés simultanément à l'étuve à . +57°C. et observés 5 jours consécutifs.
Le tableau suivant récapitule la situation décurte
o ps (ra)
. Goli stérilisé (témoin d'opacité) . Coll non chauffé (témoin de culture)
LA
[.) rie:
ts
N° 6 .E. Colt (+ Gou 5 D = 75)
N° 4 E, Golf (+ GCu = D = 150)
N° Sbis Æ. Coli +4, GCu (D = 75) + filtrat de Éars 1 cms N° 4bis E, Coli +. GGu (D = 150) + filtrat de phage 1 cm
N° 5 Æ, Coli + Filtrat de pnage 1 cms (témoin d'activité du phare)
FAITS OBSERVES APRES SE. SEJOUR A L'ETUVE À +570C DES 7 TUBES
Au bout de deux heures, la turbidité Etc les 6 derniers tubes était sensiblement identique à celle obtenue dañs le tube i°1, mais lésèrenent augmentée toutefois,
kais, après six heures à +57°C. re contre, le tube à° 5 contenant le phage sans cuivre commençait à s'éclaircir puis les tubes contenant à la fois le pnage et le cuivre s'éclaircissaient à leur tour maîs moins intensément que le tube ° 5 (témoin du phase).
Puis après 24 heures à +5706 le contenu âu tube N° 5. était tout à fait limpide. Celui des tubes N° 5 et 4 était éclairci aussi, mais moîns complètement que le N° 5.
Après 48 heures =à +6700, le contenu des trois tubes était éclairci à peu pres identiquement.
Leur repiquare consécutif en eau peptonée n'a pas donné de culture après ce tenps écoulé,
Donc aux concentrations 52 et 16 mmg par litre de cuivre dans l'eau peptonée, le cuivre n'a pas anninilé l'action du phage sur le coli correspondant, mais a paru ralentir seulement son activité lytique, dans cette expérience.
2) Sur le steaphylopnage -
L'essai a été mené comparativement à celui qui correspond au colipnage,
Au départ, le milieu Etes peptonée) a été ensemencée avec un staphylocoque (culture de 24 keures) et sinultanément le phage a été introduit. Tous deux provenaient de l'Institut Pasteur de Paris.
La série de tubes a êté constituée comme suit 2
N° 1 staphylocoque seul (témoin) Nore staphylocoque + GCu D = 75
N° 8 staphylocoque + GCu à D = 150 N° 4 staphylocoque + GCu à D = 75 + filtrat de staphylophnage 0,50 N° 5 staphylocoque + GCu D = 150 + filtrat de staphylophage 0,5cc. N° 6 staphylocoque + filtrat de phage 0,5 ce.
Après cinq heures de passage’ à l'étuve à +5700 . on congtate que le tube témoin N° 1 et même le tube N° 6 contenant le
phage seul étaient nettement troubles. Puis l'étuvare étant poursuivi en totalité pendant 24 heures, 1s témoin est resté trouble, le tube N° 6 contenant le pnage s'est éclairci.
Quant aux tubes contenant le ERJCQUOLTEUS de cuivre N° 2 et N° 5, 11s étaient troubles, Les tubes N° 5 et K° 6 (slycocollate de. cuivre + phage) sont restés limpides.
Alors des repiquases ont été exécutés sur les cinq tubes suivants : N° 2 - 5 DR oo.
Les tubes 2 et 5 (contenant stapnylocoque + slycocollate de cuivre sans phase) ont redonné une sous-culture de staphnylocoque Les trois derniers qui contenaîient le phare avec ou sans glycocollate de cuivre n'ont pes donné de sous culture positive en 24 h. à +27°C.
Aînsi donc aux concentrations assez fortes indiquées,
il n'a pas empêché la lyse du HP NRecotse par le page.
D - ACTIOù DU GIYCOCOLLATE DE CUIVRE EN ASSOCIATION AVEC DES ANTIBIOTIQUES.
1) La Pénicilline -
Dans des essais préliminaires, nous avons mesuré l'activité de la pénicilline employée, C'était une pénicilline de Ayerst et ic Kenna et Earisson de ontréal donnée comme ayant une activité de 1109 unités U.I. par millicramme,
- Nous avons constaté que l'activité- limite de cette pénicilline était comprise entre 1,0 et 0,10 U.I. pour 19 cc de bouillon peptoné ensemencé avec 1 cc d'une culture de staphylocoque âgée de 24 houres (effectuée sur bouillon LAURE
- Un autre essai a permi de constater que 0,5% ce de glycocollate de cuivre, D = 1, dans les mêmes conditions, n'empêchent pas la poussée du staphylocoque ensemencé à raison de 1 cc de suspension microbienne dans 10 ce de bouillon, même si cette suspension est diluée jusqu'à, atteindre D = 100,000,
- Enfin, cette même concentration en glycocollate de cuivre n'a diminué en rien l'activité désinfectante de la pénicilline dans les mêmes conditions, ainsi que le montre le tableau suivant,
TABLEAU LI
Association du Glycocollate de cuivre avec la pénicilline Pénicilline (en U, I. ) par 10 ec
äe bouiilon Qrusa 0,10 GCu, D = l pour 10 ce | 0 0,30 Inoculat (culture de 24 heures) 1ece 1 cc
Résultats observés après 06 h.
