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Dosage sensible et rapide du chloramphenicol dans le serum par 
cbromatographie liquide haute pression 
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(Requ le 16 novembre 1977) 

Le dheloppement de l’utilisation du chloramphenicol (CAP) en therapeutique 
humaine et animale, soul&e le probleme de la detection et de la mesure des 
taux skkiques de CAP libre, done actif, tant sur le plan de la surveillance cli- 
nique des patients que sur celui des &ades de pbarmacocink%ique du CAP. 
Parmi les nombreuses methodes d&rites, aucune ne donne satisfaction sur 
les trois aspects de spGcificit5, sensibilit& et facilitG de mise en oeuvre recher- 
chds. Les m&bodes classiques de dosage microbiologique [l]p&entent l’iu- 
-convenient majeur dkn mauque de sp&ificit& et de. sensibilit& Un progr& 
a et& appork? par les techniques spectrophotom&iques [2, 31. Elles sent 
fond&s *‘UT la mesure de lbmine form&e a&s reduction du groupement 
nitre du cycle aromatique du CAP et de ses analogues, et pkhent l& encore 
par masque de sp&ificit& et de seusibiliti. La cbromatograpbie en phase 
gazeuse 14, 51 a permis de franchir un degre supplementaire pour l’abtention 
d’une bonne sp&ificit& et d’une grande ~scusibilit& Cependant les r&sultatS 
obtenus dzms une publication rkente [6] portant sur des‘ concentrations s& 
riques de CAP de l’ordm de 5-20 mg/l font app&aTkre un taux de r&up&a- 
tion limit4 ii 64 %. Enfin deux m&odes tres sensibles ont && rkennnent 
d&rites, l’une est enzymatique 171, l’autre fluorim&rique [S] . La premiiire, 
tis sensible, prkente l’inconv&rient dktiliser des isotopes radioaCtifs et de 
n&essiter l’emploi d’un compteur A scintillation hqmde; lA seconde. quant 
5 elle, est limit& par les ph&xom&res de fiuonkcence, non sp@5fique, im- 
portants et .variables, observk sur les Gkhantillons ?%moins, C’est .pourquoi 
nous nous proposons de d&xire tie m&hode simple- et rafiide, spckifiqtie 
et sensible de dosage du CAl? dam le &rum. Elle est bas& sur une analyse 
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en chromatographie hquide haute pm&on apr& extraction du CAP par l’a& 
tate d’&yle. SpGcifique du CAP libre, i l’exclusion de ses analogues (esters 
succinique et pahnitique, thiamph&ricol) et de son principal m&&bolite (glu- 
curoconjugu~), elle permet de d&ecter, pour une prise d’essai de s&&n de 
0.5 ml, des taux de l’ordre de 250 ng/ml. 

MAtiRIEL RT Mlh’HODES 

Tous les solvants utilis&s sent purs pour anslyse (E. Merck, Darmstadt, 
R-F-A.). Les produits standard de rhf&ence sont: chloramph&icol (Calbio- 
them, San Diego, Calif., U.S.A.: B grade), thiamphenicol (Parke Dave, Ann 
Arbor, Mich., U.S.A.), esters palmitiques et succiniques de CAP p&par& 
B partir de CAP standard_ 

Exbuction 
0.5 ml de drum sont dilu& dsns un volume &gal de tampon phosphate 

1 M pH 6.5. L&&action du CAP est r&lis&e par deux fois 2 ml d’a&ate 
d’ethyle dans des fioles coniques de 5 ml houchges PTFE. ApGs filtration 
sur sulfate de sodium les phases organiques sont r&mies et &apor&s sous 
tide. Le r&idu est repris par trois fois 1 ml d’ac&tonitrile sature en isooctane 
dans tie fiole conique de 5 ml. Apr& addition d’l ml d’isooctane sate& en 
a&o&rile, agitation suivie d’une d&a&&ion, la phase supCrieure (isooctane) 
est &min& par aspiration. La phase a&onitriIe est evapotie a set dans la 
fiole sous un courant d’azote. 

Chrornatogmphie liquide haute pression 
L’extrait see est repris par 0.1 ml d’ac&ate d’ethyle. 10 ~1 de cettesolution 

sont analys& en chromatographie hquide haute pression dans les conditions 
suivantes: 

L’appareil utilise est le modele SP 3500 B Spectra-Physics, equip& dun 
d&&eur ultraviolet i 254 run. La colonne (25 cm X 2.1 mm I.D.) est du 
type C,, Spherisorb ODS phase inverGe, granulom&rie 5 pm (Spectra Physi&)_ 

L’injection de l’&hanti&n est effect&e au moyen d’une microseringue 
V&o de 50 ~1 dans une vanne equip&z dune boucle de capaciti 10 ~1. 

L’&tion est -r&h& par le m&nge eau-m&hanol (70:30) avee un debit 
de 0.8 ml/mn. La sensibiliti du d&&eur est 6tablie i 0.005 unit& d’absor- 
bance pleine Gchehe. 

Les pits sur le chro&atogramme sent identifi& par leur temps de r&.ention, 
leur hauteur est ,mesur& et les concentrations en CAP des &hautillons sent 
etablies par comparaison avec une solution de r%Zf&ence de -CAP standard 
dans 1+%&e d’&hyle, _ de ,concentration comure et de valeur avoisinante, 
,chromatograph.i& dans les mgmes conditions. 

