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CONCLUSIONS.

POSITION DU PROBLEME

Les produits utilisés en thérapeutique qui sont d'origine biologique
se trouvent souvent définis plus par leur origine méme et leur préparation,
que par les contréles effectués sur le produit fini. [ls posent un certain nom-
bre de problémes quant a leur surveillance par les autorités sanitaires re-
sponsables de la puissance publique.

Ce sont le plus souvent des substances complexes tirées directement
de la matidre vivante (protistes, végétaux, animaux et méme tissus hu-
mains). [ls ne sont pas chimiquement définissables le plus souvent : mais
ils le sont par leur action physiologique, biologique ou thérapeutique. Leurs
qualités ou leurs défauts, leur activité, leur conformité ou non aux normes
n’est que difficilement appréciable par les moyens chimiques ou physiques
utilisés classiquement par les analystes. Bien souvent méme, ces méthodes
sont absolument impossibles a appliquer a cette classe de substance. En par-
ticulier le contréle de leur activité n’est valable qu’en utilisant des mo-
yens qualifiés eux aussi de « Biologiques », ¢’est-a-dire par I'étude des ré-
ponses d’organismes vivants a leur action. La liste des produits de ce type
ntilisés comme médicament ou comme moyen de diagnostic ou entrant en
tant que matériel au contact des tissus (jusqu’y compris les matiéres plasti-
(ues), c'est-a-dire introduits d’une facon ou d’une autre dans 'organisme
du malade, est trds varide.
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Dans la Pharmacopie Frangatse, elle est longue et on v trouve des sulby-

stances doudes d'une intense activité, Citons par exemple :
lLs sérums 'lhl"l‘il]ll'llli(!'lll'h et les vacems (bactériens et viraux).
Les antibiotiques.

— Les hormones et substances tirées des glandes endocrines, du sany
et dérivés (v ecompris issues de homme).

— Certaines drogues végétales doudes daction physiologique spe-
ciique (p. ex. digitale, aconit. ete.).

— Des substances 4 activité enzymatique,

- Des vitamines et produits assimilés.

— Divers réactifs biologiques (p. ex, toxine de Schick. tuberenlines.
malléine, ete.).

- Plusicurs substances utilisées & des fins spécifiques, comme ma-
tériel (fils a ligatures chirurgicales par ex.. ou encore les matidres plastiques,
seringues, aiguilles stériles. etel).

— Et méme des produits chimiques de synthise dont la toxieird
]mrti('lllif'rl- o Pactivité spéeiale névessite T'usage du réactil |:in|ngi:lm-
vivant (comme par exemple le novarsenobenzol. la suramine sodique. ete).

Remarquons an passage que certains produits, d'origine  réellement
biologique (comme certains antibiotiques par exemple) peuvent, par la suite.
étre préparés par synthése avee une telle pureté gu'ils deviennent dés lors
justiciables dun contréle unigquement physico-chimique. De ee fait, ils quit-
tent la classe des produits dits hiologiques, Notons bien que ceel n'est va-
lable que pour les produits purs, mais ne est plus pour des préparations
g;ll:‘*uiqur-s dans la formule llt‘sl]llf'llu-s figure la substance en question, Dans
ce cas, la jurisprudence francaise demande la vérihcation de Pactivité phy-
siologique par le titrage biologique.

Inversement, des substances, comme des produits chimigues de syn-
these, qui se rélevent a Pusage particulitrement toxiques, parfois par suite
d'impuretés  difficilement  titrables par voie physico-chimique, deviennent
secondairement justiciables de Tessai biologique sur la cellule vivante,

Bien plus, certaines épreuves ayant pour bhut d’éliminer les produits
ou les préparations médicamenteuses présentant divers caracteres dim-
puretés, exigent Uintervention du réactif animal ou de la cellule vivante,
¢'est-a-dire sont classées dans le controle biologique. Tel est le cas des essais
relatifs au pouveir pyrogéne, a la détection des substances histaminiques. a
la stérilité, a la vérification d’absence de toxicité anormale (anciennement
innocuité) ete. De telles ¢épreuves o ])iulugiqm-s n B'ilppliqucnl indifféremment
a des produits d'origine biologique ou de matiére médicale, ou chimique.

Lorsque l'on parle de contréle biologiques, il est peut-étre préférable
d’envigager non pas les produits eux-mémes, mais les épreuves hiologiques
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qu’ils subissent. Sur cette base, on trouve dans le Codex francais (derniére
édition 1965 et premier supplément 1968) plus de 100 substances, drogues
ou matériaux divers soumis & un ou plusieurs essais biologiques (environ
112 a 113 produits).

Les contréles importants qui nous intéressent le plus, sont les suivants:

a) le contréle de la stérilité ;

b) le controle du pouvoir pyrogeéne ;

¢) le contréle de la présence de substances histaminiques ;

d) la recherche de toxicité anormale ;

¢) le titrage microbiologique des antibiotiques et des vitamines;
f) les titrages antigéniques (contrdle des sérums et vaccins);

g) les titrages d’activité pharmacodynamique spécifique ;

h) les dosages enzymatiques.

Tous ces contrdles mettent en jeu comme réactif des organismes vivants :
microorganismes, animaux, organes isolés, cellules isolées, ete. Tous ont
cect de commun, qu’ils travaillent sur la matidre vivante, avee tous les avan-
tages et les inconvénients que cela représente.

Le contrdle biologique est trés différent, on le sait, du contrile physique
et chimique qui, lui, obéit plus strictement aux régles de précision et de
rigueur mathématiques propres i ces sciences. La plus grande partie des
techniques analytiques, physiques et chimiques obéissent & des lois parfai-
tement connues et bien codifiées, Les mécanismes mis en jeu sont des phé-
nomeénes remarquablement saisis, facilement mesurables et qui se rappor-
tent a des unités de mesure unifiées dans le monde entier et qui ne prétent
pas a discussion. Une grande rigueur scientifique préside donc a I'établisse-
ment des méthodes mises en oeuvre. Les réactifs, les instruments de mesure
peuvent étre aisément préparés ou construits, Les premiers sont d'une grande
pureté, les seconds sont d’une grande précision dans leur manipulation.
Les étalons de mesure ne sont pas diseutés. Les résultats doivent étre repro-
duetibles facilement et le contrdle de leur validité est aisé.

[l n’est pas de méme, on le sait également, avee les titrages ou les essais
biologiques parce qu'ils mettent en oeuvre une matiére éminemment va-
riable : la cellule vivante.

Il est indéniable que lactivité biologique d’une substance deit étre
évaluée en fonction du tissu vivant sur lequel cette substance agit. [1 parait
done logique de mesurer son activité au moven de la quantité minimale
qui produit un certain effet biologique. On peut, par exemple, utiliser soit
I'action d’un antibiotique sur une culture bactérienne (par exemple I'action
inhibitrice de la Pénicilline sur une culture de Micrococcus pyogenes, var.
aureus, ou bien son activité inhibitrice sur les échanges gazeux de ce germe),

Van, Ist, Super. Sanifa (1969) 5, 218281,
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soit etudier le pouvorr anticoagulant de héparme sur do plasma de mouton,
ou le pouvoir hémolytique de la toxine de Clostridium perfringens (C. welchii).
goit encore utiliser a des fins analytiques le pouvoir [éthal de la Digitale sur
le chat. la grenouille ou e cobave, ete.

Ceet peat paraitre simple et logique. En apparence. ees manipulations
sont tout-i-fait comparables & une réaction chimique ou & une mesure phy-
sique. Hélas, il n'en est rien ¢t nous savons tous que les résultats brats sont
mathématiquement ininterprétables en raison det grandes variations que
presentent les échantillons de tissus vivants suceessivement utilisés dans
les essais. et qui ne conduisent @ des résultats relativement reproduetibles
et valables, quiaprés Uexéeution de tres longues séries,

I expérience a montré depuis longtemps que toute observation biolo-
gique, quelle quielle soit, portant sur un nombre suflisamment grand dob-
servations individuelles, ne conduit pas a un résultat identique (aux errenrs
d'expérience prés). mais déerit une courbe en eloche @ ¢'est la trés elassique
courbe de Gauss, Cest 1d une diflérence essentielle avee Pobservation d'un
phénomeéne issu dune science exacte,

Soit a neutraliser une solution acide. avee une solution alealine N'10
en utilisant une burette micrograduée. le nombre de ml ou de micro-ml
utilisés sera toujours le méme ou s'inscrira de part et d'autre d'un chifire
donné dans des limites trés étroites et tres précises, meme si le manipulateur
recommence le titrage des centaines de fois,

Mais si F'on veut déterminer la sensibilit¢ d'une population animale
homogéne i Naction d'un produit toxique ou hien doué d'une action anti-
génique quelcongue, le résultat @ la mort du sujet par exemple va conduire
a des observations «'étalant sur des limites trés grandes. Bien sar. nous
aurons quand-méme un chiflre valable a la longue. Siles expériences sont
assez nombreuses. nous verrons que la majorité des résultats saccumulent
dans une zone centrale, pas trés groupés, assez suflisamment pour donner
Fimpression, mais 'impression seulement, que la vraie solution 'y trouve,
Toutefois, & eoté de cette zone, quantités de valeurs éparpillent a droite
et &4 gauche, a des distances plus ou moins grandes. et en nomhres de moins
en moins élevés., En somme. les observations conduisent a des variétés de
résultats dont le nombre est maximal au eentre et va en diminnant aux deux
extrémités, lesquelles sont souvent trés éloignées de ce centre.

Si I'on utilise un nombre suflisant grand d’essais. on arrive a se faire
une opinion, car la zone centrale se dessine plus ou moins vite, mais si le
nombre de manipulations est insuflisant. quel chifire convient-il de retenir ?
Tout parait devoir étre remis au hasard et a la chance de Uexpérimentateur.

La grandeur mesurée dans ce type de dosage biologique est done d*abord
un résultat, une réaction provequée par une substance complexe, sur un

groupe d’étres vivants ou d'organismes isolés maintenus en survie, et non
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sur un unique réactif. Puis ensuite, pour minimiser au maximum les varia-
tions dans les réponses, le dosage est pratiqué deux fois avee le méme réactif
vivant, d’abord sur la substance a expertiser, puis sur une substance de
référence supposée stable : létalon. Cet étalon va du reste poser de nombreux
problémes qui seront discutés plus loin.

Les difficultés du contréle biologique sont telles que U'expérimentateur
est parfaitement conscient du fait que les variations dang les réponses obte-
nues peuvent étre considérables d'un laboratoire a I'autre, ou méme dans
un méme laboratoire d'un jour & Pautre. Les titrages s'effectuent donc en
comparant, dans la méme série d’essais, 'activité du produit inconnu, a
celui dun produit de référence d'activité théoriquement parfaitement définie,

Malgré ces préeauntions, la variation dans les chiffres obtenus est souvent
importante, Il est done indispensable d’avoir une idée de la précision avee
laquelle le résultat est estimé. Pour cela, on caleule les limites de confiance
du titre obtenu, c’est-a-dire les limites entre lt'.ﬂque"(‘ﬂ le titre véritable
posséde un pourcentage de chanee important de se trouver compris, autre-
ment dit de se trouver exactement an centre de la zone centrale de la courbe
de Gauss et non dispersé dans ses extrémités,

Par I'examen des limites de confiance d'un résultat de titrage biologique,
on peut décider si la précision obtenue est suffisante ou bien si elle doit &tre
améliorée par un ou plusicurs nouveaux titrages dont les résultats seront
combinés avec le premier chiffre obtenu.

Le plan des essais Biologiques obéit a certains impératifs mathématiques
atin de permettre leur interprétation statistique, c’est-a-dire I"application
des lois du nombre aux résultats obtenus. Nous y reviendrons plus loin. Ci-
tons dés maintenant par exemple Pobligation d’observer les régles permet-
tant de minimiscr les erreurs expérimentales, d’éliminer les valeurs aber-
rantes, le remplacement des valeurs absentes. Tous ces points ¢tant nom-
mément désignés dans notre Pharmacopée Frangaise,

Dés les débuts de I'étude de titrages sur la cellule vivante, on s'est
heurté a ces difficultés. Le premier. Ehrlich a di les surmonter dans ses
tentatives pour le titrage du sérum antidiphtérique. Ce savant se trouvait
«n présence d’un systéme comportant trois facteurs biologiques plus ou moins
vartables, équation 4 deux termes connus et une inconnue :

— le Cobave : 4lément variable, mais connu

— la toxine diphtérique : élément instable, mais connu

"antitoxine diphterique : élément stable, mais inconnu,
Ehrlich partait de deux postulats : en premier lien Uessai de mesure

de Pactivité biologique devait se laire par rapport nux réactions d’un orga-
nisme voranl sur lr:qlll_'l la substance possede un effet spéeifique. En second

Powe dst. Super. Soanita (19697 5, 215-2410.
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lieu, la détintion de Factivité dun poids donné d'une préparation de hase
devrait étre donnée pour une préparation iémoin de ladite substaner.

Dans le cas particulier. ee fut la définition de la DmM. et la protection
du Cobaye contre la toxine par le sérum antidiphtérique. Ehrlich ent e
grand mérite d'introduire un facteur éminemment fixe dans ce systéme
composé déléments plus ou moins stables: le facteur temps avee ses famenses
9 heures,

On sait, qi’exprimice en fonetion de la DmM. pour Cobave, unité
antitoxine a été définie comme étant la quantité mimimale susceptible de
neutraliser 100 DmM. de toxine pour un Cobave d'un poids donné.

Depuis cette époque héroigue, bien des travaux ont été consaerés a
ces problemes des titrages biologiques, 11 est maintenant hien connu que
la réponse physiologique a une drogue varie avee la quantité de dose active
administrée. On sait qu’il existe une relation étroite entre deux données
obtenues par la voie expérimentale, ¢’est-a-dire par la technique @ la dose
appliquée & Pélément vivant réactif et la réponse biologique. Cette relation
est ordinatrement représentée par une courbe en S5, Dune fagon générale.
on v distingue trois segments :

a) avee des petites doses @ faible augmentation des réponses au fur
et a mesure de Pangmentation des doses (réponse dite lent?).

b) avee des doses movennes @ zone d'activité intense : augmentation
brutale du titre des réponses avee Naugmentation des doses (réponse dite
en phase d'expension intense).

¢) avee des doses fortes @ faible angmentation des réponses sous

leffet de Pauvgmentation des doses (réponse a nouveau lente).

Tout eela dépendant. bien entendu. de la qualité, de la « fraicheur
et de la capacité des réceptears. L'établissement de cette classique courbe
o dose-réponse » esl la base méme de nombreux titrages biologiques utili-
sant des voies trés différentes et des techniques variées.

Mais pour Pexploitation des résultats. des manipulations mathématigques
des donnédes expérimentales sont nécessaires, Pour ce faire. deux points
sont a considérer.

10 La lecture des résultats est facilitée quand on considére une portion
droite ¢t non une courbe. En réalité, c'est le seul moven valable dinter-
préter les résultats de la courbe en S précédente. La proportionalité des ré-
ponses satisfait alors Uesprit. Or, au centre de la courbe dose-réponse en 5.
on se trouve dans une portion souvent rectiligne,

20 Ceci posé, on peut amdéliorer la situation. 11 est possible. par des
artifices. de transformer la eourbe en S, en droite. Tl s"agit d'un change-
ment de coordonnées. par transformation des chiflres en lear logarithme,
ce qui modifie leur espacement dans échelle. A ce monemt-la, on peat méme

Ann, 18t Super. Sanitd (19083 5, 218-281,
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encore simplifier la lecture, la « courbe » étant caractérisée par une secule
donnée : sa pente.

Cette transformation de la courbe sigmoide en droite peut s’obtenir
de différentes fagons, proposées par les mathématiciens que 'on peut résu-
mer, comme suit,

Il est classique d'exprimer les résultats de l'essai « dose-réponse »
en tracant une courbe, en placant en abeisse les doses, et en ordonnée les
pourcentages de réponse du réactif vivant. Le résultat en est la courbe en S
dite sigmoide cumulative (intégrale de Laplace). Comme nous 'avons dit,
seule la portion moyvenne, rectiligne, est satisfaisante et on peut, sans erreurs
notables, transposer observation pratique en théorie mathématique.

On peut améliorer la réponse en modifiant I'échelle des abeisses. Au lien
&’y porter les doses, on y indique les logarithmes de celles-ci. On dresse
done une courbe avee, en abeisse, les log doses et en ordonnée toujours, les
%% de réponse. On obtient non pas une sigmoide compléte, mais pour la plus
grande partie une droite. On augmente done considérablement la portion
rectiligne, mais il subsiste, pour certains esprits, un gros inconvénient, on
ne tient pas suffisamment compte des extrémités courbes de ce qui reste de
la cigmoide initiale. ’

Une partie des inconvénients de cette transformation a été éliminée
par I'utilisation du systéme des unités « Probits s, notation propoesée par
Bliss a la suite de Gaddum et qui repose sur des considérations mathé-
matiques bien connues. En gros, cela consiste & remplacer les ° par des
probits en utilisant une formule que les statisticiens estiment simple :

. ; M—X
U Probit = ————=
a
M — moyenne des log doses utilisées dans Pessai ;
X = log de la dose correspondant au %, réponse donné :
7 = déviation standard.

Par exemple, 10 9, devient 3.72 exprimés en probits. 30 9, devient
48 — 50 %, 5,00 — 70 9,, 5.52 — 90 ©, 6.28 etc. Grice a cet artifice, on
obtient pratiquement une droite de bout en bout de la « courbe .

Autrement dit. il existe trois movens de traduvire les résultats d'un essai
« dose-réponse »

a) en abeisse on inserit les doses. en ordonnée les %, de réponse —
résultat S ;
h) en abcisse on inscrit les log doses, en ordonnée les 9 de réponse
une presque droite :
¢) en abceisse en ingerit les log doses, en ordonnée les probits = une

droite.

fuw. I=l. Super, Suapita (19000 §, 215240,
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Ceer se tradunt par de gros ivantages teehnigques, Dans e premier cas a),
i eonvient dobitenie an mmimume 5 i@ 0 ponts d'oi de nombreux essais
Ihans les autres cas. theormpuement 2 pomts suihsent, mais on en préfen
somvent 3,

Endin, e tracd doune deoite ofive unavantage considévablie pour la con-
frantation d'une substanee avee un étalon, Lactivitd diun produit meonna
est wéndralement ealeulée en poureentage de eelle de Uétalon. par le rapport
de Pensemble des deux séries de résultats confrontées. Quand on présume o
PFavanee Vordre de grandewr de o suhstanee ineonnue. e qui est souven
le cas lors des contrales reglementatres de Pltat, on opere dans des zones
voisines pour les deux titrages (N et étalon) @ on obtient facilement. lorsqum
les opérations sont correctement menées, deux drottes paralleles. Lactivin
du produit a expertiser peut etre également ohtenue par le caleal de Fanty
logarithme de la différence de réponse entre les logo de la dose inconnue ¢
cens de Iétalon, (On obtient la méme réponse qu'en travaillant sur les pour-
centages, puisquavee le caleul logarithmique, un quotient est une différence
de log). Dés lors, on se libire des réponses en U et puisque Factivité du eorpe
i titrer est Pantilog. de la différenee entre les log. des résultats de étalon

et du produit inconnu. les mathématiciens nous exphigquent que Pactivitd

de o dernier peat étre calenlée par la distance horizontale entre ces droites
qui. encore une fois, doivent étre parallles.

La mise en place d'un titrage biologique néeessite done la mise en oeuvre
d'un véritable plan de travail, préva a Favanee. Prenons comme exemple
celui proposé par la Pharmacopée Frangase 1965, ddition, pages 1625
a o422,

Plan général d un essai biologique,
1) Choisir e réactif animal (ou protiste) adéquat. et apprécier e nom-
bre en fonction du caleul qui sera retenn et de la technique envisagée.
2) Reeueillir les résultats,

3) Caleuler la moyenne des résultats et surtout. de ses limites de con-

fianee, Caleul de la précision du dosage par Festimation de la varianee de er-
renr expérimentale,
1) Placer les essais dans e cadre de Uinterprétation des résultats,
dans le but :
a) de minimiser Uerreur expérimentale :
b) d*éliminer les valeurs aberrantes. aprés avoir vérifié par le caleul
quelles peuvent étre rejetées :
¢) de remplacer les valeurs absentes (p. ex. en cas daccidents ou de
mort d’un sujet-réactif).
On peut donner ici quelques exemples dessais biologiques, dapres le:
Codex francais.

Ann. 18l Super. Sanita (1860) 5, 218281,
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A. — Détermination d’un seuil d’activité.

Il est basé sur la mise en évidence de la dose limite provoquant une
réponse donnée. Par exemple : essai de la Digitale (Feuille. Poudre, Teinture).
On détermine la dose qui, par perfusion veineuse, provoque I'arrét du coeur
d’un animal en un temps donné.