à +570C, trouble net pas de trouble
Cet essai a été doublé avec des résultats identiques.
Des essais correspondants ont été alors faits sur milieu solide : bouillon gélosé, et ont abouti à la même conclusion : le cuivre sur ce milieu ne gêne pas l'activité de la pénicilline ainsi qu'on pouvait le constater facilsment par l'absence de toutes colonies, sur les plaques après une mise en culture de 56 heures. à +57°C. Les résultats sur ce milieu solide devenaient très nets grâce aux possibilités de numération,.
Mais dans ces essais, pour pouvoir effectuer les numéra- : tions nécessaires, nous devions faire intervenir un nombre de germes beaucoup plus restreint qu'en milieu liquide, soit environ 2.000 germes par 10 ce de gélose.
| Dans ces conditions, Le pénicilline était encore active à raison de 0,05 U.I. par 10 cc de géloses. Cette pénicilline était introduite à paison de 1 ce de dilution de plus en plus étendue, _ obtenue à partir d'une solution initiale contenant 1 millgr de pénicilline par ce d'eau physiologique (soit 1100 U.I. par cm5).
Finalement, en introdui sant une ÙU.I, de pénicilline dans 10 ce de gélose, on à constaté que l'activité de celle-ci n'a pas été annihilée, ni même gênée apparemment par 1 ce de glycocollate de cuivre D = 1 (solution mère),
Cependant de très faibles concentrations en pénicilline, 20 fois plus faible que la précédente font apparaître une légère atténuation d'activité ainsi qu'il sémble résulter de l'essai suivant effectué avec 0,05 U.I. introduite dans 10 ce de gélose, inoculé avec 0,5 cc de suspension de srapaaQnue dr ae d'une culture de 24 heures en eau peptonée}). |
Giycocolidta LE cuivre (GCu D = 1) 0,0 0,60 CB Numébation sur boites au bout de 48H, 47 800 1120 800 Lë témoin additionné de 6, 05 U.I. de DÉACE TI sans cuivre est
nettement moins envahi que les trois autres boites ne le stephylocoque.
nt iOne
Le cuivre a donc eu un effet gênant avec la faible concentration en pénicilline mise en oeuvre dans cet essai.
Hais rappelons que dans la pénicillino-tnérapie, les concentrations mises en oeuvre sont beaucoup plus fortes, On peut penser que les deux thérapeutiques peuvent être entreprises simultanément.
A notre connaissance, ceci n'a pas été fait.
2) L'euréonyoine
L'auréomycine dans les essais in vitro résiste à l'action du glycocollate de cuivre aux concentrations utilisées en tnérapeutique et même à des concentrations beaucoup plus élevées. A cet égard, 11 n'y a pas de différence avec la pénicilline dont l'action non plus n'est pas diminuée par le même réactif.
ous dohnons ici la description de l'essai qui nous a conduit à cette conclusion,
Une série de tubes contenant 1 milli:ramme d'auréomycine dans 12 cc d'eau peptonée ont été additionnés de quantités variables de HEVOCP OT LS de cuivre à la concentration à CES 11 se trouve dans le sang dans les essais thérapeutiques, c'est-a-dire 8 milligrammes de cuivre par litre, puis à des concentrations beaucoup plus fortes. :
_ Parallèlement à ces tubes contenant le cuivre, nous avons réalisé un témoin sans cuivre, ni auréomycine, puis un second témoin avec auréomycine seulement.
Chacun des tubes a reçu un volume identique de suspensior de staphylocoque doré contenant environ 99, 000 germes, puis tous les tubes ont été complétés au même volume à l'aide d'eau stérile, et finalement l'ensemble des tubes a été porté à l'étuve à +37°C pe pendant 48 heures,
Résultats observés | TABLEAU LIT Association du Glycocollate de cuivre avec auréomycine
N° des tubes | Glycocollate | Auréomycine | Aspect des | _ Repiquase de cuivre tubes apres sur gélose 48 H d'étuve peptonée N° 1 témoin (e) 0 trouble positif N° 2 témoin 0 1 millger limpide pas de culture die. 0,10 cc RP | limpide | É 4 0,20 cc 1 : limpide à
5 0,50 00 deesn limpide |. ù
Donc l'auréomycine à la concentration indiquée, est parfaitement active et stoppe le développement du staphylocoque &@oré ainsi qu'il résulte de la comparaison des tubes N° 1 et N° 2, Cette activité anti-infectieuse de l'auréomycine n'a pas été réduite par la DRéSence de glycocollate de cuivre même à la plus haute concentration, c'est- &-dire dans le tube contenant 0,50 cc de glycococollate de cuivre (ce qui tout recul fait correspond à une concentration en cuivre de 100 millisrämmes/litre) tandis que nous le rappelons dans les essais thérapeutiques, les concentrations utilisées sont au maximum de 8 milligrarmes par litre de plasma injecté.