-; . . -. : 
RESULT~~~RTDISCU&ON 

L& chromat&mmme obtenu -i partir de la so&&ion de r&f&ence de CAP 
dans l’ac&ate d%thyle (5 pg/ml) est repr&ent& 5 la Fig. 1. -Dens les condi- 
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Fig. 1. C!hromato&am&e de CAP standard (50 ng inject&)_ 

tions d&rites le temps de Bention du CAP est de 6 nun. 
La liu6arite de h reponse a $2 vkifiee pour desdoses inject&de-IO ng & 

ZOO ng. 
La reproductibilit4 de l’analyse cbromatograpkque a 6% e&in& par 6 

injections succes.sives de 10 ~1 .de la solution de tifkence (50 ng de CAP 
standard). Le Loefficient de variation mesu& est de 3 %. 

La~spCcificii2 de la r@onse a et& test& pour leeCAP; les esters succinique et 
pahnitique et le thiamphkiicol. Les conditions d’extraction du CAP ‘restent 
iialables pour le -sUcciriate et le. palrriitate- ainsi que pour le. thiamph&&ol. 
Cependant dans les conditions cbromatogkaphiques dkx-ites~ le pabnitate 
est retenu sur la colonne alors que ‘sUccin&te et thiamph&icol~ So& elu& 
dans le front. du solvant De plus, pour ce demier la tiponse spkkifique est 
beaucoup plus faible que pour le CAP. Les glucukconjiig&s ‘due CAP; eux, 
ne sont pas extraits i l’ac8,at.e d’ethyle. Le pit obserk est done caractkis- 
tique-du CAP libre et permet de le disthiguer de SeS &~alogSs. -.T -7 _ i; -. .-’ _ 
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D&ptni~fion &ns le s&m . . 
Da+s -les-. conditi_ons d&rites, les. chrorn&grammes obtenus avec des ex- 

traits, d-tie,. part de &m t&noig normal, d’autre part du mike skum sur- 
cha.rgt$ .a. 4 .pg de. CAP par_ ml sont respectivement rep&sent& aux Fig. 2a 
et b.. Le.-temps. de ._&ention et la rgponse spkifique sont les mdmes que pour 
la sdution. st+nderd. L’enalyse- du &rum t&mom ne permet de mettrc en 
&idence aqcune interfkence mesurable, qui viendrait limiter la sensibiliti 
de lam&hode. 

Le ‘t&x‘ de r&up&&ion a & mestn-6 SLU 6 QchantiUons de &rum surchar- 
g& avec 1 pg de CAP standard par ml. 

Le taux de r&up&&ion moyen est de 98.7 5% + 5.8. La variabiliti du dosage, 
exprimk par son coefficient de variation est done inf&ieure i 6 5%. 

L’analyse d’un s&urn surchargt5 de 1 yg de CAP standard/ml se traduit 
par un pit de. 6.5. cm de hauteur. Il est, ai&ment possible d’apprkier et de 
mesurer avec ~pr&ision un pit de hauteur .quatre fois moindre. L’absence 
.d’inter&ence sur le chromatogramme d’un .extrait de &rum timoin permet 
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Fig.2. (a) C@romategramme d’un extrait de s&rum t.&noin. (b) Chronatagramme 
extrait du r&he s&rum surcharg6 11 &g/ml de CAP standard. 
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d’affirmer en toute s&uriti qu’un tel pit corres@jnd 5 unti dose de CAP i& 
ject& de 12.5 ng, qui sesitue dans la zone de lin&rit& de la &ponSe. La pr& 
sente m&hode, t&e qu’elle est d&rite, avec une prise d’essai de -0.5 ml de 
&rum, permet ainsi facilement de detecter et de mesurer le CAP libre dans 
le s&urn au taux de 250 ng/mL Or, la suweillance clhiique de -patients soumis 
a un traitement therapeutique au CAP, a permis a de nombreux auteurs de 
pr&iser les taux sanguins alors atteints. 2 h apr& Padministration or-ale de 
2 g de CAP, la concentration s&ique atteint un pit de 20-40 pg/ml; le CAP 
est ensuite &mine avec une demi vie de 1.5-3.5 h, [5,6]. _ 

-CON&JSION 

La methode de dosage d&ite allie aux qualit& de sp&i&it& d’une me- 
thode chromatographique, la simphcit& et la rapidit n&essaires i une mise 
en oeuvre de routine. L’absence d’interf&ence observee au niveau des &urns 
t&moins per-met d’autre part de tirer parti au maximum de la grande sensi- 
biliti de cette methode. Si la limite de detection ne constitue pas le facteur 
limitant, ce qui peut Etre le cas pour la -determination, Iors des examens de 
biologie clinique, des’ taux s&iques de CAP chez des patients sous therapeu- 
tiqJe, le volume d’essai peut &re facilement reduit. Par contre, les etudes 
de pharmacocinetique et du metabohsme fin du CAP chez I’homme ou l’ani- 
mzl n&e&tent des seuils de detection beaucoup plus has. La m&hode d&c&e 
ici permet alors, sur des prises d’essai plus importantes, d’abaisser la limite 
de detection i quelques ng/ml. 
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