Dans certains cas, on peut éliminer Perreur due aux variations d'un
animal & I'autre, comme dans les essais de curarisant chez le Lapin. Chaque
animal peut recevoir successivement, 4 un intervalle approprié, I'étalon et la
substance i expertiser,

Dans tout les cas, on caleule la moyenne des résultats selon les formules
mathématiques exposées dans la Pharmacopée. Idem pour les limites de
confiance, L’activité relative de I'échantillon par rapport a I'étalon est donnée
par I'antilog de cette moyenne ou, si I'on veut I'exprimer en unités interna-
tionales, par la relation: (antilog Moyenne) x R, R étant 'activité en unités

-

attribuée par hypothése a I'échantillon inconnu au moment de sa dilution,

B. — Dosage avee I'nide d’une courbe étalon.

Les réponses peuvent étre de deux types: clles peuvent étre « mesu-
rables » done quantitatives (diamétre d’une inhibition d’antibiotique sur
une pousse bactérienne en gélose p. ex.), ou du type « tout ou rien » (mort
d'un animal par exemple), done qualitative.

I. Réponse mesurable. — On pratique un certain nombre d’essais, en
nombre suffisant et on recucille les réponses en fonction des doses utilisées.
On opére de méme facon avee une substance de référence connue (étalon).
On peut estimer le titre de la substance X de deux fagons.

a) par interpolation : on trace la courbe dose-réponse dont nous par-
lions plus haut. Si 'on porte en abeisse les doses et en ordonnée les réponses,
on obtient la courbe en S, Si I'on substitue le log, des doses anx doses elles-
mémes, on remplace la plus grarde partie de la courbe par une droite, comme
nous I'avons dit plus haut. En tracant judicieusement ces courbes ou droites,
en particulier en portant les résultats obtenus avee 'éralon (doses ou log
de doses et moyennes caleulées des réponses correspondantes), on peut lire
par interpolation quelle est la quantité d’étalon qui donnerait une réponse
analogue i celle ohtenue pour chaque dose de I'échantillon. On caleule, sui-
vant les méthodes indiquées a la Pharmacopée, selon que 'on part des ré-
sultats obtenus avee la sigmoide (doses) ou la droite (log doses). activité
du produit expertisé,

b) a laide de I'essai factoriel : le principe de base est le travail fait
sur les deux segments de droites sensiblement paralléles, caractérisés par
une pente b commune, dont nous avons parlé plus haut. L activité relative
en log de P'échantillon a analyser étant figuré par la distance horizontale

tnm, Ixl. Super. Sanitdg (1989 5, 218251
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entre les deux segments de droite, Dans Pessai factorniel. la gamme des doses,
choisie bien entendu dans la portion linéaire de la courbe, doit étre répartic
selon une progression géométrique (1-2-4-8 par ex.). Selon les cas, on peut
utiliser pour I'étalon et chaque échantillon denx ou trois doses (par ex. pour le
titrage des antibiotiques : trois, ou de la vitamine A : deux) ou quatre doses
(p- ex. essai des hormones gonadotropes). Des variantes peuvent étre utilisées

1: dosage classique. en comparant I'échantillon X a I'étalon. Avant
de caleuler NMactivité du produit. il faut 'asturer de la validité du dosage:
trois conditions sont précisées po 1635 de la Pharmacopée Francaise. Nous
les analvserons au chapitre | (voir plas lom).

2: essai factoriel incomplet. qui se produit i Uhypothése faite sus
Factivité de la substance & doser est trop éloignée de réalité, ce qui fait quune
des doses extrémes choisies donne une réponse situdée nettement hors de
la gamme choisie pour 'étalon. La Pharmacopée indigue le moyen d'utiliser
quand méme le dosage.

3: dosage de plusieurs échantillons par rapport a un seul éalon. La
Pharmacopée Francaise indique les caleuls i effectuer pour acervitre la preé-
cision des titrages.

4: essai croisé. Au cours de certains titrages o le méme animal
peut étre utilisé plusieurs fois, la méthode de 'essai croisé permet d'ami-
liorer la précision du dosage en éliminant les variations d'un sujet a Pautre
de Perreur expérimentale (tel est le eas du titeage de Finsuline).

11. Réponse du type « Tout ou rien . Cest le eas on le résultat de Pessai
n'est plus quantitatif mais qualitatif (p. ex. mort ou survie). La méme dose
administrée 4 un groupe d'animaux entraine un certain nombre de répon-
ses positives que I'on pent exprimer en pourcentage, Clest dans ce cas que
la Pharmacopée Frangaise recommande Putilisation, en ordonnée, non pas
des 9, de réponse, mais des unités Probits. On peut également se servir d'une
autre transformation : la transformation angulcire, laquelle donne, pour
des réponses comprises entre 10 et 90 9, une courbe log dose-réponse pra-
tiguement superposable a la courbe log dose-Probit. Par exemple. pour
ce type de réponse « Tout ou rien o, un nombre constant d’animaux recoit
I'une des doses espacées en progression géométrique, de I'étalon on de I'é-
chantillon X, selon un arrangement factoriel (essais dits & 2 doses, ou 3
doses, ou 4 doses). La gamme est choisie de facon i couvrir un 9, de répon-
ses positives compris entre 10 et 90 ©. Le détail des caleuls est donné a
la Pharmacopée.

C. — Combinaison de plusicurs titrages indépendants,

Cest le cas pour lequel on pratique plusicurs déterminations indépen-
dantes du titre probable i 'aide de dosages séparés, le méme jour ou plu-

Awn, dul. Super, Sanita (1069 5, 218-281.



DESBORDES 229

sieurs jours de suite, de facon i augmenter la précision du titrage. On ob-
tient, de ce fait, plusieurs valeurs dont on a, bien siir, caleulé les limites de
confiance. On doit combiner ces résultats, en tenant compte d'un facteur
dit de pondération. La Pharmacopée donne tous les détails nécessaires pour
de tels caleuls.

D). — Limutes d’erreur.

La Pharmacopée Francaise insiste a diverses reprises sur 'importance
de la vérification de la valeur des résultats, en procédant aux caleuls de la
confiance que 'on peut leur accorder (caleul des limites de confiance, esti-
mation des limites d’errenr). Un exemple de ces derniers peut étre fourni
par la lecture de la fin de la monographie « Vitamine A » oi il est dit que les
limites d’erreur de chaque titrage sont interprétées 'aprés les résultats de
chaque essai, i Pestimation de la pente de la courbe exprimant la relation
entre le log. de la dose et la réponse ne dépasse pas huit fois son erreur type,
il faut caleuler les limites de séeurité.

Probléme de étalons

Bien entendu. ees essais Biologiques sont dominés par le probléme des
étalons. Tous ces dosages sont effectués, en effet, par comparaison des resul-
tats A celui obtenu avee un produit de référence dactivité parfaitement
définie et, bien entendu, stable non seulement dans le temps (conservation),
mais dans Uespace (les résultats doivent étre superposables quels que soient
le pays, la région, ou la saison i laquelle est exéeuté le dosage).

Comme le disait, il y a quelques années, un des experts les plus écoutés

de FOM.S. (A. A, Miues, Bull. O.M.S. 1919, 2, 211):
un étalon national ou international est une partie essentielle des définitions officielles
des pharmacopées et des réglements gouvernementaux qui font loi ou qui servent de base
ponr les actions en justice et pour les grandes transactions commercinles. 1l faut done =e

garder avee soin de toute inexactitude évitable et de toute confusion pouvant provenir d'un
malentendu duns Memploi d'un étalon .

Or, ces étalons doivent étre préparés et conservés avee beaucoup de
soin, En Franee ¢'est, comme 'indique la Pharmacopée dans hon nombre
de ses articles, le Laboratoire National de la Santé Publique qui conserve
et dispense les étalons (ou réactifs de référence). Par exemple : ACTH cf.
p. 67), préparation étalon de lobe postérieur d’hypophyse (cf. p. 68), ana-
toxines diphtérique (cf. p. 116). staphylococcique (cf. p. 119), tétanique
(ef. p. 120), Bacitracine (cf. p. 157), Benzylpénicillines (cf. p. 179), Chymo-
trypsine (p. 296), Poudre de Digitale (ef. p. 375 et p. 869), Erythromycine
(ef. p. 406), sérums antiplasma animal (cf. p. 482), Solution de thrombine (cf.
p. 183), Sulfate de Framyecétine étalonné en base étalon (cf. p. 493), Gona-

Iun. Ist. Super, Sanila (1969) 5, 218-281,
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dotrophines (ef. p. 543). Hyvaluronidase (ef. p. 589). Insuline (el p. 602).
Sulfate de Néomveme (ef. p. T21). Nystatine (el p. T40). Pénicilline G (el
pe 802). Phénoxyméthylpinizilline (ef. p. 803). anti-sérums animaux (ef. p.
824 1 969), anti-sérum humain (. p. 820 et 909} thrembase (ef. p. 825),
posthypophyse (ef. p. 870). sérums dlamimaax hyperimmunisés (ef, p. 972),
serum antirabique (ef. p. 981), éralon oxvioceique (el p. 1072). Sulfate de
Streptomyeine exprims en streptomycine hase (el p. 1107). Sulfate de DH=
(ef. p. 1111). Suspension d'étalon LP.Z. (msuline) p. 1160, Tuberculine
(ef. p. 1245). Tvrothricine (ef. p. 1253), Ges références correspondent toutes
a des notes bas de page. Les substances en italique sont des réactifs.

En ce qui concerne les étalons pour les antibiotiques. le Codex 1965
donne quelques précisions po 1011 11 expose que @

# pour un certain nombre d'antibiotiques, il existe un étalon international. érabli sous
I'egide de P'OM.S. et servant de reference pour les étalons nationaus ou étalon de travail.
Le Laboratoire National de la Santé Publique (ournit des étalons de travail etablis par rap-

port aux normes des étalons internationaus on obtenns Jraar t"ialummgt- des prepuiration-

qui hn sont confiees par rapport a ces standards |

Suit la liste des étalons internationaux de 1962, Pour plus de détails,
se reporter au chapitre IV de ce mémoire © Titrage microbiologique des anti-
biotiques.

Cette question des antibiotiques pose un certain nombre de problemes
qui doivent étre résolus si lon veat que les contrales des produits biologiques
soient valables et acceptés par tous les usagers. Nous aurons Poccasion de
revenir sur ces questions plus loin, mais d'ores et déja nous voudrions sou-
ligner divers points erutiauxs.

Le bon usage des étalons exige :

a) que tout le monde (fabricant. contrdleurs, Pharmacopée) son
hien d'accord sur le principe et les modalités technologiques du titrage adoptd
pour un produit et un étalon donnés,

b) que Pétalon soit bien adapté 4 une méthode de titrage facilement
reproductible,

¢) quiil soit d'une bonne conservation, non discutée,

d) quiil ne sont adopté quiaprés vérification pour chaque lot fabri-
qué. aprés un titrage en commun dont les résultats seront interprétés
avee caleuls statistiques valables,

¢) que I'étalon soit contrélé périodiquement au cours de sa conser-
vation.

A Tétalon doivent étre joints les problémes posés par le concept de
I'Unité biologique d’activité. Mais ¢’est la une question qui dépasse le eadre
de ce travail. Il faudrait également discuter les notions de pureté, ou d’hété-
rogénéité des substances choisies comme étalon. Nous y reviendrons plus loin,

Ann, lat, Super, Sanifa (1964) 6§, 218-2581,
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Problémes réglementaire et administranf

Enfin, ces contréles biologiques posent également des problémes régle-
mentaires et administratifs. Beaucoup ne lui sont pas propres et s'étendent
au contréle des médicaments pris dans leur ensemble,

En ce qui concerne les produits soumis aux essais dits biologiques,
on ne peut que souligner les faits impliquant Uintérét particulier que doivent
y porter les Services officiels de contréles :

a) Le maniement de certains d'entre-eux s'avére trés délicat et a
un profond retentissement en matiére d'épidémiologie. Ceci en particulier
pour les sérums et les vaceins. Bien plus, certains d'entre-eux sont d'un em-
ploi légal et obligatoire,

h) L’aspect parfois collectif de leur fabrication risque d'augmenter
considérablement le danger de leur emploi (nocivité : ef, les aceidents U.5.A.
des premiers vaceins antipoliomvélitiques — ou ineflicacité: of. les dangers
aprés une campagne de vaceination).

¢) Le fait que les divers controles préalables a oceasion dun produit
nouveau, ne permettent pas une estimation définitive du produit biologique.
En effet, compte-tenu quelquefois de 'absence d'une base scientifique direc-
tement évaluable, les méthodes de titrage sont parfois Huctantes avee Mang-
mentation de nos connaissances scientifiques.

Les impératifs de la Santé Publique font que le support administratif
nécessaire pour assurer la surveillance d'une bonne utilisation des normes
e Ta Pharmacopée doit comprendre (et ¢'est en particulier le cas en France) :

.

. — une Direction administrative et d’exéention ;
2. — des Services d'Inspection :
3. — des Services scientifiques et techniques de Laboratoire.

Ce dernier organisme <‘appelle, en France, le Laboratoire National de
la Santé Publique. Tl dispose d’un personnel hautement qualifié, dun équipe-
ment adapté a I'évolution des techniques, d'une documentation constam-
ment mise a jour. De plus, ce laborateire se maintien en liaison avee les orga-
nismes homologues des autres pays. La présence a Rome de lauteur de cet
article en est une confirmation, en ce moment,

Enfin, le Laboratoire National est en relation constante avee les orga-
nismes officiels d’enseignement universitaire et technique supérieur. Certains
de ses membres du personnel scientifique participent méme de trés prés a
Penseignement (cours magistraux, exposés techniques, éducation de sta-
utaires techniciens, ete.).

\ loccasion des contriles effectués sur les préparations biologiques
prelevées par les Services o' Inspection, les directeurs du Laboratoire National
procédent & un examen critique des méthodes d'analyse préconisées par la

Vivwre A, Sugier, Sanite (1D68) B, 218-241,
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Pharmacopée ou utilisées par les industriels pour les produits biologiques
nouveaux et présentées a locecasion de demandes d’antorisation de mise
sur le marché des médicaments spéeialisés (visa) et non déerits au Codex
(ef. plus loin).

Enfin, le Laboratoire National exerce une activité de recherche seien-
tifique dans tous les domaines concernant le contrile et la qualité des pro-
duits dits biologiques. Réglementairement, ce laboratoire doit collaborer i
la spécification des normes et des techniques d'essais envisagées pour la

Pharmacopée Francaise.

Cuaerrne 1

LA LEGISLATION EN FRANCL

La premiere allusion faite en France, aux produits d'origine bacté-
rienne, figare dans la loi de base sur Phygiéne publique en 1902 et concerne
la vaccine qui doit étre Pobjet d’un contréle d’Etat.

C'est ensuite le Codex de 1908 (5° édition) (qui succéde a celui de 1884).
lequel présente, pour la premiére fois en France. des monographies consa-
erées aux produits d’origine biclogique : sérums. vaceins et produits opo-
thérapiques. Les Pharmacopées de 1937 (6% édition). 1949 (7" édition) et
enfin 1965 (8" édition) renferment de nombreux articles et monographies
consacrées a ces substances. Pour I'édition de 1965, il convient de noter.
ainsi qu’il est dit dans sa Préface (p. 19) : « ... aprés les produits chimiques.
ce sont les produits d'origine biologique qui apportent le plus grand nom-
bre de nouveautés... ». La Pharmacopée Francaise renferme. en eflet, des
monographies sur les matiéres suivantes : Matiére médicale - Produits galé-
niques - Produits chimiques - Produits biologiques.

Diverses difficultés ayant entrainé I'impossibilité de terminer, avani
I'édition du volume de 1965, quelques-unes des monographies, la Pharma-
copée Francaise indique, dés ses premiéres pages, qu'un certain nombre
d’entre-elles seront réservées. De ce fait, on peut dresser trois listes relatives
aux produits d'origine biologique de la 8e édition. L'une a trait aux mono-
graphies nouvelles par rapport a I'édition précédente, l'autre aux mono-
graphies a I'étude. outre la liste totale,

Monographies totales dans lesquelles figurent ou bien des produits d'o-
rigine biologique. ou bien pour qui sont imposés des essais biologiques tels
que nous les avons définis dans Pintroduction : 112 ou 113 produits (dont
le détail sera donné dans les chapitres suivants).

Monographies nouvelles (par rapport au Codex 1949). Une vingtaine
de produits type Biologique, plus des matériaux divers, parmi lesquels on
note : Digitoxine - Auto-vaccins - Anatoxines diverses - Fils pour ligatures
chirurgicales - Sérums divers - Tuberculine purifiée - Vaccins divers - Vita-

Ann. Isl. Super. Sanild (1960) b, 218-251,
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mines diverses - Gonadotrophines diverses - Héparine - Hyaluronidase -
Digitale - Huile de foie de morue - Matidre plastique - Aiguilles et seringues
stériles - Bouchons pour préparations injectables, etc.

Monographies a [létude : des produits biologiques proprement dits
(extrait de bile, poudre d'organes divers), des vaccins (vaceins viraux en
particulier), des enzymes (diastase. papaine, pancréatine, pepsine, ete.),

De plus, dans les annexes diverses sont étudiées de nombreuses que-
stions intéressant les contrdles dits biologiques, notamment les suivants :

Méthodes générales d'analyses.

Partie E. — Méthodes statistiques : Interprétation statistique des essais
biologiques, p. 1625 & 1642.

Partie D, — Méthodes biologiques :
~ Dosage bactériologique des antibiotiques, p. 1601 a 1615,
- Recherche et cssai des substances pyrogénes, p. 1615 & 1618,
— FEssai de stérilité des préparations injectables, p. 1618 & 1622,
- Titrage biologique des substances histaminiques, p. 1622 a 1624,

Divers.
— Etalons d’antibiotiques, p. 1611.
— Interprétation des résultats d’analyses bactériologiques des caux,
p. 1788,
Tables pour linterprétation statistique des essais biologiques,
p- 1809 4 1815 (annexe 6).

En plusicurs endroits, des conseils et des mises en garde sur les pidges
(que peuvent receler les essais biologiques sont donnés. Nous ne pouvons
les donner tous. Ils sont du reste trés classiques et imprégnés du plus grand
hon sens, Nous nous contenterons de signaler ce qui est éerit p. 542, a I'ar-
ticle o« Gonadoteophines »

. les dosages (biologiques) peavent étre influencés par de nombreux facteurs :
ruee des animaux, conditions d’entretien, alimentation : en particulier, la vonstance du re-
gime, la températare ambiante, la saison, I'éclairage sont autant d'éléments qui peuvent
faire varier la péactivité des animaux. .. (les titrages) doivent étre effectués sur un nombre
tmportant d'animanx et tonjours comparés i 'étalon international, soit directement, soit
indirectement par Uintermédiaire d’un étalon secondaire controlé ..

Entin, la Pharmacopée Francaise invite les expérimentateurs & utiliser
largement Uinterprétation statistique des essais  biologiques, ¢ 'est-i-dire
e recourir, pour exprimer la validité de tels titrages, 4 ce que nous avons
exposé dans la partie introductive de ce travail,

Le caleul statistique est indispensable pour apprécier les résultats des
mesures [aites sur un élément vivant et obvier 4 son incertitude, Seule la
multiplication des essais peut lever le doute sur la valeur de ses données.

Inm, fab, Nuper. Sapifa (1060 5, 218.241
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Seule Ninterprétation mathématique. basée sur les éléments que nous avons
rappelés plus haut, peat conduire i des chifires valables, précisant les -
mites de la confiance que 'on peut leur accorder. indiquant si la préecision
obtenue est sufisante, si les erreurs expérimentales sont minimales et peu-
vent done étre aceeptiées. siles essais eflectucs penvent étre consideércs
comme valides, ete.

L'interprétation statistique des essais biologiques pent se faire en gros,
de deux facons : soit en accumulant les données expérimentales et en faisant
exploiter celles-ci par des ordinateurs, soit en gardant une échelle plus « hu-
maine « el en travaillant avee des gammes de doses telles que les caleuls
puissent étre simplifiés et eflectués de fucon relativement facile par un caleo-
lateur moven et une machine calenler manuelle,

La Pharmacopée Francaise a, dans sa 8 édition, Codex 1905, adopté cette
Meéthodes

statistiques — déja eitee (ef. plus haut), on peut lire, en effet, p. 1625 :

seconde solution. Dans sa partie, méthodes générales d'analyses

Outre les méthodes de caleul elussiques, parfois assez laborieuses, qui hgarent dan-
cet article. des tables ont été établies, qui permettent. i Paide de formules simplifices. d'al-
tenir. .. (ces caleuls). . . rapidement, mais avec une approximation suflisante .