Jes repiquages ont été faits sur gélose à l'aide d'une ose pouvant renfermer une goutte de la culture à transporter, on peut ainsi, en toute certitude, déceler la présence de prermes vivants dans les tubes examinés, même. si ces germes s'y trouvent aux faibles concentrations imposées par la présence de cuivre (ainsi que nous Lfavons vérifié).
Ces essais în vitro permettent de penser que itasséc te tion des deux thérapeutiques, celle à l'auréomycine et celle au cuivre peuvent être menées simultanément,
27} La terramycine
Aprés avoir constaté que dans les essais in vitro,’ la pénicilline et l'auréomycine résistaient à l'action du GCu, nous avons voulu voir si, dans les mêmes conditions, la terramycine se comportait différemment,
C'est en effet un antibiotique très actif, Nous avons utilisé la terramycine Chas, Pfizer et Cie (U.S.A. ) à la concentration de 1 milligr. dans 12 cc d'eau peptonée et le tableau cidessous montre que la terramycine conserve toute son activité en présence du ce cntere das cuivre.
Résultats observés
TABLEAU LIIT
Association du glycocollate de cuivre avec la terramycine no des tubes Glycocollate Terramycine Rance: des | Repi-
de cuivre ; tubes après | quage 48 heures étuve N° 1 témoin ) 0 trouble. + N° 2 témoin | (Q) 1 millcr limpide pas de | culture Ô 10 ec de s + 4 0,20 ce : “ 5 5 0,50 ce k # “ 6 L,0: 166 # " "
Donc dans les conditions ci-dessus indiquées, le glycocollate de cuivre ne Giminue pas l'activité bactéricide de la: terramycine vis-à-vis du stapnylocoque doré,
4) La Streptomycine
On fait arir sur une suspension de stapnylocoque doré (provenant toujours de la souche habituelle, un antibiotique : la Streptomycine. Le but des essais est de voir si l'activité antibiotique de la streptomycine vis- à- -vis du staphylocoque doré 8e trouve activée ou paralysée par la présence du ÉLTESPReS de cuivre à différentes concentrations.
Organisation des essais
Ici nous avons utilisé comme milieu de l'eau peptonée gélosée additionnée au départ d'une suspension convenable de staphylocoque doré,
À cette suspension, on a a jouté à concentration variable, une solution de streptomycine pour préparer une série de plaoues en boites de Pétri, De plus, à chacune de ces concentrations en streptomycine nous avons fait correspondre une deuxième série contenant en plus des concentrations variables du glycocoïllate de cuivre. En résumé, on peut présenter la série d'essais us un tableau facile à interpréter et que voici ::
TABLEAU LIV
Action simultanée du glycocollate de cuivre et de la streptomycine
Témoin sans cuivre OU Dte Nombre de germes ; 5.490 a
Streptomycine = 9 + 024cc 2,500 è 9,5 cc 084 0,8 cc 18 Streptomycine = 1/500 HO Q 9,5 9 0,8 9 Streptomycine = 1/1000 e) ) k 9,2 0 0,5 e) 0,8 86
Chaque plaque à reçu 10 cc d'eau peptonée gélosée additionnée de streptomycine, puis de glycocollate de cuivre aux concentrations noie
Les numérations données ans ce tableau correspondent au # Li nombre de colonies trouvé sur une plaque de 10 centimetres de diametre après 48 heures d'étuvace à +97°C,
À la lecture de ce tableau, on constate que le nombre total de “ermes introduits correspond à l'inoculation de 5400 germes par boîte (nombre lu sur le témoin ne contenant ni glycocollate de cuivre ni streptomycine).