Effectivement. entre les pages 1625 et 1642, plus de 33 formules sont
données toutes faites et sept tables pour Pinterprétation statistique des
essais biologiques sont données de la page 1809 & la page 1815,

Tasre 1. — Yaleur de t et 1% et de x¥.
Le exphications pour les valenrs t figurant pages 1627
et 1631 (15" ligne) notamment, t* i la page 1641 et x* p. 1640.

Tasre 11, — Coeflicients Q) et Q7 pour le rejet d'une observation aberrante,
Tanre 111, — Coeflicients pour essais factoriels,

Tasre IV, — Valeur de 1, pour le test de validité des essais.

Tapre V. — Valeur des coefficients ¢, ¢/, et K.

Les explications pour les valeurs ¢ se trouvent p. 1636
(16° ligne), ¢’ a la page 1637, et K a la page 1638,
TasLe VI. — Desage en essai croisé (explications voir p. 1638).
Tasre VII. — Transformation angulaire dlun peurcentage en degré (exphi-
cations voir p. 1640).

Les principes des essais biologiques de la Pharmacopée Francaise sont
des plus classiques et sont, bien sur. semblables @ ce qui a é1é exposé dans
la partie introductive de ce travail.

C"est ainsi qu'on peut lire p. 1627 du Codex 1965 :

« Les essai= biologiques peuvent étre divisés en deux catégories :

a) On détermine. chez deux groupes homogénes d'animaux. la dose limite d’échan-
tillon et d'étalon provoquant une réponse fixée : c'est la recherche d'un seuil dlactivite.

e, dAt Sugeeds St THNGE) &, 2iN.2%],
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b) On administre, i des groupes d’animaux, un certain nombre de doses fixes d’é-
talon ou d'échantillon et on enregistre la réponse ; celle-ci peut étre une grandeur mesurable
(augmentation de taille ou de poids d'un organe ou d'un animal, modification de concen-
tration d’une substance dans le sang. opacité d'une culture microbienne, ete....) on, au con-
traire, on peut avoir une réponse du type « tout ou rien s ('animal meurt ou survit) : on
caleule alors, pour chaque dose, le pourcentage d'animanx ayant donné une réf posi-
tive, Dans les deux cas, on pourra tracer une courbe étalon qui servirn a apprécier Uactivité

de I'échantillon .

L.a Pharmacopée donne les formules de caleul pour :

— Calenl de la moyenne des résultats, de ses limites de confiance, du
nombre de degrés de liberté, de la variance s* d’un résultat (deux formules
pour 5%, 'une simplifiée, autre accessible seulement si 'on dispose d'une
table de carrés et d'une machine i calculer), de 'écart-type. Les limites
de confiance de la moyenne sont obtenues en fonction du nombre de
degrés de liberté utilisés dans le caleul de s* et du o seuil de probabilité »
choisi, c’est-d-dire du pourcentage de chances que l'on se fixe, en géné-
rale 95 9.

Les formules détaillées pour ce groupe de caleuls sont données p. 1626
et 1627, nous vy renvoyons le lecteur.

~ Le#s formules mathématiques concernant 'élimination des valeurs
aberrantes et le remplacement d'une réponse absente, sont donnés p. 1623
et 1629,

— La détermination d'un seuil d'activité classique conduit i l'uti-
lisation de formules exposées p. 1631 (calcul des variances. des limites de
confiance), p. 1632 (les degrés de liberté, limites de confiances) et p. 1630
(activité relative).

— Les dosages avee construction de courbe étalon sont objet de

diverses formules ;

a) Précision du dosage par estimation du titre par interpolation
(réponse-dose) et précision du dosage (variance de 'erreur expérimentale)
p. 1633, limite de confiance p. 1634,

h) Essai factoriel (réponse log dose), ou la Pharmacopée précise a
la page 1035 que:

Avant de ealculer activité de éghantillon, on peut s'assurer de la validité du ti-
trage. Pour qu'un dosage soit valide, il fant:
que hypothése faite au départ sur Uactivite de U'échantillon =oit assez voisine
de la realite @
- qque les droites étalon et échantillon soient paralléles, aux erreurs expérimentales
pris .
que ln relation logarithme dose-réponse soit bien linéaire. anssi bien pour 1'é-

talon que pour "échantillon ..

Lo, It Super. Sanild (P08 §, 218251,
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Les formules de caleul sont données p. 1030 (validité do titrage. préei-
sion du titrage. limite de confiance). p. 1637 (précision du titre). Les formules
relatives aux essais incomplets (p. 16037). an dosage de plusicurs échantillons
par rapport a un étalon (p. 1638), essai eroisé (p. 1639) sont également suscep-
tibles d'intéresser le lecteur.

~— Les dosages relatifs aux réponses « tout ou rien « sont ceux qui né-
cessitent pratiquement le reconrs & U'échelle Probit (Probits - log. doses),
A ce propos, la Pharmacopée Frangaise sexprime en ecs termes :

Les probits présentent cependant un inconvénient en ce sens que la variance. au lieu
de pouveir étre eonsidérée comme constante quelle que soit la dose. comme dans les essais
décrits précedeniment. est fonction de la dose : elle est minimale pour un probit égal a 5
(20it une proportion de 50 Y ) e1 eroit quind la proportion de réagissants tend vers 0 gu 100

p. 100, 11 est done nécessaire d'ajuster la variance des réponses i chaque dose par un coel-
ficient de pondération. ce qui alourdit considérablement les ealeuls ..

Et la Pharmacopée 1965 de proposer une autre transformation : celle
dite angulaire qui a. outre Vavantage entre 10 1 90 ©, de conduire & une
courbe exactement superposable & la précédente, celui d'avoir une varianee
constante quelle que soit la réponse « ce qui permet de Patiliser directement
dans des essais factoricls «. analogues a ceux déerits plus haut.

Les formules de calenl sont données p. 1640 (validité du titrage). p. 1641
(limites de confiance),

— Les dosages qui sont des combinaisons de plusicurs titrages indé-
pendants, conduisent a Putilisation de formules complexes qui sont indiquées
p. 1041 (coeflicient de pondération). et p. 1642 (homogénéité des moyennes
des résultats divers — limites de confiance approchées — variances -— ré-
sultats moyens finals),

Ces nombreuses formules sont désormais indispensables & connaitre,
en raison de leur importance pour interprétation des essais hiologiques
sous toutes leurs formes.

Enfin. la législation francaise (Pharmacopée 1965 - Supplément 1968)
il’llpns(' certaines normes, notamment en ee qui concerne la conservation et
Iétiquetage. Ceei Sapplique en particulier & divers produits hiologiques.
C'est ainsi que pour les sérums et vaceins, certains produits d'origine san-
guine, les gamma-globulines, diverses préparations hormonales (ACTH,
insuline, ete.), des dispositions spéciales preserivent leur conservation au
frais ou a basse température (réfrigérés ou congelés).

Les normes relatives aux indications générales de température sont
précisées dans le supplément 1968 daprés ee qui a été adopté par la Com-
mission Européenne de Pharmacopée. Cest méme la le premier texte « euro-
peéen v inséré dans le Codex Francais,

M. Tsl. Supcr, Sawiti (1968) 6§, 218-2%1,
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Indications figurant & la Pharmacopée.

Temperatures
correspondantes

(=)
Congelé an congélatenur . . . &« v o v v s w s e b eas —HT A 0o
Réfrigéré ou au réfrigératenr. . . + + « s = ¢ « + o o o o 4 & P a - 6
AR v w N R RS S B AEE B e e R W 150
Température ambiante. . « . . « v 5 s 2 s o s 6w v s s T1H® X 259

De plus, notre Pharmacopée Francaise exige, pour divers produits « Biolo-
siques ». Papposition sur le conditionnement de la date limite d’utilisation.

Enfin, des régles d'étiquetage sont préeisées pour certains produits,
notamment pour des substances d'origine biologique diverses telles que
linsuline, I'héparine, les gammaglobulines, la sérum albumine humaine,
ete. Nons renvoyons le lecteur aux monographies considérées,

Mais, de nombreux produits biologiques sont justiciables de la légi-
slation francaise sur les spécialités pharmaceutiques. Le principe de celle-ci
est de soumettre a une auntorisation spéeciale ces médicaments. Diverses lois
et réglements ont institué la procédure d'abord dite du visa, plus auntori-
sation de débit, puis modifiée par celle dit d’autorisation de mise sar le mar-
ché. Nous ne pouvons nous appesantir sur tous ces points. Le lecteur consul-
tera avee fruit la Loi du 6 Aodt 1953, les ordonnances du 4 Février 1960
et la législation nouvelle de 1959-1960 : celle de 1965 et les nombrenx arti-
cles du Code de la Santé s’y rapportant.

Daprés cette réglementation, les fabricants de ces spécialités, méme
si clles renferment ou sont uniquement constituées de produits d'origine
biologique. doivent soumettre & administration. en vue de autorisation
de fabriquer et de distribuer leur produit, un dossier soumis 2 une Commission
spéciale, dite du « Visa o, qui comporte essentiellement :

1) Une demande assortie de renseignements généraux : formule
détaillée et centésimale, v compris tous les excipients, forme pharmaceu-
tigque, forme de présentation au malade (volume, contenance), indications
thérapeutiques, posologie, date de péremption, adresse des locaux de fabri-
cation, de contrdle et de conditionnement.

2) Indications techniques: fabrication, controles de chacune des
matiéres premiéres et de chacun des excipients et produits adjuvants, con-
trole du produit terminé. 5'il s"agit de produits d'origine microbienne ou
autres microorganismes, le fabricant indiquera Porigine des souches utilisées,

3) Expertises provenant d'un collége triple d'experts agréés par le
Ministre des Affaires Sociales (Santé Publique) (Experts analystes, phar-
maco-toxicologues, cliniciens) et donnant l'assurance que :

Fxpertise analytique : les analyses présentées par le fabricant (Phy-
siques, Chimiques ou Biologiques) sont satisfaisantes et reproductibles.

Ann. st Super. Saoifa (1969) 8§, 215-451,
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Eapertise toxico-pharmacologique = le produnt (ses matieres premie
res. comme le produit fini) ne présente d'une part avcune toxicite anormal
dans ses conditions normales d'emploi . done ne peat porter aveun préjudics
aux malades et. d'autre part. offre bien les caractéres pharmacodynamiques

presentés par son promoteur,

Expertise clinigue : le médecin expert doit. par un nombre suflisant
dobservations détaillées sur le malade. démontrer Uintéret  thérapeutigue
de la spécialité, sa bonne tolérance locale e géndrale. préciser le cas échéant
les contre-indications et conbirmer les indications thérapeutiques proposees
par le fabricant.

A la suite de Nexamen de ece dossier. 51 des conclusions favorables sont
formulées par la Commission compétente. une imspection sur place par
Uinspection pharmaceutique procede i la vénfication des faits avaneés par
le fabricant en ce qui concerne la fabrication du produit et son controle
(matiéres premiéres el produit fini). Des prélevements sont effectués el
adressés au Laboratoire National de la Santé Publique pour vérifications
analytiques, voire toxicologiques. STl <Tagit d"un produit dlorigine biologique,
des prélevements de souches peuvent étre effectuds,

Dans ses exigences au point de vue controle, la Commission du Visa
peut, méme en ee qui eoneerne des produits biologiques imserits a la Phar-
macopée Frangaise. étre plus exigeante que eelle-ci. Par exemple, pour des
titrages antigéniques oun des titrages dTantibwotiques, elle peut demander
au fabricant un renforcement des contrales. oun méme une modification,
Pour les antibiotiques notamment. elle peut exiger. pour e produit fini.

qu'un controle physico-chimique soit accompagné d'un titrage microbiolo-

gique. méme si le Codex ne Findigue pas.

Cuariree 11

CONTHROLES DE ROUTINE COMMUNS A ToUSs LES PRODUITS BIOLOGIOU ES

La Pharmacopée Frangaise (1965 8° édition) et son premier supple-
ment 1968, preserivent un certain nombre de controles qui sont communs
a divers produits biologiques, Nous examinerons suceessivement : le contrale
de stérilité. la vérification de Uabsence de pouvoir pyrogéne, celle d'une tolé-
rance en substances douées du pouveir histaminigue, et la recherche 'une
toxicité anormale.

A. — Essai de stérilité des préparations injectables.

Cette vérihication. appelée plus simplement controle de stérilité, est
déerite de la page 1618 a la page 1622, Elle est preserite non seulement
pour toutes les préparations injectables (d'oii son nom officiel), mais aussi

Mnn, Tsl. Super, Sunita (196%) 5, 218-2x1,
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pour un certain nombre d’autres substances, préparations diverses, ou méme
des objets de pansements et assimilés ou encore certains matériaux.

Le Codex précise :

« L'essai de stérilité a pour but de déceler les contaminations par micro-organismes
pouvant soniller les solutés injectables et les préparations ayant été soumis & une stérili-
sation ou préparés aseptiquement. En raison de la diversité des moyens de stérilisation et de
la nature des préparations examinées, ainsi que de I'activité bactériostatique de certaines
substances, les essais décrits sont adaptés anx cas particuliers et d'antres techniques, notam-
ment celles des membranes filtrantes, peuvent étre utilisées .

Le Codex francgais déerit successivement :

I. Les Milieux de culture. — Il est précisé, bien entendu, qu’il s’agit
de milieux dont on doeit vérifier les qualités nutritives. Les pages 1618, 1619
et 1620, donnent quelques formules de milienx successivement pour les re-
cherches des germes aérobies (Bouillon peptoné salé., idem mais additionné
d’un extrait hydrosoluble de levure autolysée, Bouillon peptoné salé,
glucosé a 2 9, et milieu solidifié a la gélose), des germes anaérobies (Milieu
viande-foie glucosé, liquide ou solidifié, Milieu gélosé, nitraté et glucosé),
pour celles mixtes des germes aérobies-anaérobies (Milieux réducteurs a
I"acide thioglycolique ou A I'hydrosulfite de sodium) et, enfin, des cham-
pignons microscopiques : moisissures et levures (milien liquide et milieux
solidifiés).

II. Le mode opératoire, en séparant le cas des suspensions, solutés
aqueux, ou poudres, tous étant répartis sous leur forme pharmaceutique, et
le cas des solutés huileux. La Pharmacopée décrit tour a tour les quantités
a prélever en volume puis par lot. Il est précisé que le prélévement doit étre
représentatif du lot (3 unités par lot de 100 ; au-dela, on préléve une unité
par fraction de 50. avec un maximum de 10 unités pour les lots importants).
Les caltures sont portées & + 379 C (le cas échéant a des températures infé-
rieures pour des produits ayant été an cours de leur préparation, ou étant a
base de matiéres premiéres cryophiles, portés un temps plus ou moins long a
basse température). Les ensemencements sont conservés au moins 7 jours A
Iétuve. Ce qui sous-entend que le Contréleur d’Etat peut vérifier ces essais
pendant plus de 7 jours, dans le but de rechercher des germes ayant surviécu
4 une stérilisation mal conduite ou & lattaque d’antiseptiques insuffisants.
Enfin, il est donné quelques détails, en cas de doute des résultats d'un
premier controle et de la répétition des essais.

Le lecteur qui désire obtenir des détails complémentaires pourra se
reporter au texte officiel dont nous avons donné ci-dessus la référence.
Enfin, des indications particulitres concernant le controle de la sté-

rilité de certains matériaux sont données p. 124 du supplément 1968. Nous v
reviendrons plus loin,

Loam, st SuNer. Sanild (1969) §, 218-281.
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Substances. matériel et produits divers soumis a ce controle de stérilite.
On peut dresser la liste suivante ;

— L eing anatoxines de la 8 édition du Codex,

— Llantigéne méthyvlique tuberculeus.

— Certains antibiotiques (notamment Chl d'auréomyeine (%), Ba-
citracine, les 5 présentations de Pénicillme du Codex. le sulfate de Néamn -
eine, la Novobiocine monosodique - suppl. 1968 - la Streptomyeine et la
D.H. Streptomveme®. Chl. de Terratungine on d'oxviétraeveline - suppl
1968 -, Chl. de tétracveline).

— Les auto-vaceins,

— Les fils chirurgicaux et produits assimilés comme les laminaires
(catguts, erins, fils, sotes, ete.), 1l s agi d'un essai de stérihe classique. avee
toutefois quelques variantes concernant le volume des milicux de eulture,
divers conseils coneernant inelinaison des tubes, ete. (ef. Codex 1905, p. 261,

— Les collyres,

— Toutes les préparations injectables.

— Les produits sanguins d'origine humame (plasma humain, sérum-
albumme humaine, fibrinogéne, ete.). A ce propos, le Codex francais précise
qu ancun antiseptique n'est toléré pour ces produits (ef. édition 1965, page
824 et 968). Clest notamment a leur sujet que la Pharmacopée indique en
note bas de page. a la page 1621, que les températures de contrale pourront
etre aun-dessous de - 370,

— Les gonadotrophines,

— Divers enzymes, notamment hyaluronidase,

— Divers produits opothérapiques, en particulier Pextrait de foie
inpeetable. les solutés des diverses mmsulines. ceux de para-thyroide, de lohe
postérieur d'hypophyvse, cte,

~— Les huit sérums thérapeutiques figurant & la Pharmacopée,

— Certains solutés injectables nomément désignés. comme  divers
solutés d*éléments radio-actifs : '"“Au, “Phosp. de Na, ete,

— Différents  produits  réactogénes d'origine  bactérienne  (Toxine
diphtérique, Tuberculines brute et purifice),

— Les treize vaceins inscrits a la Pharmacopée,

— Les objets de pansement stériles (ouate, gaze. compresses, ete.),

— Les seringues, aiguilles, objets en matiére |:|ar~liqlll' stériles. Les
détails sont donnés p. 1390 (édition 1965) et p. 124 (suppl. 1968). 11 est no-

(*) A signaler ici une anomalie. L’édition de 1965 de la Pharmacopée proposait une
technigue aunjourd’hui dépassée, avec extraction au kaolin, centrifugation stérile, ense-
mencement sur milicu viande-foie et glucose-peptone, Le suppléement 1968 annule ce procede
el renvoie aux essais de stérilité classiques.

A, Ist, Super, Sawitd (1969) 5, 218-28),
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tamment précisé que le contrdle de ce matériel se fera par prélévement de
39, du lot de stérilisation, avec un maximum de 10 unités, seringue ou
aiguille. Il est en outre indiqué que [lefficacité du procédé de stérili-
sation est vérifié, de plus, par la présence de matériel témoin contaminé
avec des germes particulitrement résistants au mode de stérilisation
adopté. Le texte fait ici nettement allusion aux moyens utilisant les
radiations et & certains germes de collection résistant aux radiations

(ef. p. 124, suppl. 1968).

B. — Recherche ou Essai des substances pvrogénes.

Le Codex 1965 précise, pages 1615 et suivantes, que I'absence de sub-
stances pyrogénes (ou pyrétogénes en frangais) dans 'eau pour prépara-
tions injectables, ou dans les solutés aqueux, se vérifie en injectant un cer-
tain volume de ces préparations a des Lapins. Ceux-ci ne doivent pas pré-
senter d’hyperthermie dans les conditions fixées par la Pharmacopée. Depuis
la rédaction de ce texte, I'application de cette recherche a été étendue a
d’autres produits et méme i certains matériaux (bouchons, réeipients, ma-
tieres plastiques, ete.).

La Pharmacopée Francaise précise p. 1616 (1965) que les solutés injec-
tables présentés sous un volume supéricure ou égal a 125 ml, ou portant
l'indication « apyrogéne », doivent donner des résultats non positifs a cet
essai, Il existe, précise le Codex :

«des cas particuliers oii il est nécessaire d'ajouter une subtsance déterminée pour con-
trebalancer 'action toxique du soluté. Reportez-vous alors aux monographies correspon-

dantes. Quand certains solutés injectables de volume inférienr sont soumis au méme essai,
I'indication en est portée aux monographies particuliéres ».

Le Codex francais précise ensuite les conditions de |'essai en procédant
successivement a 'étude des points suivants :

Choix de I'animal. — (Lapins miles ou femelles, pesant au moins
1.700 grammes, ete. pour les détails, classiques du reste, ef. p. 1616).

Choix du matériel. — Thermomeétres, seringues, aiguilles, appareils
de contention (cf. p. 1616 et 1617).

Technique de Uessai qui devra porter sur un lot de trois Lapins avee
précisions (toujours trés classiques) sur la préparation des animaux, la prise
de température rectale témoin, et, enfin, la pratique de 'eszai de la pré-
paration (p. 1617).

Interprétation des résultats. — Le Codex précise deux points : I'essai
est valable :

1) si aucun des Lapins ne révéle une élévation de température
égale ou supérieure a 0,60°C et :

Inn. Isl. Super. Sanild (1969) 5, 218-281,
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2) sila somme des trois températures ne dépasse pas 1,490,
Sont ensuite indiquées les conditions pour lesquelles Pessar doit etre
recommence. Pour les détails. nous renvovons le lectenr p- 1618 de la Phar-

macopeée Francaise 19075,

Substances. matériel et produits divers soumis a cet essai.

O peuat dresser la histe suivante :

— Divers antibiotiques  (Auréomyeine  chlorhydrate.  Bacitracine,
les cing présentations de Pénicilline. Néomyeine sulfate, les streptomveines
— Strepto, et DUHLS, —, la Tétracyeline ehlorhydrate).

— Eau pour préparation injectable,

— Les gonadotrophines inserites au Codex.

— L’héparine,

— L’hvaluronidase.

— Les produits sanguins d'origine humaine comme le plasma humain
normal (la température du lapin isolé ne doit pas augmenter de — 1,100 -
cf. p. 824). la sérum-albumine humaine. le fibrinogéne,

— Tous les solutés injectables.

— Mention particuliére des préparations injectables d'extraits de foie.

- La Thioeolchicoside (p. 97 du supplément 1068),

— Les bouchons pour récipients destinés aux produits injectables
(p. 1397 édition 1963).

— Les récipients en matiére plastique (p. 1396 édition 1965). Dans
cc dernier cas, il est précisé que Pessai doit étre eflectué sur un liquide obtenu
apres v avoir placé la matiere plastique coupée en morceaux et avoir soumise
a un autoclavage de 45 minutes a 12000,

C. — Titrage Biologique des substances histaminiques.

La Pharmacopée Francaise exige. pour un certain nomhre de produits,
pratiguement Pabsence de substances douédes dactivité histaminique ou

une tolérance de teneur. Le détail de eette recherche est donné & Particle
« titrage » p. 1022 er suivantes. Il est notamment préeisé ce qui suit :

« Ce titrage est effectué sur un fragment d’iléon de Cobaye maintenu en survie dans
une solution nutritive. L'addition d’atropine & cette solution supprime les contractions
spontanées éventuelles de 'organe et le rend insensible & des substances telles que acétyl-
choline dont les effets pourraient interférer uvee ceux de 'histamine. Dans ces conditions,
T'addition au liquide du bain de quantités eonvenables d’histamine provoque des contrac-
tions de 'organe d’amplitude croissant avee la concentration de la solution. En opérant suc-
cesgivement avee différentes doses d'une solution de chlorhydrate d’histamine de concen-
tration connue et avec différentes doses de la solution 2 titrer. on cherche & obtenir une
égalitée d'amplitude de denx réponses obtenues respectivement avec les deux sortes de sub-

Ann, sl Super. Sanitd (1969) 6, 218-281,
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stances. Le rapport des doses ayant entrainé ces réponses égales permet de calculer la teneur
en histamine de la solution & titrer. On s’assure, en fin d’expérience, de la nature histami-
nique de la contraction obtenue avee la solution inconnue en constatant que cette réponse
n'apparait plus aprés addition au bain d'une quantité convenable d'une subtsance anti-
histaminique » (par ex.: la mépyramine) o

Et la Pharmacopée décrit successivement les réactifs : solution iso-
tonique nitritive (solution meére et solution diluée préte a Pemploi — ef.
p. 1623), puis la technique. Pour les détails, nous renvoyons le lecteur aux
pages 1623 et 1624 du Codex francais (édition 1965).

Parmi les produits qui ne doivent pratiquement pas contenir de sub-
stances type histaminiques, ou qui sont soumis a des normes de tolérance,
citons :

— Des antibiotiques : Bacitracine, Sulfate de Néomyecine, Sulfate de
Streptomyeine, Dihydro-streptomyeine (D. H. S.), Framycétine (sulfate).

— Des enzymes : (Chymotrypsine, Trypsine).

— Un amino-acide : Chlorhydrate d'Histidine.

— Des substances d’origine opothérapiques : (Extrait de foie et pré-
paration injectable d'extrait de foje, soluté injectable d’A.C.T.H., soluté
injectable de lobe postérieur d’hyvpophyse).

— Une substance d’origine animale : (I'héparine).

La Pharmacopée indique une teneur par gramme de substances hista-
miniques évaluée en Chl. d’histamine. Le tableau ci-dessous rend compte
de ces exigences,

Tasreau [.

Normes de tolérance en substances histaminiques.

Bacitracine (p. 159), pas plus de 33 ug par gramme. ‘
Sulfate de Néomyecine (p. 724), idem. |
Sulfute de Streptomycine et D.H.S. (p. 1114), idem. ‘
Sulfate de Framycétine (p. 196), pas plus de 30 ug par gramme.

Chymotrypsine, pas plus de 1 ug pour 10 U. d'activité enzymatique (p. 295). ‘
Trypsine, idem (p. 1241).

Chl. d'Histidine, pas plus de 10 pg par gramme (p. 572).

Extrait de foie (p. 160), pas plus de 300 pg par gramme, rapporté a Uextrait |
‘ anhydre.

{ Préparation injectable d'extrait de foie (p. 885), pas plus de 20 g par gramme. }

‘ ALCT.H. et soluté injéctable d*A.C.T.H. (p. 68 et 1062), pas plus de 1,25 de g
par Unité ACT.H.

‘ Héparine, pas plus de 10 ug par gramme (p. 560).

Luer, s, Swuper. Sawita (1989) 5, 218-241,
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. — Recherche d une toxicité anormale .

La Pharmacopée Francaise [ait procéder. pour diverses substances
(drogues diverses. produits chimiques. matiére plastique. ete)) a la recherch
dune toxiendé anormale par essais sur des animaux de laboratoire (Souris.
Lapins. Cobayes le plus souvent), 1l n'est pas mdiqué de méthode générale.
A chaque article mentionnant cet essai, il est stmplement prée

s¢ les condi-
tions qui doivent étre remplies. 11 est parfois mentionné, en cas de réponse
difficilement interprétable d’un premier résultat, les conditions qui imposent
une reprise de Pessai. En fait, il sagit des éprenves jadis appelées o essai
dlinnocuité o et que Non a remplacées par lexpression o toxicité anormale .
Il s"agit plus généralement de vérifier soit absebee d une toxicité «anormale s
pour les conditions normales demplot du produit, soit d*étadier la toxicité
aiguit d'une substance particulicre (par exemple aconit on ses préparations).
Parfois également il s'agit d'examiner le caractére spéeifique d'une drogue
(p. ex. Vinsuline par étade de la cessation des convulsions hypoglyeédmiques
sous action du glucose). Tous ces caractéres particuliers seront exposés plus
loin lors de Fexamen du controle biologique de ces drogues spéetales,
Nous désirons simplement. dans le présent chapitre. exposer les grandes
lignes du contrile toxicologique tel que le comprend le Codex francais.
Comme pour toute étude de ce type. les protocoles envisagent les points
sulvants :
1) Choix de animal.
2) Prée

3) Détermination du volume injecté et voie choisie,

sions sur le nombre et le poids des sujets.

4) Temps d'observation de Panimal.

Le plus souvent. 'éprenve est basée sur lobservation brutale de la con-
statation de la vie ou de la mort de Fanimal, Parfois, des détails sont donnés
sur la surveillance du poids. Quelquefois, pour certaines substances. des
vérifications particuliéres doivent étre faites coneernant apparition ou non
de svmptomes spéciaux (paralysie, convulsions, ete.). Pour quelques produits,
des examens spéeiaux sont ajoutés (par ex.: absence d'eflets néerosants,
ou d'effet hémolytique : Anatoxine staphylococcique). La encore, tous ces
détails particuliers seront rapidement exposés lors de Pétude particulitre
de ces produits (voir plus loin). Enfin, dans quelques cas spéciaux, une pre-
cision extréme est fournie concernant notamment le solvant, la seringue, le
diamétre et la longueur des aiguilles, la durée de la manipulation, I'alimen-
tation et les conditions de conservation des animaux (exemple : Novar-
gsenobenzéne, p. 719).

Toutefois, quelques précisions peuvent étre d'ores et déja données con-
cernant 'ensemble de ces essais.

Ann, Isl. Super. Sanitd (1969) 5, 218-251.
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Animaux de laboratoire.

Ceux le plus souvent cités sont :
— Souris, utilisées dans 33 essais.
— Cobayes, utilisées dans 25 essais.

— Lapins, utilisées dans 5 essais.

Voies d’injection.

Elles sont toujours indiquées. Parfois, des précisions sont données en
ce qui concerne la vitesse d'injection. Par exemple, dans I'essai de toxicité
aigué sur la souris, pour le sulfate de Framycétine il est indiqué p. 494, que
la durée d'injection doit étre d’environ 10 secondes. Pour la Streptomycine
(p. 1113), il s'agit de 5 secondes. D’autres exemples pourraient étre cités,

Ce sont, bien entendu, les voies les plus classiques, soit :

— Sous-cutanée, préconisée 15 fois,

— Intra-veineuse. préconisée 13 fois,

~— Intra-musculaire, préconisée 2 fois,

— Intra-péritonéale, préconisée 2 fois.

— Dans un article, aucune précision n’est donnée: on indique seule-
ment « voie parentérale ne

Temps d’observation des animanx.

Il est variable suivant le but recherché au point de vue toxicologique.
Le plus souvent, il s'agit de surveiller les animaux 48 heures on 7 jours.
Mais des cas particuliers font qu’il est parfois demandé un examen a des
périodes différentes (p. ex.: 6 mois chez des cobayes pour vérification d’'ab-
sence de Mycobactéries pathogénes, 21 jours pour le vaccin antipesteux, ete.).
Parfois encore, des vérifications spéciales sont demandées par autopsie des
animaux (p. exemple pour le vacein antipesteux : notation de 'absence de
lésions pesteuses, ete.). Enfin, dans certains cas, le Codex francais demande
la détermination de la DL/50 (ex.: vacein anti-amaril, Aconit napel-racine,

Novarsenobenzéne).

Interprétation des résultats,

Comme nous le disions plus haut, la Pharmacopée est assez discréte
sur ce point. On trouve rarement mention des conditions dans lesquelles
'examen doit étre repris, un premier essai étant considéré comme insuffi-
sant de par ses résultats. Toutefois, on trouve, dans quelques monographies,
diverses indications sur ce point. Par exemple, pour 'étude de la toxicité
éventuelle des matiéres plastiques, on pratique une injection intra-veineuse

Iun. {8, Super. Sanitia (1969) 5, 218281,
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a o osouris de 20 g d'une solution convenablement préparée (voir plus loin).
On ne doit pas observer de signe diintoxication au bout de 4 heures. 24
heures et 48 heares. Sioeet essai n'est pas coneluant. on doit refaire le mém
sur 10 souris. Celles-er doivent étre en vie au bout de 48 heures. Dans ces

conditions. le contrdle est considérd comme satisfaisant,

Produits pour lesquels cet essai est demande,

On peut dresser la liste suivante, avee Uindication o Pamimal utilisd

Aconit (racines) et teinture d"Aconit (Souris).

ALCT.H. et son soluté injectable (Souris).

Les eing anatoxines du Codex 1965 (Cobayes. Souris. Lapins).

Antigéne méthylique (Cobave).

Divers antibiotiques @ Auréomyeine (Souris). Bacitracine (Souris).
les diverses Pénieillines {.":m.lri.-}. les 3 l“;r_\ﬂl'l'lllnl\l'l'nt'r-' l:lmm'. l!l‘l:l')illllﬂh’ vl
stéarate) (Souris). Sulfate de Framyedune (Souris). Sulfate de Néomyeine
(Souris). Nystatine, (Souris), Spiramyeine (Souris). Streptomyeine o DUHS.
(Sonris), Tétracyeline (base et chlorhydrate) (Souris).

— Les produits dCorigine humaine tirés do Sang (Fibrinogene, -
globulines humaines. Plasma humain normal citraté desséehés sérum-al-
bumime humain). (Tous sur Souris. saul sérum-albumine qui se fait sur Souris
ou Cohaye),

Les huit sérums thérapeatiques da Codex (Cobaye).
— Des produits chimiques : Novarsenohenzeéne  (Souris). Suramine
sodique (Sourix).
Llinsuline (Lapin).
Les Tubereulines (Cobave).
Les treize vaceins du Codex (Cobaves. Souris, Lapins),

— Les mati¢res plastiques (épreuve sur souris. aprés passage du
plastique coupé en morceaux, placé dans 'eau ot autoclavé 45 minutes G
1200 C. pour les détails voir Codex 1965, p. 1395).

Le leeteur intéressé par le détail de Fensemble de ces essais, se reportera

i la Pharmacopée Frangaise, pour la leeture de chacune des monographies.

Cuaverse 1L

TITRAGE DES SERUMS ET VACUINS

La 8" édition de la Pharmacopée Francaise de 1905 est relativement
pauvre en sérums et vaccins, Cest parce quiun certain nombre des articles
concernant ces produits hiologiques ont é¢ réservés, n'étant pas comple-

tement terminés au moment de Pimpression de cet ouvrage. Tls paraitront

tow, Isf, Super, Sanita (19649 §, 218-251,
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sous peu dans un des suppléments, soit dans la 9° édition. Il s’agira notam-
ment des vaccins viraux (contre la poliomyélite, la rougeole, ete.). De plus,
les titrages antigéniques d’un certain nombre des sérums et vaccins figurant
dans la présente édition de 1965, sont a reprendre complétement. Les nou-
velles rédactions sont en cours d'exécution et pratiquement les contriles
qui figurent dans cette 8° édition sont déja remplacés. Les titrages antigé-
niques sont rapprochés des normes O.M.S. internationales, 'interprétation
statistiques y est mentionnée. Il s’agit notamment des anatoxines diphté-
rique et tétanique, des vaceins anticoqueluchenx, B.C.G. ete,

Du reste, l'obligation d’obtenir en France le visa ou l'autorisation
de mise sur le marché de tous produits médicamenteux connus sous le
nom de spécialité pharmacentique (méme pour les produits inscrits aun
Codex) (voir plus haut les détails déja donnés sur ce sujet), fait que la
Commission compétente exige déja 'application de ces nouvelles normes
encore officicuses, mais déja en usage. Dépassant donc, dans ce chapitre,
le cadre étroit de la Pharmacopée, nous signalerons au passage ces points
spéciaux.

Quoi qu’il en soit, en son état actuel, le Codex francais 1965 comporte
les monographies suivantes :

— Cing anatoxines (Botulique, Diphtérique, Diphtérique et Téta-
nique mélangées, Staphylococeique, Tétanique).

— Des auto-vaceins.,

— Huit sérums thérapeutiques d’animaux hyperimmunisés (anti-
gangréneux, anti-rabique, anti-rouget, anti-tétanique, anti-venimeux, anti-
diphtérique, anti-charbonneux, anti-botulique).

— Treize vaccins (anti-amaril, anti-cholérique, anti-coquelucheux
adsorbé, anti-pesteux, anti-rabique, anti-rickettsien, anti-staphylococcique,
anti-streptococecique, anti-typho-paratyvphoidique A et B, anti-variolique,
B.C.G.., anti-grippal, mixte D.T.T.A.B.).

[l n’est pas question dans cette publication, déja suffisamment longue,
de donner le détail de tous ces contriles et singuliérement des titrages. Nous
nous contenterons d'indiquer successivement les principes antigéniques de
ceux-ci. Le lecteur est prié de se reporter aux articles de la Pharmacopée
Frangaise dont nous indiquons la pagination pour la 8e édition (1965).

\. — Les anatoxines et les rvaccins.,

. Anatoxine botulique (p. 114).

a) Conuréles inscrits au Codex - Stérilité (cf. p. 1618) - [nnocuité :
Sur 3 cobayes (injection de 5 ml, voie sous-cutanée) ou 3 souris (2 ml. voie
idem) ; observation 7 jours,

Vobwr, Bal, Super, Seoaild (10090 5, 2132581
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b) Titrage antigénique : Sur 3 cobaves de 400 g, par voie S.C.. injec-
tion de 3 doses d’anatoxines adsorbées sur phogphate de caleium a 5 jour-
dintervalle. Eprenve de résistance. 10 jours aprés la derniére injection &
10 D.M.M. /cobave ou a 100 D.M.M, /souris.

2. Anatoxine staphylococcique (p. 117).

a) Contréles inscrits au Codex - Hh’-r.:'h'rr" (cf. p. 1618) - Innocuité par
vérifications diverses. Absence de toxieité anormale sur lapins (spécialement
sélectionnés pour leur taux bas en antitoxine staphylococcique). mjection
de 4 ml par voie LV, et observation 3 jours. Absence effet nécrosant. sur des
lapins de méme type, injection 4 ml par voie 5.C. et de 0.2 ml par voie 1.1,
Etude de la peau pendant 3 jours. Absence effer hémolvtique. contre des glo-
bules rouges de lapin.

b) Fiudes antigéniques. Le Codex préconise la détermination du
pouvoir de combinaison et un titrage antigénique proprement dit.

Pouveir de combinaison : il £'agit de préeiser la plus petite dose d’ana-
toxine qui provoque une hémolyse compléte de globules rouges de lapin.
Un mélange de 2 U.A. d'antitoxine et des dilutions diverses de I'anatoxine
i éprouver (contact : 30 minutes a -+ 370 C) est mis en contact avee la toxine
staphylococcique et des hématies de lapin (lecture aprés contact, 1 heure
a + 370 ().

Titrage antigénique : sur 3 lapins (sélectionnés ef. ci-dessus) injection
de 3 doses d'anatoxine, voie S.C., 4 jours d'intervalle (I ml, 2 ml, 4 ml).
Prélévement et pool des sérums au 7e jour, contre toxine staphylococcique.
Le pouvoir antitoxique doit se situer entre 2 et 4 UA, /ml.

3. Anatoxine diphtérique (p. 115).
a) Contriles inscrits au Codex - Stérilité (cf. p. 1618) - Imnocuité sur
cobave, injection 5 ml (voie 8.C.). observation 7 jours,
b) Titrage :
— par floculation sclon Ramon, résultat exprimé en Lf (au mi-
nimum 30 Lf'ml) ;
— par titrage biologique sur le cobaye (tvpe « Stimulans method 1)
10 cobaye 250 g, 2 injections S.C. de 1 ml, chaque injection séparée par 15
jours : aprés 15 jours, saignée et pool des sérums contre toxine étalon. Le
pouvoir antitoxique devra ére au minimum 0.5 U.A./ml

¢) Titrage envisagé pour le futur, mais déja préconisé officicusement
(non Codex pour l'instant).

Anatoxine diphtérique simple (principe « Challenge method 1),

Ann, Iul, Super, Sanita (1968) 5, 218251,
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Technique en 6 points, log dose-réponse (3 pts étalons, 3 pts anatoxine
x). Cobaye de 300 a 350 g, 126 cobayes au total, unique injection de 1 ml,
voie S.C.. Challenge 28 jours aprés avec une dose de toxine de 20 DL 50 au
moins. Numération des survivants entre la 96e heure et les 10 jours suivants.
Caleul du résultat par méthode statistique (Tables de la Pharmacopée Fran-
¢aise ou tables de Wilson et Worcester, ou toute autre).

Anatoxine diphtérique adsorbée (méme principe).

4. Anatoxine tétanique (p. 119).

a) Contréles inscrits au Codex - Stérilité (cf. p. 1618) - Innocuité sur
5 cobayes de 300 g, injection de 5 ml (voie I.M.), observation 7 jours.

b) Titrage :
— par floculation selon Ramon, résultat exprimé en Lf (au mi-
nimum au moins 15 Lf/ml) ;
— par titrage biologique, sur le cobaye (type « Stimulans method »)
10 cobayes 300 & 400 g, 2 injections S.C. de 1 ml chaque séparée par 15 jours ;
aprés 15 jours saignée et pool des sérums contre toxine étalon. Le pouvoir
antitoxique devra étre au minimum de 0,5 U.A./ml.

c) Titrage envisagé pour le futur, mais déje préconisé officieusement
(non Codex pour l'instant).
Anatoxine tétanique simple (principe « Challenge method »).
Technique en 6 points (cf. ci-dessus, anatoxine diphtérique) soit sar
cobayes de 300 a 350 g, 126 cobayes au total; soit sur souris de 16 a 18 g, de
race convenablement choisie, 126 souris au total. Pour les deux cas, unique
injection de | ml, voie S.C., challenge 28 jours aprés avee une dose de toxine
de 20 DL 50. Numération des survivants au bout de 10 jours. Caleul stati-
stique des résultats comme il est dit pour I'anatoxine diphtérique.

Anatoxine tétanique adsorbée (méme principe que ci-dessus, mais
sur la souris de 16 a 18 g seulement). 126 souris par titrage, injection unique
de 1 ml, voie S.C., challenge 28 jours aprés avec une dose de toxine de 20
DL 50 au moing, numération des survivants au bout de 10 jours. Caleul
statistique comme il est dit plus haut.