On constate que ce n'est que pour de très faibles concen- +trations en streptomycine (solution au milliéme) que le cuivre paraiyse l'action anti-infsctieuse de la streptomycine,
La concentration antagoniste du cuivre sur la streptomycine n'est apparue qu'à la concentration relativement élevée de 2,5 millicrämmes par centimeétres cubes, sur la gélose contenant la
streptomycine au 1/1000°,
Donc, comme dans les cas précédents, on arrive à conclure que la streptomycine n'est pas sensiblement inactivée in vitro par le glycocollate de cuivre dans son action anti-infectieuse vis-à-vis du Staphylococcus aureus,
CONCLUSION
Avant le développement de la thé:upeutique par les antibiotiaues fonsiques, l'efficacité du Glycocollate de cuivre contre les iniscrions stapnylococciques avait été étudiée en clinioue,
11 nous a paru intéressant de reprendre au laboratoire l'étude de ce composé et îe l'étendre à d'autres glycocolïates métalliques.
les procrès dans le domaine de la thérapeutique antibactérienne, se sont au cours des vingt dernières années faits à pas de géant. äais déjà se manifestent certains écuells dans l'utilisation de ces substances nouvelles : les substances antitiotiques, en particulier les pnénomènes de résistance,
L'étude et l'utilisation des substances antiseptiques gardent donc tout leur intérêt.
Pour lés problèmes que nous avions à résoudre, nous rappellerons que nous avons été amenée à conserver les vieilles méthodes classiques encore employées pour effectuer les numérations €e germes encore vivants dans les milieux nutritifs que nous examinions, c'est-à-dire que nous nous sommes servie toujours du dénombremont des colonies que les germes sont aptes à fournir par transport sur milieux nutritifs solides, Nous avons été amenée à préférer ces méthodes aux méthodes récemment mises au point qui utilisent la turbidimétrie des milieux, mais dénombre à la fois les . germes encore vivants dans les milieux et les germes déjà tués par l'antiviotique utilisé pour la désinfection. L'aptitude à ia repro duction des germes sur milieu neuf nous paraissait certainement le meilleur critérium à employer pour juger de la vie d'une culture microbienne en évolution dynamique.
Les essais entrepris nous ont permis de constater d'une façon très nette le pouvoir antigénétique à concentration convenable du glycocollate de cuivre sur les divers milieux albumineux ‘comportant ou non dans leur constitution des facteurs de croissance Parmi ces derniers, nous devons mentionner le fait que à concentration convenable l'acide ascorbique renforce l'action désinfectante du glycocollate de cuivre dans les milieux essayés.
Nous avons vérifié aussi la nécessité pour juger l'activité désinfectant d'une solution antiseptique et par conséquent pour comparer l'activité de deux médicaments, de préciser un #rand nombre de conditions à remplir :
- les conditions principales étant l'importance de ECHaC let, la nature du milieu fnoculé (sa constitution chimique), la présence possible dans ce milieu d'accélérateurs ou d'inhibiteurs de l'in-
fection à côté du médicament expérimenté,
Nous avons été ainsi amenèe à conclure que l'eau peptonée préparée avec une peptone sélectionnés et toujours la même nous parait être le milieu nutritif à préférer pour ces essais à tous ee. autres milieux albumineux de composition trop instable.
Si l'on se demande quelles sont les raisons de l'activité du cuivre comme antiseptique, d'après les auteurs qui so sont occupés de cette question, le cuivre interviendrait sur les 'phosphorylations" qui s'effectuent pour entretenir l'activité respiratoire du germe et les oxydations cellulaires de la cellule microbienne,
Nous avons vu que le staphylocoque peut présenter par accoutumance une légère résistance au glycocollate de cuivre, résistance provoquée par une série de passages avec accoutumance dans des solutions de plus en plus concentrées. Maîs cette résistance
n'est pas stable, elle se perd dans des passages inverses (solution de plus en plus étendue) d'autre part une culture de germes jeunes résiste beaucoup mieux qu'une culture dont les germes ont vieillà.,
En Gehors de Séapnylococcus aureus nous avons vu que d'autres gsrmes sont affectés par le glycocollate de cuivre, en particulier Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes, Eberthella typhis mais c'est Staphylococcus aureus qui parait le plus sensible au cuivre,
Le glycocollate de cuivre est nettement plus intéressant que ceux de cobalt ou de zinc pour l'utilisation en désinfection, Il est moîns toxique. Nous avions utilisé les solutions de glycocollate de zinc ou de cobalt à concentration équivalente et en D OR isotonique.
Enfin, en ce qui concerne la lyse du colibacile par son phare, la présence du glycocollate de cuivre dans le milieu où | elle s'effectue ne nous a pas paru modifier d'une manière sensible a vitesse du phénomène.
La ÉRARÉREE TON des spores microbiennes peut être jugulée par 1e cuivre, c'est ce que nous avons constaté sur les pores de Pacillus subtilis. | SA!
Enfin, en associant le Ho re de cuivre à certains antibiotiques (pénicilline, aureomycine, terramycine, streptomycine) on arrive à conclure que ceux-ci ne sont pas sensiblement inactivés în vitro par le glycocollate de cuivre dans leur action antiinfectieuse vis- -B-vis de Staphylococcus aureus.
Ainsi se trouvent mentionnés les principaux points que nous avons constatés dans ce travail,
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