5. Mélange mixte anatoxines diphtérique-tétanique (p. 116).

a) Controles inscrits au Codex - Stérilité (cf. p. 1618) - Innocuité sur
6 cobayes : 3 sont injectés par voie [LM.. 3 par voie 5.C, Observation : 7 jours.
h) Titrage :
— par floculation selon Ramon, résultats exprimés en Lf (au
moins 15 Lf/ml pour la diphtérique et 10 Lf/ml pour la tétanique) :

lom. Fat. Stuper. Sowita (1989) 5, 218-281.
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par titrage biologique sur le cobave (type © Stimulans method )
10 cobayes de 300 4 400 g 2 injections S.C, de 2 ml separces de 15 jours
apres 15 jours. saignée et poal des sérums contre chacune des 2 toxines
étalons. Le pouvoir antitoxique desvra ¢tre ao moins de 0.5 1A ml pinn

chacune des anatoxines,

6. Vaccin anti-amaril (p. 1257)

Il €agit d'un vacein & base de la souche 17 D du viras de la Frivee
Jaune, constitué a partir d'une suspension agquense de tissu dlembryon e
poulet imoeculé avee la souche 17 D et convenablement traite,

a) Contrales du Codex - Stérihite (ef, po 1618) - Tnnocuité. Sur cobave
de 250 4 500 g injection 1P surveillanee 7 jours,

b) Titrage dcetivité : Sur souris, par voie imtra-cérchrale. par déter-
mination de la DL 500 Chagque dose svaccinale doit contenir au moins 500

DL 50 souris,

7. laccin anticholérique (p. 1258).

Il sagit d'un vaccin contenant 1ibrio choleroe S en quantité sufhi-
sante, de souche Inaba et Ogawa (en nombre égal) ou de toute autre souche.
contenant des antigénes O, Les permes sont tués suivant une technigque
appropriée,

a) Contréles inserits au Codex - Stérilité (ef. p. 1018) - Innocuiti :
par injection S.C. 4 6 souris observées pendant 7 jours,

b) Titrage d'activité : Par détermination d'un indice  dimmunité
basé sur les rapports d’une sorte de DL 50 du vacein expertisé et dun vacein
témaoin étalon. Cette DL S0 se fait sur deux lots de 530 souris recevant chacun
Fun des denx vaceins préeédents. 15 jours apris. chacun des 2 lots recoit.
par voier 1P, des doses croissantes de dilution de Vibrio choleroe virulent.
On en déduit les 2 DL 500 dose de germe (taux de dilution) pour laquelle
50 ¢ des souris sont tuées, Llindice dlimmunité doit étre supérieur a 10,

8. Vaccin anticoquelucheux adsorbé (p. 1259): A base de Bordetella
pertussis tucs.

a) Controles inserits au Codex - Stérilité (ef, p. 1618) - Innocutté : par
inocalation de T ml (voie S.C.) de 15 4 20 g. On doit constater que la légére
perte de poids des premiers jours suivant Pinjection est compensée en
2 semaines,

b) Vérification de lantigénicité : En 1965, le Codex n'avait retenu
que le taux suffisant du pouvoir agglutinant du sérum des souris vaccinées,

¢) Contréles envisagés pour le futur. mais d’ores et déja vxigés pour
le vaccin eirculant en France (non Codex pour Iinstant).

A, Twl. Nuger. Sownibo (19001 5, 218-281.
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— Contréle d’absence d’activité toxique anormale : par inoculation
de 5 ml (voie 1.P.) a un lot suffisant de souris d’une race a eroissance rapide
(10 souris au moins de 14 i 16 g). Pas de perte de poids en 78 heures. Gain
d’au moins 3 g au 5" jour.

— Titrage antigénique : protection de la souris (souche convena-
blement choisie) inoculée par voie intra-cérébrale ou sous-occipitale avee
une souche de Bordetella pertussis (convenablement choisie pour sa virn-
lence) par le vaccin. Usage de lots suffisamment importants pour permettre
I'exploitation statistique des résultats,

9. Vacecin antipesteux (p. 1269) : Vacein vivant a base de Pasteurella
pestis, souche V.V. 70.

a) Contriles demandés par le Codex - Contréoles de pureté baciériolo-
gique : par ensemencement sur gélose nutritive et bouillon portés 3 jours
a + 370C. On ne doit par trouver d’autres germes que ceux du vaeein.
Innocuité : par injection par voie S.C. du vacein & 2 souris et 2 cobayes,
Surveillance pendant 21 jours. Les animaux doivent rester vivants et on ne
doit pas retrouver de Iésions pesteuses aprés sacrifice et autopsie.

b) Contrile d’efficacité : Vérification de la protection de souris et co-
baye contre une souche virulente de Past. pestis ou une suspension de rate
pestense,

10. Vacein antirabique (p. 1261) : Vacein vivant a base de la souche

historique Pasteur du 19/11/1882 (virus rabique).

a) Contriles demandés par le Codex - Stérilité (ef. p. 1618) Innocuité :
virifiée par injection (voie S.C.) a4 6 lapins de 2 kg. Observations un mois.

b) Contrile d’activité :

— Protection de lapins vaceinés par voie S.C.. 20 jours consé-
cutifs, contre un virus fixé, injecté par voie intra-céréhrale.

— Idem souris vaccinées par voie [LP. pendant 14 jours consécutifs,
contre un virus fixé, injecté par voie intra-cérébrale.

L1, Vaecin anti-rickettsies (p. 1263).

[l s'agit d'un vacein contre le typhus exanthématique, & base de
germes cultivés sur poumon de lapin, tués et formolés.

a) Contriles demandés par le Codex - Stérilité (cf. p. 1618) - Innocuité :
sur souris, cobayes, par voie S5.C.. observations pendant 7 jours,

b) Contrile d’antigénicité :

— Etude de la montée des agglutinines anti-rickettsies chez des

anmimaux vaceinés (cobayes de 300 g, recevant 3 injections de | ml a 8 jours
dintervalle et saignée le 15" jour).

Loows dnl, Sugees. Neiitd (1Y 5. 218-281 .
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Ftude du pouveoir neutralisant du sérum de PFanimal vaecin
(eohayes. voir ci-dessus) par injection. sous la peau du lapin, d'un mélang

de co sérum et de doses varides de Rickettsies,

12, Vacein anti-Staphylococeique (p. 1265).
Il agit d'un vacein toé, tel quun ml doit contenir 6 milliards de
Errmes.
Contrales du Codex : Stérilité (ef. p. 1618) - Innocuité, sur denx cohayes
de 300 g injection de | ml. Les animaux doivent retrouver leur poids initial

au Téme jour,

13. Vacein anti-Streptococeigue (p. 1260).

Mis a part le changement de germe. cet article est identique au pré-
eédent.

1d. Vacein anti-tvpho-paratyphoidique 4. B. (p. 1266) ou vacein T A B,
préparé a partir des 3 germes tués 1 heare 4 -+ 560 C et qui contient des
facteurs antigéniques O, H et Vi (T). Sa composition est telle quun ml con-
tient 750 millions de Salmonella tvphi. 250 millions de Salmonella paratyphi
A et 500 millions de Salmonella paratyph: B.

Contrale : Stérilité (ef, p. 1618) « Innocuité. par injection au cobaye de
300 g et vérification de la reprise du poids initial an 9¢me jour,

15. Vacein antivariolique (p. 1267).

Clest le vacein Jennerien classique. 11 comporte :

— Un contréle bactériologique. qui permet la vérification d’absence
de germes pathogénes (Streptocoque hémolytique, Esch, coli, Plectridium
tetani ¢t autres anaérobies sporulés pathogénes et Bacille du Charbon).
Le Codex admet une tolérance de 1000 germes adventices au ml,

— Le contrile de Uactivité spécifiqgue. par titrage sur la peau du lapin
ou la membrane chorio-allantoidienne de Poeuf. Le Codex exige au moins
I pustule par em* de la peau du lapin et chez l'oenf embryonné au moins
15 & 20 lésions élémentaires par membrane.

Il est probable que ces exigences frangaises seront modifiées sous peu.

16. Vaeccin B.C.GG. (p. 1268).

Selon la Pharmacopée Frangaise, on doit vy comprendre le vacein
frais et le vaccin see. Les contrioles actuels sont les suivants :

a) Pureté bactériologique (qui est un contrdle classique type stérilité),

b) Innocuité, par injection du vaccin & 3 cobayes albinos de 250 g
(voie S.C.). conservation 3 semaines (pas de perte de poids. aucun

Awne Iwle Super. Sapiti (1068) 6, 218-281 .,
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symptéme anormal), puis sacrifice au bour de 6 mois (absence de lésion
tuberculeuse).

fication du virage tuberculinique au bout de 3 semaines par [.LD.R. de 100
U.IL. de tuberculine purifiée. Le diamétre de la Iésion doit étre - 4 15 mm,

d) Activité résiduelle : Le Codex préconise la classique épreuve de
Jensen,
La encore, il est prévu une modification de cette monographie a plus
ou moins grande échéance.

17. Vaeein antigrippal (p. 1271).

[l s’agit d’un extrait de culture de diverses souches de virus de la
grippe cultivé sur oeuf de poule embryonné, par adsorption sur globules
rouges formaolés,

a) Contriles demandés par le Codex - Stértlité (cf. p. 1018) - Essai dit
d’inactivation. par vérification d’absence de culture virale sur oeuf embryonné,
et d’absence de pouvoir pathogéne sur 10 souris recevant le vacein par aérosol -
Essai d’innocuité par inoculation du vacein a 4 cobayes par voie S.C.

b) Titrage d’antigénicité : Par étude de la montée des anticorps chez
des animaux vaccinés :

— aprés injection S.C. a 3 furets

— aprés injection [LP. a 10 souris.

18. Vaeccin mixte anatoxines diphtérique-tétanique et anti-typhopara-
typhoidique 4 et B (p. 1272).

[l s’agit d'un vaccin mixte dont la composition répond & la formule
suivante : Anatoxine D : 30 Lf, Anatoxine T: 12,5 Lf. Salmonella tyvphi :
425 millions de germes, S. paratyphi A: 150 millions de germes, S, paratyphi
B : 275 millions de germes, pour 1 ml.

a) Contriles demandés par le Codex - Stérilité (¢f. p. 1018) - Innocuité :
Sur 2 cobayes de 300 g, vérification de la reprise du poids initial en 9 jours
aprés I'injection,

b) Titrage d’activité : Le vacein doit répondre aux essais prévus pour
chacune des 2 anatoxines et pour le vacein T.A.B. (voir plus haut).

Cette bréve revue renferme toutes les substances antigéniques (anato-
xines et vaceins) faisant I'objet de monographie dans la Pharmacopée Fran-
caise 1965, mais ainsi que nous ['avons dit plus haut. d’autres artieles seront
publiés ultéricurement. concernant d’autres vaceins.

Ceei concerne en particulier des vaceins viraux comme cclui anti-polio-
myelitique entre-autres, Il est probable que ces monographies seront alignées

Piere. date Swuper. Sanibic (1060 5§, 2182481,
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sur les preseriptions et recommandations prévues pour les Pharmacopées ou
nomenclatures  mternationales (Codex européen,  O.M.S.).

Précisons, en outre. quien application de la législavion sur les spéeialiés
pharmaceutiques en Franee, les fabricants de tels vaceins sont déja soumis
a une n‘glvm‘f'ululinn que nous nTavons pas le losic de développer ier (voir

plus haut. chapitre I).
1. Loes sérums.

I. Sérum antibotulique (p. 972).

a) Controle général @ Stérilité (el p. 1018) - Innocuité, injection 5.0,
au cobaye ¢t observation 7 jours,

b) Titrage des anticorps : Vérification du pouveir antitoxique sur o
toxine botulique mmjectée a la souris. en deux opérations @ mise au point de
la dose d'épreuve par détermimation de la DOMOM. Souris. puis titrage elas-

sique sur la Souris.

2. Sérum anticharbonneux (p, 974).
a) Controle général - Stérilué (ef. p. 1618) - Innocuité, injection S.C.
au cobaye de 300 g, observation 7 jours,
by Contréle d’efficacité par vérification de la protection du cobaye
vaceiné (voie LLP) contre Uinjection de Bacille du charbon (2 milliards de
Bacilles. voie S.C., 24 heures aprés vaecination), Trois ml de sérum doivent

protéger le cobaye 8 jours au moins.

3. Sérum anti-diphtérigue (p. 974).

a) Controle général - Stérilité (ef, p. 16018) - Innocuité par injection
de 5 ml au cobaye de 300 g ¢t observation 48 heures (voie S.C.).

b) Titrage des anticorps ; Détermination du  pouveir antitoxique
aprés contact pendant 1 heure dune dose totale L+ de Toxine diphtérique
avee 1 ml de diverses dilutions de sérum a contrdler. Injection au cobaye
de 250 g par voie S.C. La dose correspondant au cobaye mort a la 96eme
heure contient 1 U.I. La Pharmacopée exige une teneur de 500 U.I. par ml.

4. Sérum antitétanique (p. 982).

a) Contréle général - Stérilité (ef. p. 1618) - Innocuité par injection
de 5 ml au cobaye de 300 g par voie S.C. et observation 48 heures.

b) Titrage des anticorps : Détermination du  pouveir antitoxique
apres contact 1 heure d'un dixieme (1/10) de dose L 4 de toxine tétanique
avee 1 ml de diverses dilutions du sérum a contrdler. Injection an cobaye
de 350 g par voie LM. La dose correspondant au cobaye mort a la 96eme

heure contient 1/10 d°U.1. La Pharmacopée exige une teneur — a 150 U.1./ml.

Awi, 18t Super. Saopitd (1069) §, 215-281.
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5. Sérums anti-gangréneux (p. 976).
La Pharmacopée Francaise spécifie que la protection doit s'étendre
a 7 germes. Sérums contre :

Welchia perfringens type A

" " type B (ou W-agni)
" " type C (ou W-agni, var.-paludis).
Clostridium” Septicum (anc' Vibrion Septique)
" oedematiens
0 histolyticum
sordelli

a) Contrile général - Stérilité (ef. p. 1618) - Innocuité par injection
au cobaye de 350 g, voie S.C.. et observation pendant 7 jours.
by Contréle d’efficacité : Par véritication de la protection de la souris
de 19 g injectée par voie LV, contre les toxines spécifiques. Le résultat doit
étre exprimé en U0, Par exemple, 'antitoxine perfringens » doit protéger
contre une toxine A, riche en lécithinase % et trés panvre en hémolysine oxy-
dable ©. A défaut, on peut déterminer l'activité antilécithinasique 2 des
sérums a contrdler i I"aide d’une toxine A complexe, ¢’est-a-dire possédant
une lécithinase », plus une hémolysine © riche.
Le Codex Frangais prévoit des sérums brats (Monovalents ou pluriva-
lents) et des sérums purifiés, Les titres des sérums purifiés sont précisés

comme suit :

Titres exigés pour les sérums monovalents.

S. anti-perfringens A : 600 U.L. 2 par ml
S, anti-septicum : 600
S. anti-eedematiens ;2000
S. anti-histolyticum  : 800

Titres exigés pour les sérums plurivalents.

Sérum résultant du mélange des 1 précédents et donnant, in fine.
les titres suivants : 200 U.I. anti-perfringens =. 200 U.L. anti-septicum, 100
U.L. anti-eedematiens, 30 U.L. anti-histolyticum.

1. Sérum anti-rabique (p. 980),
[l s"agit d'un sérum de cheval traité par le virus fixe Pasteur.
a) Controles généraux - Stérilité (ef. p. 1018) - Innocuité par injection
(voie S.C.) au cobaye.

b) Controle d’activité : Par étude du pouvoir protecteur de diverses
dilutions e sérum sur souris, comparativement a des dilutions de sérum

P st Super. Senita (1969) 6, 218281,
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mternational étalon et an séram normal de cheval, Les souris sont obsers éos
pendant 2 semaines et faomortaline appreécice selon Lo meéthode des totaus
cumulatifs, Apres les caleuls statistiques. on dont noter une pouyoir protes-
tear minimal égal & 2.5 fois celui de Pértalon (qui hai=meme doit répondre 4

une D50 4 la dilution 1 300),

1. Nerum anti-rouget (p. 981).
a) Contrales géneraux - Stérdid (el po 1618) - Innecuité eliverud
sur t'ulul_\l'.
b) Controle d activité @ Par protection de 3 sours contre laction dun

souche virulente.

8. Sérums anti-venimenx (p. W83).

Les sérums doivent étre actifs contre ipera aspis et Vipera berus,
D'autres sérums pour d'autres protections contre les venins, peusent etre
préparés,

a) Controles généraux - Stérdlud (ef. p. 16018) - Innocuité faite sur e
eobave,

by Contréle dactivité @ Par vénlication de Vaction anti-toxigque du
strnm sur les venins spécifiques sur lapins ou souris,

— Lapin : Titrage de Factivitéd anti-aspis ot anti-herus par injee-
tion [N, d'un mélange venin-sérum,

Souris : Vérfication de Vactivité antivenimense  des  autres
sérums antivenimeux par injection LV, du mélange sérum-venin spéeifique
(10 @ 12 souris par groupe).

La Pharmacopée Frangaise exige que les sérums anti-aspis et anti-

berus neatralisent au moins 3 DAMM. par kg-lapin.

C. — Les auto-raceins,

L'n autovacein est un vacein preépare a partir d'une ou plusicurs espéces
bactériennes isolées d'un malade, et destiné & ce senl ot méme malade.

Dans un premier temps. on doit procéder a isolement des microbes
que peut eontenir le produit pathologique. Le choix des milicux d'isolement
décounle de examen direet, apres coloration du produit patholegique. A

partir des colonies isolées. on prm'l"dr a lidentification des germes en éta-

blissant leurs diverses caractéristiques  bhiologiques,

Le germe est alors ensemened sur des quantités suflisantes de milicu :
celui-ei est mis a Pétuve a 3700 géndralement pendant vingt-quatre heores,
Si Uensemencement a é0é¢ fait sur milicu solide, la culture est réeoltée par

lavage de la surface gélosée avee du soluté isotonique de chlorure de sodium.

Anw, el Rugwr, Nawpilo (19690 5§, 218-2%1,
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Si le milien utilisé était liquide, la culture est centrifugée, le culot microbien
lavé, est repris avec du soluté isotonique de chlorure de sodium.

La suspension microbienne, en soluté isotonique de chlorure de sodium,
est alors stérilisée, soit par chauffage (la température ne doit pas dépasser
de plus de 1° ou 2° la température de mortalité de I'espéce considérée), soit
par un moyen chimique : alcool, phénol, formol, iode, ete.

Sur une fraction de la suspension stérilisée, on détermine la teneur en
bactéries au millilitre (généralement par opacimétrie), et on dilue avee le
soluté isotonique de chlorure de sodium la suspension stérilisée de fagon a
obtenir la teneur en germes au millilitre, demandée pour I'autovaccin.

La suspension est alors répartie en ampoules. On s’assure sur plusieurs
de ces ampoules que I'autovaccin préparé est pur, c’est-d-dire ne contient
pas de germe de souillure, méme tué.

CaapriTre IV,

TITRAGE MICROBIOLOGIQUE DES ANTIBIOTIQUES

Le Codex Francais de 1965 décrit longuement les conditions dans
lesquelles les dosages bactériologiques des antibiotiques doivent étre exécutés
(p. 1601 & p. 1615).

Bien entendu, il est précisé que :

les deux principales méthodes utilisées pour le dosage microbiologique des antibio-
tiques sont :
- la méthode par diffusion
- la méthode par turbidimétrie ».

Les principes mis en oeuvre sont exposés p. 1601,

i Le principe des dosages bactériologiques est le suivant: on fait agir, sur une culture
microbienne choisie pour sa sensibilité, et dans des conditions aussi semblables et reproduc-
tibles que possible, d'une part une série de doses judiciensement choisies d’un produit de
référence (étalon), d'autre part des doses semblablement espacées du produit i titrer (échan-
tillon). On mesure ensuite la réponse donnée par chaque dose de I'étalon ou de I'échantillon ;
4 'uide des réponses correspondant a chaque dose d’étalon, on trace une courbe étalon, grice
it laquelle on caleule ensuite, par interpolation, I'activité de I'échantillon, Si I'essai a été
préva de fagon telle que, dans une gamme raisonnable de concentrations, il existe une rela-
tion linéaire entre les doses utilisées et les réponses, les résultats obtenus pour I'étalon et
I'échantillon peuvent étre combinés, et activité relative de I'échantillon par rapport i
I'étalon est caleulée statistiquement : on peut en outre s’assurer de la validité du titrage et
en évaluer la précision ».

l.a Pharmacopée Francaise expose alors en détail chacune des deux
méthodes, la technique (appareillage et milieux de culture) comme le caleul
des résultats et 'estimation de la précision interne du titrage et sa validité,

tnn, [sl. Super. Sanila (1969) 5, 218-2381.
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A, Méthode par diffusion (po 1OO1-1607)

a) DVabord on présente la méthode. Le matériel doit ctre prrepr
a partir d'une couche de milien nutritif glocose. ensemened avee un o gernn
choisi o et des exvlindres d'acier inoxydable ou des disques de papier. Lacn-
vite anhibitriee est appréeiée apres 16 heures diineubation (po 1601) par s
mesure des zones d'mhibition.

by Le Codex déerit ensuite I'u|-p;|rl-i||:|g|- et les milicux (p. 1602),
Les  titrages  peavent  étre excéeutés sur des boites de Petri (diametrn
préconisé : 1000 mm) - (boites en verre ou en plastique. bien veriher
la planification do fond de la boite). ou des boites carrées ou reetan-
gulaires. Les dilutions dantibiotiques sont placées ot dans des exlhin-
dres, soit sur des (“.-qllc-.-' de papier spécial, soit sur des perles s
porcelaine poreuses. soit dans des cavités découpées dans la gélose. Les
spécifications de tout ee matériel sont données, Le détail de la prépara-
tion de la gélose et la répartition dans les hoites <ont déerits, avee notam-
ment la technique a une couche gélosée ou a deux couches. La monograph
précise que les détails des formules des milicux de culture <ont donnge-
en annexe du présent article ou dans cenx relatifs & chagque antibiotique

le cas échéant.
¢) Préparation des dilutions déerite page 1603,
d) Conduite de Vessai et caleul statistique,

Le Codex francais déerit deux méthodes @ Lo méthode simplifide et L

méthode factorielle,

1. Méthade sirrlp“ﬁc'w (p. 1603-1605).

Elle est préconisée dans le cas on les titrages sont effeetués en hoite
de Pétri et nécessite 12 boites pour la courbe étalon et 3 boites pour Fanti-
biotique a titrer. On travaille avee cing dilutions de Fétalon dont Pune. la
médiane., sera le centre des caleuls, et avee une dilution de Péchantil-
lon, supposée se trouver de la méme acctivité que la dilution médiane de
I'étalon.

Sont suceessivement déerites la méthode des evlindres, celle des disques
ou des perles poreuses, celle des cupules découpées. Page 1004 on donne les
indications pour le caleul des résultats. On détermine dabord les movennes
corrigées (36 réponses pour I'étalon. 9 réponses pour linconnu), puis on trace
la courbe (droite). suivant le type log dose-réponse - diamétre des zone dinhi-
bition, Connaissant. bien entendu. la valeur de la courbe (droite) étalon, on
lit facilement Pactivité d'une solution donnant un diamétre dlinhibition
égale (aprés correction). On caleule alors Pactivité réelle de Péchantillon

Linni, Fel. SuSer. Sweild (160 5, 215-24)
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considéré, en tenant compte de la dilution effectuée avee ledit échantillon.
Et le Codex précise :
«Si I'activité ainsi caleulée est inférieure a 609, ou supérienre a 150", de I'estimation

faite pour effectuer la dilution. répétez le dosage en utilisant une estimation plus proche de
la réalité (le dosage est d’autant plus précis que I'estimation se rapproche plus du titre réel)».

2. Méthode factorielle.

C'est la plus employée en régle générale. Elle est applicable aux titrages
en boite de Pétri comme en grandes boites rectangulaires, Elle utilise un
nombre égal de dilutions de I'étalon et de chaque échantillon & titrer, sem-
blablement espacées en progression géométrique. Elle permet, en outre,
d’estimer la précision interne et la validité du titrage. On utilise trois dilu-
tions de I'étalon et trois dilutions de I’échantillon & titrer. La Pharmacopée
francaise indique que I'on peut exécuter ces titrages soit en boites de Pétri
(neuf boites qui recevront chacune 6 cylindres ou 6 disques), ou en grandes
boites lesquelles permettent de diminuer les manipulations, Le Codex précise :

«Avee 3 boites de 30 > 10 em. on peut titrer avec la méme précision qu'avee 18 boites
rondes, deux échantillons par rapport a un étalon .

On déerit ensuite, p. 1606, la préparation du titrage selon la méthode
dite des carrés latins. La suite des manipulations est trés classique et il est
inutile de la rappeler ici. Le détail des caleuls statistiques est décrit page
1607. En gros, on peut dire que le titre relatif de I'échantillon par rapport a
I"étalon est déterminé a 'aide de la £ des neuf lectures obtenues pour chaque
dilution de I'étalon et de P'échantillon. Le Codex prévoit le cas on une ou
plusieurs lectures des zones d’inhibition ne peuvent étre faites (accident,
contamination, glissement du disque, ete.). Une formule mathématique est
donnée qui enregistre toutes les données de Pexpérience. L'antilogarithme
de la valeur trouvée donne en 9, Pactivité de 'échantillon par rapport a
I"étalon, On obtient "activité réelle en multipliant cette valeur par Pactivité
estimée de 'échantillon lors de sa dilution. De plus, par une note en bas des
pages 1607 et 1608, le Codex indique comment estimer la précision interne
("un tel titrage et sa validité.

B. — Méthode turbidimétrique (p. 1608-1610).

a) La Pharmacopée précise qu’on introduit. dans une série de tubes
stérilisés, pour les uns des quantités croissantes et exactement connues
d’étalon de référence et, pour les autres, des quantités croissantes et estimées
équivalentes d'antibiotiques a titrer. On répartit ensuite dans chaque tube
im volume constant de milien nutritif ensemencé avee des germes sensibles
a Pantibiotique a titrer. Aprés 3 4 4 heures d'incubation au B.M. & tempé-

Ion, Fel, Nuper. Saniba (1969) 5§, 218-281,
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rature convenable. Fimportance de la pousse dans chagque tube est mesured
au photométre t;h'('lrit[lu-. La croissance étant  autant plus faible que L
dose inhibitrice dans le tube est plus élevée

b) La Pharmacopée déerit ensuite Fappareillage et les milieux. s
conduite de Pessai et le calenl des résultats (p. 1609 et 1010). Quelques de-
tails sont donnés comme par exemple le lavage spécial des tubes pour ¢li-
miner toute trace de détersif : la distribution des dilutions est conseillée
avee I'usage d'une machine a répartir automatique. la lecture des résultats
est préconisée avee lusage d’un photocolorimétre muni d'un éeran appro-
pri¢ (vert en général). La réponse est enregistrée en densité optique. en ¥,
de lumiére transmise ou en unités arbitraires, suivant le type dappareil
utilisé.

¢) La préparation des dilutions est indiquée pour chaque monographic.
Nous Vv renvovons le lecteur intéressé.

d) Conduite de Uessai et caleul des résultats — Le principe est dans
utilisation de 5 a 6 doses croissantes de solution éalon et de 3 doses crois-
santes de I'échantillon & titrer. Pour ces derniéres. la répartition est faite
en double ou méme en triple. On utilise des témoins (milicux de culture non
ensemencés et idem, mais ensemencés) destinés i permettre de saivre la
croissance pendant Pincubation et de régler le photométre. Trés classique-
ment. a la fin de Vincubation, on plonge les tubes dans I'eau glacée et on
introduit dans les tubes une goutte de soluté officinal de formaldéhyde du
Codex. On traduit les résultats dans une courhe log dose-réponse. On caleule
ainsi les moyennes des 2 ou 3 réponses obtenues pour chaque dose de 'échan-
tillon a titrer. puisqu’ainsi qu'il a été dit ci-dessus, la répartition pour celui-ci
est faite en double ou en triple. On lit alors par interpolation la dose d*étalon
correspondant a la réponse obtenue pour chaque dose d'échantillon. On dé-
termine alors, pour chaque dose de celui-ci. Tactivité relative de Téchan-
tillon par rapport a P'étalon er on caleule la movenne des résultats obtenus,
La Pharmacopée Francaise précise. par note en bas de page 1610, que :

¢« la courbe étalon est rarement une droite: si. dans une portion au moins. elle parait

définie par une droite, il est possible de caleuler le titre et d'estimer la validite du titrage et
les limites de confiance du résultar. .. o

Suivent les indications pour ces caleuls (notes bas de page 1610 et 1611).
Le leeteur trouvera au Codex 1965, p. 1611, une liste des étalons fournis
par le Laboratoire National de la Santé Publique. Cette liste est déja ancienne
puisqu’elle fut dressée en 1962, Depuis cette époque. le Laborataire National
de la Santé Publique fournit bien d’autres étalons pour les titrages d’anti-

biotiques. De plus. des pages 1611 a 1615, on peut prendre connaissance des
formules de toutes les solutions préconisées par la Pharmacopée Frangaise

Awa, Iel, Swuper, Sanitd (1908) 6, 218-281.
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pour les titrages d’antibiotiques, soit : les tampons, milieux de culture, avee
la précision que le Laboratoire National de la Santé Publique indique les
spécifications des substances des milieux. quand elles ne sont pas déerites
dans le présent Codex. Il en est de méme, comme il est précisé p. 1602, pour
les disqués en papier filtre utilisés pour le titrage par diffusion.

Nous indiquons maintenant la liste des antibiotiques figurant a la 8°
édition de la Pharmacopée Frangaise (1965). Nous nous contenterons de
dresser un bref inventaire des essais demandés pour la partie biologique. Le
lecteur est prié de se reporter aux monographies du Codex (pour les détails)
dont nous indiquons la pagination.

1) Auréomycine (chlor.) ou Chlortétracyeline (chlor.) (p. 147).

a) FEssais généraux : Stértlité (modifié an ler supplément 1968, dans
le sens d'une simplification (ef. p. 1618) - Pyrogénes (cf. p. 1615) - Toxicité :
sur 5 souris de 20 g, voie [LV., survie exigée au moins 48 heures. En cas de
quelque léthalité, refaire "essal, exigence dune survie & 100 9 en 48 heures,

b) Titrage : Au choix, soit méthode de diffusion avee spores de Bacillus
cerens, soit méthode turbidimétrique avee Staphylococeus aureus ATCC 6538 P.

2) Bacitracine (p. 157).

a) Essais généraux : Stérelité (ef. p. 1618) - Pyrogénes (cf. p. 1615) -
Histamine (ef. p. 1622) - Toxicité sur 5 souris 20 g, voie LV., survie exigée
au moins 48 heures, en cas de la moindre léthalité ou intoxication. refaire
'essai sur 10 souris, exigence d’une survie a 100 9, en 48 heures.

b) Titrage : Au choix, soit méthode de diffusion avee Micrococcus
Jlavus ATCC 10240, soit méthode turbidimétrique avee Micrococcus pvogenes,
aurens, ATCC 10537.

3) La série des Pénicillines.
a) Benzylpénicillines ou Pénicillines G cristallisées (p. 179).

[l s'agit iei de la monographie générale des Pénieillines. ol est
donnée la définition, Uexpression chiffrée de leur activité antibiotique et la
définition de leur titre. Lactivité réglementaire francaise est exprimée en
ULI. correspondant a Pactivité antibiotique de 0.6 g de Uétalon international
de benzvipénicillinate de Na,

by Benzylpénicillinate de K (p. 180).

Fssais généraux : Stérilité en présence de Pénicillinase (cf. p. 1618) -
Pyrogénes (ef. p. 1615) - Toxicité souris : 5 souris 20 g. voie [.V., absence
signe d'intoxication pendant 48 heures. Sinon, refaire Uessai sur 10 souris,
Exigence d'une survie aprés 48 heures,

Fssai spécial : Stabilité i la chaleur. Pas de perte supérieure a
[0, apres 4 jours détuve @ 1009, Application d'une formule donnée p. 184.

Fwwr, Fsl. Super, Soile 10 &, 218981,
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Titrage : Soit au choix : diffusion avee Micrococcus pvogenes.
aureus ATCC 6538 P, ou turbidimétriec avee méme germe mais référenc
ATCC 9144,

¢) Benzvlpénicillinate de Na (p. 181): On effeetue les essais de toxicitd
sur la souris, d'activité antibiotique. de recherche des substances pyrogénes,
de stabilité a la chaleur. de stérilité comme il est indiqué ci-dessus.

d) Benzathine-Pénicilline (p. 172).

Essais généraux : Stérilité (ef. p. 1618) mais avee une méthode
longuement décrite p. 891, en utilisant 'acide thioglycolique - Pyrogénes
(ef. p. 1615) « Toxicité : 5 souris 20 g. voie 1.V, Pas de Iéthalité en 48 heures,
Sinon refaire I'essai. Exigence d'une survie totale 48 heures,

Titrage : Au choix diffusion ou turbidimétrie en utilisant des di-
lutions déerites p. 891, e1 en ge reportant aux techniques générales (p. 1601),
Pas d’indication de germes.

¢) Benzylpénicillinate de procaine (p. 889).

Essais généraux : Stérilité : aprés inactivation par pénicillinase,
essai particulier décrit p. 891 et vérification de la valeur des milieux de cul-
ture par Staphylocoque 209 P. - Pyrogenes (ef. p. 1615) - Toxicité : 5 souri-
20 g, voie LY., pas de léthalité¢ en 48 heures, sinon refaire, exigence survie
48 heures.

Titrage : cf. ci-dessus Benzathine-Pénicilline.

) Phénoxyméthylpénicilline (p. 800) : Seul un titrage biologique est
exigible au Codex ef. Benzylpénicilline (p. 183) en prenant un étalon de phé-
noxyméthylpénicilline.

4) La série des Chloramphénicols.

a) Chloramphénicol (p. 275) : absence totale de contréle biologique
exigible au Codex. A noter qu'il n’en est pas de méme dans les préparation-
galéniques contenant cet antibiotique.

b) Palmitate de chloramphénicol (p. 277). Tdem,

5) La série des Lrythromycines.
a) Erythromycine (p. 4006).
Toxicité aigué sur Souris : 10 souris 20 g, voie S5.C., survie d'au moins
50 %, en 48 heures, sinon refaire essai, mémes exigences.
Titrage : Turbidimétric avec Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
ou 9997,
b) Propionate d’Erytrhomycine (p. 409) cf. ci-dessus, mais I'essai sur
la souris se fait par tubage gastrique.
¢) Stéarate d’Erythromyeine (p. 411) cf. propionate, ci-dessus,

Ann, lel. Super, Sawiles (10GH) B, RI8-287,
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6) Sulfate de Framycétine.
Essais généraux : Stérilité (cf. p. 1618) - Histamine (p. 1622) (tolé-
rance <~ A 30 ug/g) - Pyrogénes (p. 1615) - Toxicité Souris 10 souris 20 g,
voie [.V., en 10 secondes, mortalité en 48 heures < a 50 9.
Titrage : soit diffusion avec Bacillus subtilis (spores) ATCC 6633,
soit turbidimétrie avee Klebsiella pneumoniae ATCC 9997 et ATCC 10031.

7) Novebiocine monosodique (p. T43).
Essais généraux : Stérilité : inscrit au supplément 1968 (cf. p. 1618).
Titrage : par diffusion avee Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 ou par turbidimétrie avee Micrococcus aureus ATCC 6538 P.

8) Nystatine (p. 746) : c'est, bien entendu, un antifongique.
Toxicité Souris : 5 souris 20 g, voie L.LP. avee une suspension dans
la gomme arabique ; pas de léthalité en 48 heures. Sinon, refaire sur 10
souris ; survie exigée pendant et aprés 48 heures.
Titrage de 'action antifongique par diffusion ou turbidimétrie
avee Saccharomyces cerevisiae. La préparation des solutions et des dilutions
cst modifiée au supplément 1968, p. 68.

9) Sulfate de Néomycine (p. 721).
Fssais généraux : Stérilité (cf. p. 1618) - Pyrogénes (p. 1615) - Hista-
mine (cf. p. 1622) Tolérance de 33 pg/g. - Toxicité aigué souris, 5 souris 20 g,
voie LV., absence intoxication dans les 48 heures. Sinon, refaire 'essai sur
10 souris, survie exigée de 48 heuares,
Titrage : soit diffusion, Bacillus subtilis ATCC 6633, soit turbidi-
métrie, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031.

10) Spiramycine (p. 1102).
Toxicité Seuris, cf. auréomycine p. 148 (5 souris, voie .V, survie
18 heures).
Titrage : soit diffusion Bacillus subtilis (spores) ATCC 6633, soit
turbidimétrie. Staphylococcus aureus ATCC 6358 P.

I11) Les Streptomycines.
a) Sulfate de Streptomycine p. 1107,

Essais généraux : Stérilité (cf. p. 1114) c’est-a-dire suivant la pré-
paration trés complexe indiquée pour I'auréomycine utilisant le kaolin, mais
maodifice au supplément 1968. Pratiquement on se sert des membranes fil-
trantes, bien que cela ne figure pas en fait au Codex. - Pyrogénes (cf. p. 1615)
- Histamine (cf. p. 1622) - Tolérance 33 1g/g. - Toxicité : cur 10 souris 20 g,
voie 1.V., survie d’au moins 50 9%, ¢n 48 heures, Sinon, refaire 'essai et survie
50 %, au minimum exigée,

tamg Lal, Super, Sanity (1068) 5, 218281,
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Titrage : sont diflusion, Baeillus subtils (spores) ATCC 06330 <ot

turbidimétrie, Klebsiella prnewmoniae sensible & ln Streptoms cine
b) Sulfate de Dibvdro-Streptomveine (po 1)

Essais généraux @ Stérilité (el ci-dessus) - Pyvrogines (ef. 1615) -
Histamine (cf. p. 1622) Tolérance 33 pg g - Toxteité Souris @ 5 souris 20 ¢
voie LV, 50 % an moins de vivantes aprés W heures, Sinon refus du dm.

Titrage : soit diffusion (e, ci-dessus), soit tarbidonéirie avee Kieh-

siella pneumoniae sensible & la DUH.S,

12) Les Oxytétracyelines.

a) Terrafungine (ou Oxvtétracveline) (p. 1193). Une seul obhgaton
d'ordre biologique : le titrage (ef. auréomveine po 149) enutilisant bien entendu
un étalon de terrafungine, cest-a-dive soit diffusion avee spore de Baeillus
eereus, soit micux. turbidimétrie avee Klebsielle pnewmoniae PC 1 002,

b) Chlorhvdrate de Terrafungine (on d'oxvtétracveline) (p. 1195).

Contrale de stérilité (ef. p. 1618) inserit au supplément 1961,
Titrage (ef. ci-dessus).

13) Les Térracyelines.
a) Tétracveline (p. 1205).
Toxicité aigué Seuris (cl. anréomyeine) ¢ est=i-dire 5 sonrns 20 g
voie V., survie exigée au moins 48 heores, ete,
Titrage : soit diffusion avee Bacillus cercus. var. myeoides A'TCA
09634, soit turbidimétric avee Staphviococens aureus ATCLC 06338 P
b) Chlorhvdrate de tétracychine (p. 1207).
Essais généraux @ Stérilité : il est déerit le nombre dee prélesements
a faire et ef. auréomyeme (voir plus haut) - Pyrogones (¢l p. 1615) - Toxi-
cité sur souris (ef, auréomyeine) ¢’estd-dire 50 souris 20 g voie LY L survie
exigée au moins 48 heures ete.).
Titrage : soit diffusion Bacillus cerens. var, myeoides ATCC 9034,
soit turbidimétrie Staphylococcus aurens ATCC 0538 P,

14) Tyrothricine (p. 1251) : Une unique exigence biologique @ le titrage
microbiologique. par turbidimétriec avee Streptococeus faecalis ATCC 10541,
Ainsi. 25 antibiotiques sont-ils inserits a la Pharmacopée Fran-

caise 1965,
La Pharmacopée Frangaise indique les titres minima que doivent
présenter les antibiotiques en France. En voicr la liste. par rapport aux
étalons internationaux de POM.S. soit par rapport & des étalons nationaux.

soit par rapport d des produits de référence francais,

Anp, Tt Soper. Sonita (190G0) 5. 21=-2x1.



NOM DE L'ANTIBIOTIQUE ‘

Aurfomycine (chlorhydrate) .

Bacitracine . . . . . . . .
Benzylpénicillinate de K . .
Benzylpénicillinate de Na

Benzathine pénicilline

Benzylpénicillinate  de Pro-
uine

Phénoxyméthylpénicilline . .

Chloramphénicol . .

Chloramphénicol  (palmitate)
Frythromyeine

Erythromycine (propionate).
Erythromyeine (stéarate) . .

Framyeétine (sulfate)

Navobiocine

Nystatine . . & o o 5 o
Néomyeine (sulfate)
Spiramycine

Streptomycine (sulfate)
Dihydrostrepto. (sulfate) . .

Terrafungine

Terrufungine (chlorhydrate) .

Tétracyeline

Tétracyveline (chlorhydrate)

Tyrothricine

"H90  pg  de  Novobiocine |
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Tanreav II.

TITHE AU CODEX
FRANCAIS

s miolmum par ngg

950 ug de chl. d'anréomy- | L.OOO pg d'acti-

cine étalon . vité
50 UL . |55 UL
1.515 U.L 11.595 UL
1.580 U.L L1667 UL

1.100 U de B, Pénic. de Na
par mg de produit sec

950 U.1. de B. Pénic. de Na

par mg de produit sec |

1560 U1 |l.b95 N

pas de titrage biologique. 1.000 ug d'acti-
En chlore total 21,7 & vité
22,2 %
pas de titre inserit
850 pg de base 950 pg de base
H530 ug de base
600 g de base

600 g d’éralon Le sulfate de Fra- |

mycétine  est
étalonné en ba-
se etalon

acide

| 2,000 U. Nationales

625 U.L

2.700 U. Nationales
715 pg de base T80 pg de base
725 ug de base 760 ug de base

90 7, d'activité par rapport 900 ug d'activité
4 la Terrafungine base
anhyire

ldem

975 ug de chl. de tétracy- 990 pg d'uctivité
cline par mg de produit |
rec

900 ug de chl. de tétraecy-
cline par mg de produit
sec

90 ¢ de I'étalon National

| TITRE I-:T\LI)N] REFE- |
| Par g l RENCE

E.L ‘

EL |
E.L
E.L

E.L

E.L 1
EL

E.L
E.L
E.L
P.R.F. |

P.R.F; |

N.
E.L
N
E.L
EL
E.L.

E.lL
F.1.

E.L

P

k.l Fralon international : N Ftalon national ; P.R.F. = Produit de référence

francais.

Lo, Faf, Suwjper, Sanwitd (1G68H) §, 218-2481,
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Avant de terminer ce chapitre des antibotiques. il convient d'évoques
un probleme qui n'est pas traite par la Pharmacopec, mars qui est dans les
preocenpations des Serviees Ofhieiels de Contrale Francais @ o'est eelut du
titrage des mélanges (|':1nlilriulit|m-.-. Liintéret du dosage bactériologigqu
est de mettre en évidenee, non praas senlement la teneur dune substance en
moléenles chimiques antibiotiques. mais activité propre antimicrobienne
des composants du produit i expertiser. sur des germes vivants, La connais-
sance d'un tel pouvoir étant non seulement indispensable pour appréeier
PFactivité thérapeatique d'une substance, mais aussi pour connaitre son eom-

portement an sein dune formule galénigque et son temps de péremption,

Conséquences  analvtiqgues de Passociation  d antibiotiques.

Deux eas sont G conswdérer :

a) 1 n'existe aveune imterférence nmisible entre les méthodes de ni-
trage, et chague antibiotique peut alors ¢tre dosé chacun de son edté. pm
des titrages spéettiques qui ne sont pas trouhlés les uns par les autres,

by Les techniques interferent entre-elles et le contedleur doir éli-
miner ces causes de trouble, A notre avis, on doit dissocwer les interférences

vraivs des qnterférences relatives.

A. Interférence vrair.

a) Interférence réciproque. Chacun des antibiotiques interfére dans
le titrage de Pautre. en troublant les résultats, quels que soient la méthode
et le germe-test utilises,

Un exemple peat étre tromvé avee e mélange Peénicilline plus Auréo-
myeine,

b) Interférence non réciproque. — Dans ce cas, Fun o des antibiotiques
seulement géne le titrage d'un ou des autres en intervenant dans Taction

sur le germe-test.

Exemple 1. Pénicilline avee Bacitracine, La Pénicilline trouble le dosage

de la Bacitracine par la technique de diffusion avee Miero-

coccus flavus ATCC 10240, Mais la Baceitraci
Pémeilline dans le dosage de eellesci, par diffusion avee

ne ne géne pas la

Micrococcus pyogencs aureus ATCC 6538 1.

Exemple 2. — Néomyeine plas Polymyxine B. La Néomyeine géne le do-
sage par diffusion de la Polvmyxine B, Mais la Polymyxine
n'interfére pas dans le dosage de la Néomyeine par diffusion

avee ;1:!‘('“"'0!"('{{.‘6 ]i}'ﬂgl‘ﬂf'.’i aurenus.

Auw. Inl, Sujwre, Sogpila (1069 5, 21828,
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B. — [Interférences relatives.

Les principaux cas existants peuvent étre trouvés dans une interaction
spécifique d’un des éléments de la technique (méthode de titrage, usage du
germe-test, variation de concentration de 'antibiotique) ou dans des actions
inhibitrices ou exaltantes non inhérentes aux techniques (par exemple action
due a d’autres antibactériens chimiques existant dans la formule, excipient
particulier, ete.).

a) Influence de la méthode de dosage et du germe mis en oeuvre.

Exemple : Néomyeine associée a la Streptomycine. La Néomyeine
géne le dosage de la Streptomycine par turbidimétrie avee Klebsiella pneu-
moniae ATCC 10031, mais ne le géne pas par diffusion avee Bacillus subtilis

ATCC 6633.

h) Influence des concentrations respeetives des antibiotiques sur
leur titrage.

Dans ce cas, le fabricant en accord avee le thérapeute, a établi un
rapport entre deux ou plusicurs antibiotiques pour une formule donnée,
Mais sur le plan analytique ces proportions troublent le titrage bactériolo-
gique et il convient de les modifier artificiellement.

¢) Influence des autres composants de la formule sur le titrage.

("est principalement le cas d’autres antibactériens proprement
dits, ou d’ajuvants.

Exemples : Sulfamides a fortes concentrations,

Exeipients, qui par exemple, modifient la diffusion de Pantibiotique
en gélose.

Les possibilités d’élimination des interférences peuvent étre multiples.

On peut mettre en oeuvre des moyens physiques, chimiques, ou bien des
techniques purement bactériologiques. Il n’est pas possible d’entrer ici dans
les détails. Le lecteur que cette question intéresse pourra se reporter a la
Revue d’Immunologie (Paris) 1968, 32, p. 161 a 173, Nous nous contenterons
de donner ici une simple liste de ces moyens.

1. — Moyens Physico-chimiques.

I. Elimination des interférences par usage des solvants,
2. Extraction et séparation des antibiotiques par chromatographie.

3. Inactivation de I'un ou de plusieurs antibiotiques par usage d’en-
rymes. de produits chimiques, de modification des conditions physiques du
litrage,

bnn, Isl. Supgr. Sanitd (1969) 5, 218-281 .,
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2. — Movens microbiologiques.

1. Emploi de souches rendues résistantes a Fun oo plusiears antibig-
tigques du mélange,

2. Modification de la sensibilité de Tan ou plusicurs antibiotigues

& . . 4 T . . »
du mélange (abaissement du senil de sensibilité par dilution do mélange.
changement de méthode — remplacer la diffusion par la turbidiméne ee

qui sensibilise toujours le titrage . modifier certaims points des teehnigues

— pH. solution tampon, germes atilisés, ete, Utilisation d une gamme
etalon préparée avee le mélange d-antibiotigue considére, mais oest la une

solution d'exeeption).

3. — Movens mixtes,

1. Recours an mélange de méthodes chimigques pour doser les uns,
et bhactérivlogiques pour titrer les antres,
2. Combimmison de divers movens dextractions et de dosages,
On ne pent que souligner la complexité de ees probléemes et insister
sur le fait gqu'aneune réglementation ne permet d'établir des regles générales
permettant de leur trouver une solution immédiate et passe-partout, Le
dosage seépare de ehacun des antibiotiques composant un mélange apparait

comme soulevant pratiquement chague fois un cas particuber,

Coarmre Vo

TITRAGES ET CONTROLES DIVERS

Ce dernier l’llil]'i“‘l‘. consacré aux autres substanees sonmises 4 un titre

queleongue an controle l:iulugiqlu'. contient les ||rm|uit.~ suivants :

a) Vitamines,

h) Drogues \l"{_{t"‘ﬂ[l'h.

¢) Médicaments tirés du régne animal (hormones, opothérapie, ete).

d) Produns chimiques divers.

e) Reéactifs biologiques.

f) Matéricls divers (produits & usage chirurgical. matiéres plastiques.
seringues et aiguilles stériles. etel).

Bien entendu, nous nous contenterons d’un exposé trés bref des moda-

lités du contrdle biologique frangais, renvovant le lecteur pour de plus amples
détails au texte méme du Codex. les pages de référence sont indiquées pour

chaque produir,

Foge. Bob. Sopwer. Seife (19610 6§, 208251
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A. — Vitamines ou substances douées d’activité vitaminique,

Trois produits de ce type existent au Codex 1965,

1) Extrait de foie (p. 459) (Vitamine B,). — [l est soumis a 2 essais
biologiques. Titrage de I'activité B,, et vérification d’absence de substances
histaminiques. Pour ce dernier point cf. p. 1622. L’activité B,, se titre sui-
vant la technique microbiologique classique.

2) Huile de foie de Morue (p. 575). — Le contrile biologique a trait au
dosage de la vitamine A sur le rat. On travaille sur le jeune rat carencé dont
on étudie la courbe de poids sous influence de I"huile.

3) Vitamine A (p. 1284). — Le Codex exige un dosage biologique sur
le jeune rat careneé basé sur la comparaison des courbes de poids. [l est
indiqué dans Iarticle le moyen de procéder au calcul des limites d’erreur.

B. — Drogues végétales.

Six produits de ce type sont soumis par la Pharmacopée Frangaise a
des contréles hiologiques.
1) Racines d’Aconit napel (p. 63). — Soumis a4 un essai de toxicité
aigué sur la Souris.
2) Teinture d’ Aconit (p. 1171). — Essai de toxicité aigu@, cf, ci-dessus.
3) Digitale (feuilles) (p. 374). — On pratique un titrage biologique
par étude de 'activité cardiotoxique sur animal (choix trés ouvert sur Co-
baye, Grenouille, Chien, Chat). Comparaison de l'activité enregistrée avee
un étalon.
1) Poudre de Digitale (p. 868).
5) Teinture de Digitale (p. 1176).
Ces deux derniers produits galéniques étant soumis a un titrage biolo-
gique d’activité semblable a celui déerit ci-dessus,
0) Graine de Strophantus (p. 1117). — La Pharmacopée exige un
titrage hiologique sur le Cobaye (activité cardiotoxique) tel qu’il est décrit
a P'article Digitale (cf. ci-dessus).

(.. — Produits d'origine animale
(Substances opothérapiques, hormones, enzymes. ete.).

Plus d’une quinzaine de produits sont tributaires d'un essai biologique
a un titre c|u¢=|(tonque.

1) Hormone adrénocorticotrope (A.C.T.H.) (p. 66). — Divers controles
sont inserits - Substances histaminiques (pratiquement absence) - [ssai de

tiei, Aol Super. Sanile (1900) 5, 218-28],
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toxicité sur la souris et un titrage biologique sur la surrénale du rat prive
d’hypophyse. Essai d'activité corticotrope. p. 67. Essai limite pour la Vaso-
pressine et 'Ocytocine,

2) Soluié injectable d”A.C.T.H. (p. 1061). — 1l est soumis aux contri-
les généraux des solutés injectables : Stérilité, innocuité. En plus, titrage de
Iactivité corticotrope sur la surrénale de rats privés d’hypophyse (cf. ci-dessus)
et divers essais limite des taux tolérables en Vasopressine. Ocytocine et
Histamine,

3) Chymotrypsine (p. 294). — Le contréle biologique a trait aux
points suivants : pratiquement absence de  substances  histaminiques
(cf. p. 1622), vérification de Uactivité trypsique limite par étude de Iaction
sur un substrat spécifique (ester éthvlique du N benzoyl-L-arginine), et
enfin titrage de l'activité enzymatique proprement dite sur un ester éthyl
N-acétyl L-tyrosine.

4) Extrait de foie (p. 459). — Déja cité au chapitre précédent (cf.
Activité B,, et recherche substances histaminiques),
5) Fibrinogéne humain sec (p. 482). — Tl est soumis aux cssals géne-
raux des produits de ce type - Toxicité (sur souris ou cobayves, voie 1.V..
surveillance 7 jours) - Stérilité (cf. p. 1618) - Pouveir pyrogéne (cf. p. 1615)
et a des essais particuliers : titrage du Fibrinogéne coagulable sous I'action
coagulante de la thrombine.
6) Les deux gonadotrophines inscrites au Codex (2 inseriptions, plus
une monographie générale) :
— Gonadotrophine du lobe postérieur dhypophyse (p. 542) —
Généralités,
— Gonadotrophine chorionique (extraite de l'urine de femme
enceinte) (p. 543).
— Gonadotrophine sérique (extraite du sérum de jument pleine)
(p- 546).

Page 542, sont exposées les généralités sur les gonadotrophines. Les
contréles biologiques sont communs a toutes les gonadotrophines. Soit :
Contréle de stérilité (cf. p. 1618), du pouvoir pyrogéne qui est ici I'objet
d’une méthode particuliére pour celle extraite de I'urine de femme, mais pour
I'essai de celle du sérum de jument, il s’agit de I'épreuve classique (cf. p. 1615),
et d'un dosage biologique de I'activité gonadotrophique :

a) pour la chorionique (urine de femme) la Pharmacopée utilise la
technique de I'augmentation des vésicules séminales du Rat :

b) pour la sérique (sérum de jument), celle de Paction sur les ovaires
de Rattes. '

Ann. Isl. Super. Sanild (1960) 6, 218-281)
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7) Héparine (p. 559). — Les essais biologiques sont les suivants:
Controles généraux : absence de pouvoir pyrogéne et pratiquement
de substances histaminiques.
Titrage d’activité : par étude de Pactivité anticoagulante sur du
p|usma de mouton.

8) Chlorhydrate d’histidine (p. 570). — L'essai biologique déerit est
une simple recherche de 'activité histaminique (cf. p. 1622).

9) Huile de foie de Morue (p. 575). — Déja déerit plus haut (dosage
vitamine A).

10) Hyaluronidase (p. 586). — Les contréles biologiques sont repré-
sentés par des essais généraux classiques - Stérilité (cf. p. 1618) et absence
de pouvoir pyrogéne (ef. p. 1615), et un tirage d’activité fait sur sérum
frais de cheval et coagulation avee extrait de cordon ombilical (étude
de la diminution du trouble di a la coagulation du sérum par action de
I'enzyme).

11) Insuline (p. 602). — Le titrage biologique est, bien entendu,
exigé par étude de I"abaissement du taux de la glycémie du Lapin (dosage
par la méthode au ferricyanure).

12) Soluté injectable d’insuline (p. 1069). — Le¢ Codex demande divers
essais biologiques - Stérilité (cf. p. 1618), controle de la toxicité sur Lapin
(six lapins traités par I'insuline, voie sous-cutanée, recoivent du glucose par
voie L.V, On étudie la cessation des convulsions et on surveille le comporte-
ment des animaux pendant 3 jours. Ils doivent rester en vie) et, enfin, un
titrage d’activité (ef. monographie insuline p. 003).

13) Suspensions injectables d’insuline. — Quatre produits sont inscrits
4 la Pharmacopée Francaise :
Soluté d'insuline-zine amorphe  (p. 1154)
Soluté d’insuline-zine cristallisé — (p. 1156)
Soluté d'insuline-zine mixte (p. 1158)

Soluté d'insuline-protamine-zine  (p. 1160)

Les contréles biologiques demandés sont sensiblement les mémes
pour ces quatre produits - Stérilité (cf. p. 1618) - Toxicité sur le Lapin (cf.
article précédent p. 1069) - Dosage de Uinsuline (sur le Lapin, cf. article
insuline p. 603). Pour le dernier soluté signalé ci-dessus (LLP.Z. p. 1160), la
Pharmacopée demande un essai sur le liquide surnageant aprés centrifu-
gation, atin d’y vérifier absence d'effet hypoglyeémiant.

1'4) Poudre de lobe postérieur d’hvpophyse (p. 875)., — Comprend

parmi ses essais un titrage biologique des unités oevtoeiques (ef. ci-dessous).

Pritee fab. Swuper, Sonibd (1069) 5, 218-241.
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15) Soluté injectable de lobe postérieur dhypophyse (p. 1071). pour
lequel la Pharmacopée Francaise demande :

a) des contriles généraux (Stérilité cf. p. 1618 et absence de substances
histaminiques ¢f. p. 1073) :

b) un titrage d’ocytocine (action sur la corne utérine de ratte adulte
en oestrus par pruvncntion des contractures). I

16) Préparation injectable d’extrait de foie (p. 883), qui nécessite les
essais suivants :

a) Contréles généraux (essais de Stérilité cf. p. 1618, des substances
histaminiques cf. p. 1622, et absence de substances pyrogenes ef, p. 1615) :

b) un titrage de l'activité vitaminique B,, (dosage avee Escherichia
coli B,, sensible ATCC 11105).

17) Soluté injectable de parathyroide (p. 1078), doit subir un essai
d’activité sur le chien normal, par recherche de la dose du soluté qui pro-
voque une élévation de Ca sérique. A cette oceasion. la Pharmacopée fran-
¢aise indique la précision suivante :

les animaux devront étre habitués it la ponction veineuse et étre au repos expérimental
au moins quatre semaines avant I'essai.

18) Trypsine (p. 1240). — Comprend deux essais biologiques @ con-
trole des substances histaminigues, et vérification de I"activité enzymatique.

D. — Produits chimiques divers
1) Tubocurarine : On peut estimer qu'il comporte un titrage dac-
tivité curarisante sur le lapin bien qu'il ne figure pas a la monographie
(p- 1248), mais il est évoqué p. 1631, dernier paragraphe. 3° ligne,
2) Novarsenobenzol (p. 717) : Comporte deux essais biologiques :
a) Toxicité aigué sur la souris qui comporte une extréme pré-
cision (cf. p. 719);
b) vérification de lactivite trypanocide ;
3) Suramine sodique (p. 1152): Nécessite la détermination de la
toxicité aigué sur la souris par voie 1.V, :
4) Thiocolchicoside (1968 p. 97) : Comporte une recherche des substances
pyrogénes.
E. — Produits réactifs.
Un certain nombre de substances réactogénes d'origine et de controle
biologique figurent au Codex de 1965. En voici la liste,
1) Allergénes (p. 85). — 1l s’agit la de produits particulicrs, parce-
que le sujet sur lequel on doit faire la réaction est I'homme lui-méme, Clest

Awi, fal, Super. Sanila (18689) b, 218-251.
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13 la seule exeeption a 'attitude frangaise qui ¢limine toujours les essais sur
I'humain. Le Codex. en ce qui concerne ces produits, indique :

CLlactivité. L (se détermine) par riéaction cutanée chez un méme sujet allergique. . .
par comparaison. .. avec une préparation d'allergines d'activité connue ».
2) Intigéne méthylique tuberculeux (p. 125). — Comporte les contréles

biologiques suivants :
a) FEssais générauwx : Stérilité (of. p. 1618). innocuité par injection a 2
cobaves de 300 g, de 5 ml de Fantigéne (voie S.C.) et surveillance 7 jours.
b) Titrage de ['antigénicité par réaction de fixation du complément
(apres titrage du complément) sur sérum de cheval ayant recu des B.K,
humains ou bovins,

3) Malléine (p. 666). — 11 s'agit d'un extrait de bacille de la Morve
pour lequel aucun controle n'est réclamé par la Pharmacopée (rangaise.

1) Toxine diphtérique diluse (p. 1232), - - Il s’agit d'une solution de
toxine diphtérique stabilisée en tampon horaté, telle que 0.1 ml de cette di-
lution correspond aun 150° de la D.MAM. en 4 jours pour un cobaye de 250
g. Le Codex spéeifie que cette préparation est utilisée pour 'LD.R. de Schick
A rason de 0.1 ml de cette solution qui, en Pabsence de toute réaction lo-
cale, témoigne d'un taux d’au moins | 30 I'U A, diphtérique, taux reconnu
comme seuil de 'immunité anti-diphtérique. Cette préparation comporte :

a) un essai de sterilité (ef. p. 1618) :

h) une vérihieation biologique sur Cobaye, On pratique une [LD.R.
de 0.1 ml de la toxine diluée associée a 1.750° d'unité antitoxique diphté-
rique sous un volume total de 1 ml sous la peau de Fanimal. On ne doit
pas observer de réaction locale.

¢) un véritable titrage biologique sur le Cobaye. [l est en effet spé-
cilié que Pinjection mtra-dermique. chez le cobave. d'une dose de 0.1 ml de
toxine diluée mélangée & une dilution d'une unité antitoxique au 1, 1250¢
sons un volume de 0.1 ml, doit étre suivie d'une réaction locale du tvpe de

FLD.R. spécitique positive observiée chez Fhomme.

5) Tuberculine brute (p. 1244). — Le Codex de 1965 exige les essais
biologiques swivants = Controle de stépilité (ef. p. 1618), d'innocuité chez le
Cobave, vértication de non sensibilisation du cobaye et titrage de 'activité
tuberculimigque. Celui-ei se fait sur des cobaves sensibilisés au B.K. vivant
vl comporte :

) un ttrage prebminaire

h) un titrage déhinitif, 11 STagit dans les deux cas d'un titrage
biologigque tvpe log dose-réponse avee constrnction de deux droites paral-

leles, ete.

Pivw, Aol SESer, Sawila (109) 5. 218241



1 PO EFERESNAY B SEMINANL

La Pharmacopée Francaise precise que la tuberculme brote doit tieres
au ml oentre 100,000 1.1, et 125.000 1.1,

6) Tuberculine purifice (p. 1247). oessan st semblable au pre-
cédent et comporte. bien entendu, un titrage. La tuberculine purifiée don

contenir au moins 2.5 - 10" UL par milligramme,

I, Muatériels divors.

1y Matértel @ usage chirurgical. H ocomporte des substanees ¢

matériels divers. tous soumis au contrdle de Lo stérilité classique (el po 1618).
On trouve les produits suivants :

Catguts chirurgicaux. p. 20l.

Crins chirurgicaux, p. 337 ¢t erins syothétiques. p. 339

Fils pour ligatures chirurgicales. p. 484, Chez ceux-ci. Peprenve
de stérthité se fant sur des témoins de fabrication,

Fils de lin chirurgicanx. p. 486

Fils synthétiques, p. 484,

Laminaires chirurgicaux, p. 6248,

Objets de pansements stériles, po 740,

Ouate eellulose chirurgicale et ouate viseose hydrophile chirurg-
cale, p. 758 et p. 700,

Soies tressées chirurgicales. po 1039 (cocon de ver a soiv).

2) Matériel entrant duns la composition d objers destinés @ servie i
récipient pour injection pareniérales, On peat placer sons cette rmbrigue
les objets ou matériaux suivants

a) Seringues en matieres plastiques et wiguilles déliveées stéeiles (po 124
du 177 supplément 1968).

Ce maténel est soumis @ un eontrale particulier de stérilité qui a ére
é¢tudie plus haut au chapitre o Stériline

b) Bouchons pour fioles i injections muolniples (p. 1397), — Ce maté-
ricl est soumis a un contrile d'absence de matiéres pyrogénes (voir plus haut
au chapitre « Pyrogéne 1),

¢) Matieres plastigues : (p. 1395, alinéa 6v). — Ces produits sont soumi-.
aprés une préparation spéciale (exposée plus haut, voir chapitre « Pyvrogéne ).
i un controle d'absence de pouveir pyrogéne et a un controle de toxieité

SUT SOUTIS,
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Cuaritre VI

QUELQUES PROBLEMES PARTICULIERS POSES PAR L'UTILISATION
DU CONTROLE BIOLOGIQUE

Les problémes posés par le contréle biologique sont nombreux et com-
plexes. Nous avons eu Poccasion den souligner un certain nombre dans 'in-
troduction de ee travail et dans les différents chapitres précédents. Ces pro-
blemes sont divers, ils ont trait principalement a Porganisation du contrile
proprement dit, sur le plan administratif d"abord, sur le plan technique
ensuite. Nous pensons qu'il érait digne d'intérét de les exposer ici rapidement,

A. — Organisation du contrile sur le plan administratif.

Une analyse de controle hiulllgiqut‘. n'est pas tellement ditférente d’un
examen relevant de la pathologie clinique. La aussi. les points principaux
sont Porganisation du prélévement, Fexéeution technique analytique, la
leeture des résultats, leur interprétation et Uexploitation légale de ceux-ei.

La partie administrative comporte la mize en place du prélévement, sa
réception dans le respect des voies légales, <a transmission aux serviees techni-
ques, la réception du résultat all:ill}tiquc el son t*xpluitaliun reglementaire.

Ces conditions sont remplies. en ee qui nous concerne, par I'articulation
qui existe en France entre administration centrale dn Ministére des Affaires
Sociales (Santé Publique) et le Laboratoire National de la Santé Publique.
\u Ministere, ¢’est le Service Central de la Pharmacie et des Médicaments
qui est compétent en la matidre.

B. — Organisation du controle sur le plan technique.
\u point de voe technologique, le contrale des produits biolegiques
comporte divers impératifs :
a) la sélection et Uentretien des souches vivantes :
hy la séleetion, le titrage et la conservation des étalons ;
o) interprétation statistique des résultats :
i) les normes techniques des titrages  biologiques.
i) Le premier point est dominé par la génétique et nne connaissance
approfondie de la notion des < souches o, En gros, leur sélection s'effectue
sur deux plans :

al) protistes et a) animaux.

al) lLes protistes <ont surtout representés par les bhactéries et les
virns. Nous limiterons nos quelques réflexions aux bactéries quic sont dun

cmploi journalier pour le controle des anvibiotiques et dequelqu es vaceins,

biar. Ixl. Sigwer, Seadln (11090 §, 218241



27 EONFERENZE B SEMIN AN

b oee qui concerne les antibrotiques @ les étades relatives aus germestests
mteressent particulierement les détarls sumvanis

a) Recherche et gélection des germes sensibles of pésistants aus
antibiotigues isolés ou assocics. avee notamment travaux sur les senils e
sensihilite ou de résistance.

h) Erude complete des possibilités de dosage avee des germes divers
comportant des gammes, dabord des iilliihiuiirlum associes (2 par 2 en ocas
de mélange binaire, puis en assoctations variées en cas de mélange plus
polyvalent), puis des antibiotiques seuls. afin dapprécier Vinterférence
eventuelle aux taux de dilutions utilisées dans chaque méthode proposée.

¢) Quéte du germe avant e maximum de qualite, puis sélection des
souches soit pour les titrages des antibiotiques isolés, soit convenable pour
des mélanges d'antibotiques. étude de 1o I!il'\ﬁiil["'l_"ll' et de son comporte
ment dans le temps. Un tel germe doit étre non seulement i la fois sensible
i |‘m|lihioli(|m- que Pon se propose de doser et résistant & Pautre. mais doit
étre susceptible de posséder la meilleure sensibilité différentielle entre le-
concentrations antibiotiques choisies pour le titrage.

Cas des sélections de souches rendues résistantes en vue du contrale de melange

d antibiotiques.

Cest la méthode la plus élégante et la plus stre pour e laboratoire de
controle lm(‘lt‘riolugiqm'. mais elle est diflicile & mettre en ocuvre et surtout
longue. Elle est basée sur une connaissance approfondic de la physiologie
des germes, en particulier en ee qui concerne les modalités de leur reprodue-
tion et de la transmission des caractéres héréditaires,

On peat utiliser divers moyens pour obtenir des souches spéetfiquement
résistantes : soit les rendre soli-méme résistantes an laboratoire, soit chercher
dans la nature (produits pathologiques ou autres) ou dans les collections.
des souches résistantes a ou aux antibiotiques inléresses.

Dans le premier cas, il pe faut pas se dissimuler que la route sera longue
et difficile. 11 convient d’avoir recours & une technique spéciale permettant de
rendre une souche résistante, L'une des meilleares semble hien étre la méthodse
sur giélose (technique de Szybalski pour la sélection des mutants résistants),

On se heurte a la diversité des types de résistanee dont il faut avoir
une bonne connaissance. Il faut tenir compte, suivant les antibiotiques ot
les germes en présence des types suivants ;

— Résistance dite 4 un échelon @ type Streptomyeine.  obtenae
d'emblée, forte (1).
Résistance fractionnée. diie i plu.tair-ur.- ¢ehelons. type Pénicil-
line, lente & obtenir, par palier faible au début (11).
— Résistance & type intermédiaire, relativement forte au départ.

mais augmentant encore par paliers, séparés par des temps variables (I11).
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~— Résistance a type réduit qui est tardive ou inexistante, trés
difficile 4 installer de facon déhnitive (IV).
Les tentatives de rendre soi-méme une souche résistante présentent
divers inconvénients, qu'il ne faut pas dissimuler,

— Essais fastidieux sur diverses souches avant d’en trouver une
donnant satisfaction ;

— découragement devant les antibiotiques provoquant des rési-
stances du type [V

— possibilité d’acquisition de résistances croisées :

—— nécessité de I'entretien des mutants résistants avece obligation
de vérification périodique de la résistance et de la remise en place de celle-ci,
le cas échéant,

Tout ceei entraine, en pratique courante du laboratoire de contrile,
un trés grand ralentissement de la réponse possible.

Dans le second ecas, recherches de souches résistantes, dans les produits
pathologiques, la nature ou les collections, on est obligé de se livrer souvent a
une quéte longue et fastidieuse. mais parfois couronnée de suceés. Théorique-
ment, la stabilité de la résistance, en principe acquise depuis longtemps, est
plus forte que pour les souches précédentes entrainées récemment, par
définition,

Toutefois, il faut signaler existence de souches intéressantes pour leur
résistance dans certaines collections publiques ou semi-publique (ATCC
anx U.S. AL, Institut d’hygiéne de Lausanne, Institut Pastear & Paris, Na-
tional Iunstitute of Health 4 Londres, ete.) ou privées (notamment chez les
fabricants). Par exemple UATCC posséde et délivre :

— Micrococcus flavus ATCC 10240 A, résistant & la Streptomycine
et a la D.HLS., servant au dosage de la Bacitracine en présence de Strepto-
mveine ou de D.H.S.

~ Micrococcus pvogenes aureus ATCC 0538 PR, résistant & la Strep-
tomveine ¢t a la D.H.S.. mais sensible i la Néomyeine, ete, On pourrait
citer bien d'autres exemples.

Iin ce qui concerne le contrile des vaceins, notamment pour certain
titrages dactivité, il est néeessaire parfois de procéder a la sélection de
<ouches microbiennes d'un pouvoir pathogéne reconnu. Tel est par exemple
le cas du vaccin anticoquelucheux. Certes, il existe des sonches de notoriété
internationale. mais cela ne peut exclure la recherche personnelle,

La conservation de ces souches exige des soins particuliers. La pratique
de la lyophilisation est une solution reconnue par tous. Parfois, notamment
pour les souches servant au titrage des antibiotiques, il est <uffisant d'envi-
<ager une conservation de courte durée entre les titrages. Une pratique utile
cst eelle de Putilisation des milieux semi-liquide, semi-solide,
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Nous ne pouvons pas nous étendre plus luugll'm]» 1l sur ces détails
particuliers.

a2) Le second point concerne les animaux de laboratoire. Tout ti-
trage biologique étant conditionné par son support vivant : Fanimal, celui-ci
devra étre I'objet d'une particuliere attention quant a sa sélection. sa repro-
duction, son élevage, son environnement. Mais tout ceci est bien classique.
Toutefois, nous voudrions attirer 'attention. en particulier dans le cas de
titrages antigéniques. sur I'état immunologique des animaux, Tout a é1¢
dit ou presque sur les sujets de race pure. de type classique, sur ceux dits
v germes-free o et sur ceux « non-pathogens-free o. Les controles réglementaires
se font pratiquement sur des animaux type classique. sans précautions par-
ticuliéres quant aux germes quiils hébergent normalement dans leurs ca-
vités anatomiques naturelles v compris leur intestin, Or, dans quelques
cas, ceci a une importance capitale, car les germes et toxines (méme tres
banales, comme les toxines des bacilles du genre Proteus) peuvent modifier
considérablement leurs capacités réactogénes immunologiques. Certain-
auteurs proposent méme d’inventorier la flore du tractus gastro-intestinal
avant les titrages antigéniques.

Une précision encore concernant 'age physiologique des animaux, Dire
que I'on doit employer un animal de tel poids. revient dans esprit de certains
expérimentateurs a utiliser un animal de tel dge. Or, cette notion n’est valahble
que si Fon sélectionne des animaux de souche pure dont on connait parfaite-
ment la courbe de creissance pour une nourriture, un environnement et un
climat donnés (ou une région donnée). Du reste, il convient de souligner que
pour certains controles d'innocuité ou titrages immunologiques, le poids
adéquat de I'animal revient a sélectionner des sujet d'un age plus ou moins
¢loigné du sevrage. Le fant d’utiliser des animaux d’un faible poids revient a
retenir des animaux trés jeunes, trés proches du temps de sevrage et possé-
dant une flore intestinale encore peu évoluée et un potentiel immuno-réaction-
nel d’un certain type. Modifier le poids revient a perturber eet équilibre et
modifier peut-étre les valeurs du contrdle. Clest la un fait important que
ceux qui manipulent les contrdles biologiques doivent bien connaitre.

Ceci est également valable pour les animaux destinés au controle de
toxicité aigué.

b) Le second point que nous désirons évoquer concerne les étalons
biologiques. En complément de ee que nous avons abordé succintement in fine
au chapitre de U'introduction de ee travail (ef. Position du probléme), nous
voudrions exposer rapidement diverses notions qui intéressent le Contréleur.

Avant d’étre utilisés par voie réglementaire, les étalons doivent subir
des essais de mesure d'activité par rapport aux réactions obtenues sur un
organisme vivant lui-méme sélectionné, sur lequel la subgtance considérée
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comme étalon présente un effet spéeifique reconnu. Ensuite, on doit se mettre
d’accord sur une évaluation arbitraire d’une unité d’activité, définie par les
experts « comme Uactivité d'un poids donné d’une préparation unique de la

substance destinée 4 devenir étalon o,
Mais il existe des limites & I'usage correct d’une unité d'activité,

— La relation dirccte entre I'étalon et la souche réactogéne (virus,
germes microbiens, animaux ou tissu vivant, ete.). Elle peat étre variable
suivant les régions et les saisons. En ce qui concerne les titrages d’antibio-
tiques ou de substances immunologiques, ceci peut aboutir & des titrages
erronés et A certains désaccords entre fournisseurs et contrileurs. Dans le
cas de substances a actions physiologiques dangereuses ou sub-toxiques
(vaceins divers vivants ou toxiques potentiels : anti-pertussis par exemple,
ou insuline, ou digitale, ou alcaloides du curare), on peat méme aboutir a
la libération sur le marché de produits dangereux.

— La variation méme de la valeur « unité d’activité o par suite d’é-
volution dans le temps des techniques de contréle. Comme le disent les ex-
perts de 'OM.S.

“il n'est possible d'évaluer dune facon sire les différences de variabilité des souches et

des techniques que si 'on compare leurs réactions i une unique préparation de ln substance,
il faut établir une préparation étalon de la substance suivant la méthode traditionnelle ».

Des riggles générales doivent étre secrupuleusement ohservées quant au
bon usage des étalons. Par exemple les notions soulignées par certains, de-
puis longtemps, sont toujours d’actualité.

« Llindépendance de Punité par rapport aux organismes réactogines (animal, cellules,
tissus, protistes, ete....) et a la pureté de la préparation implique la rénlisation d’un certain
nombre de conditions :

a) La préparation étalon ne contient, en fait dimpureté, ni corps ayant une activité
<pecifique qui rappelle celle du principe actif, ni substance qui exalte ou contrarie son activite.
h) La matiére biologiquement active est homogene.

¢) La substance biologique titrée par comparaison avee I'étalon est identique a celle
de 'étalon .

Outre ces véritables truismes qu'il nous a semblé nécessaire de rappeler,
organisation des controles biologiques entraine, pour ce qui a trait aux
dtalons, un véritable service autonome ¢ui a pour but essentiel :

1. La fabrication, ou tout au moins, la surveillance de la fabrication
par des industriels spécialisés,

2. La sélection des meilleurs d’entre-eux au point de vue pureté
et qualité de conservation (i la rigueur par la technique de conservation

aceélérée),

4. Leur titrage par rapport aux étalons mternationaux en usage,
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4. Leur répartition en unité de conditionnement.  distribuabl
aux usagers (problemes des récipients. du dosage de répartition. ete.).

5. Leur conservation dans les conditions idéales (par surveillanes
réguliere du titre et composition chimique. analyses hiologique et physico-
chimique),

6. Leur distribution a ccux qui en font la demande et surveillanee
de leur usage pour éviter les abus,

Sont particulitrement intéressés par ces problemes les services de -
trage des antibiotiques. des sérums et vaccins, des drogues phivsiologique-
ment actives, ele,

c) L'exploitation statistique du  résultar  des  titrages  biologiques
pose un certain nombre de questions, Si Fon exige une préeision des dosages
telle que les limites de confiance soient tris serrées (telle quientre 95 et
105 9). il convient de pratiquer un trés grand nombre de titrages et son
exploitation nécessite souvent Vusage de machines ¢t de caleulateurs élee-
troniques. Dans ces conditions, un service de contrdle hiologique peut exiges
une division de caleul statistique autonome dotée de ces puissants moyens.
ce qui risque d'étre financierement hypertrophique. Une solution pratique
est de tolérer, chaque fois que faire se peut, des limites de confiance un peu
plus larges. De plus. on peut se demander quelle méthode sera utilisée : la
méthode compléte (qui nécessite une exploitation mécanique le plus souvent).
ou une méthode approchée (comme le propose la Pharmacopée Francaise).
ou encore un nomogramme adapté au type de dosage considéré.

Quoiqu’il en soit. Vinterprétation des résultats et les caleuls statistiques
sont inséparables de analyse proprement dite. Lanalvse statistique portera
essentiellement sur les points suivants

1. Analyse de variance au cours de la mise au point des méthodes,
Par exemple la détermination de la meilleure droite de régression dose-
réponse. ou plus généralement log dose-réponse.

2. Analyse de variance du titrage final permettant d'estimer sa vali-
dité et les limites de confiance du résultal,

d) Enfin, pour terminer ce chapitre, il nous faut souligner 'impor-
tance d'une communauté de vue absolue. sans arriére pensée, entre indu-
striels et contréleurs. au sujet des normes réglementaires des procédés de
titrages biologiques. Pour ce qui a trait aux Pharmacopées Nationales,
notamment pour le Codex frangais. harmonisation des diflérents points
de vue se fait au sein de la Commission du Codex qui groupe les principaux
intéressés avee les représentants de 'Université et ceux de Fadministration.

En régle générale. les méthodes de controles biologiques et les titrages
de ce type ne sont adoptés quiaprés des essuis en commun (comme pour
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tous les autres genres de contréle de la Pharmacopée, du reste). Il en est
de méme pour la rédaction des monographies.

Tant que I'accord n’est pas au point, les articles du Codex restent ré-
servés. L'avancement de nos connaissances scientifiques fait que, souvent,
les monographies sont sans cesse revues et corrigées,

C’est ce qui explique, par exemple, la pauvreté relative de la Pharma-
copée 1965, en ce qui concerne les vaceins viraux que nous avons soulignés
plus haut. Les modifications accélérées de ce type de vaccins tant pour les
techniques de fabrication que pour les techniques de contrdle, font que bhien
souvent les textes « relatifs au contrdle s’essoufflent a vouloir serrer de prés
la réalité et la rigueur scientifique » selon 'expression d’un expert. Il ne
faundrait pas en déduire que faute de monographie au Codex, ce contréle
est inexistant en France. [l existe et il est méme trés sévere. grace a la pro-
cédure du visa, exposée au chapitre Il de ce travail. Ne figurant pas a la
Pharmacopée, nous n’en parlerons pas ici. Contentons-nous de dire que de
tels contriles sont de la compétence de la Section de Virologie du Labora-
toire National de la Santé Publique (Division de Paris et de Lyon).

CONCLUSIONS

On peut voir, par ces quelques problémes abordés dans ce travail,
combien délicates sont les (uestions a résoudre pour rendre acceptables par
tous et valables, ces contrédles biologiques pratiqués sur les produits dits
d’origine biologique utilisés a des fins médicamenteuses et inscrits a la Phar-
macopée.,

Nous avons tenté d’exposer a nos confréres et collégues italiens com-
ment nous concevions en France, par le truchement de la Pharmacopée
['rancaise, les solutions a apporter.

Les points les plus importants ont été soulignés et on peut voir que bon
nombre de questions ouvrent des horizons sur des problémes e¢n pleine évo-
lution, comme par exemple ceux des étalons, des souches diverses et de 'in-
terprétation statistique des résultats,

Nul doute que de tels problémes n'exigent des consultations qui dépas-
sent le cadre national et nécessitent des solutions sur le plan international.
(est pourquoi un tel exposé, fait dans le cadre prestigiecux de I'[nstitut
Supérieur de la Santé a Rome. et devant un tel publie, a été particuliérement
intéressant et fructueux.

Nous sommes particuliérement reconnaissants i M. le Professenr G. B.
Marini-Bettolo, Directeur, et 2 M, le Professeur (5. Penso. Chef des Labora-
toires de Microbiologie, de nous avoir invité a Rome et de faire publier cet
exposé dans la Revue de I'Tnstitut.
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