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Le développement de 'utilisation du chloramphénicol (CAP) en thérapeutique
humaine et animale, souléve le probléme de la détection et de la mesure des
taux sériques de CAP libre, donc actif, tant sur le plan de la surveillance cli-
nique des patients que sur celui des études de pharmacocinétique du CAP.
Parmi les nombreuses méthodes décrites, aucune ne donne satisfaction sur
les trois aspecis de spécificité, sensibilité et facilité de mise en oeuvre recher-
chés. Les méthodes classiques de dosage microbiologique [1]présentent I’in-
‘convénient majeur d’un manque de spécificité et de sensibilité. Un progrées
a été apporté par les techniques spectrophotométriques [2, 3]. Elles sont
fondées sur la mesure de P’amine formée aprés réduction du groupement
nitré du cycle aromatique du CAP et de ses analogues, et péchent la encore
par manque de spécificité et de sensibilité. La chromatographie en phase
gazeuse [4, 5] a permis de franchir un degré supplémentaire pour I'abtention
d’une bonne spécificité et d’une grande sensibilité. Cependant les résultats
obtenus dans une publication récente [6] portant sur des concentrations sé-
riques de CAP de I'ordre de 5—20 mg/l font apparaitre un taux de récupéra-
tion limité a 64 %. Enfin deux méthodes trés sensibles ont été récemment
décrites, I'une est enzymatique [7], I’autre fluorimétrique {8] . La premiére,
trés sensible, presente I'inconvénient d’utiliser des lsotopes radioactifs et de
nécessiter 'emploi d’un compteur a scintillation hqulde, 1a.seconde’ quant
a elle, est limitée par les phénomeénes de fluorescence non spécifique, im-
portants et variables, observés sur les échantillons témoins. C’est . pourguoci
nous nous proposons de décrire une méthode simple et rapide, -spécifique
et sensible de dosage du CAF dans le sérum. Elle est basée sur une analyse
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en chromatographie liquide haute pression aprés extraction du CAP par 1’acé-
tate d’éthyle. Spécifique du CAP libre, a ’exclusion de ses analogues (esters
- succinique et palmitique, thiamphénicol) et de son principal métabolite (glu-
curcconjugué), elle permet de détecter, pour une prise d’essai de sérum de
0.5 ml, des taux de ’ordre de 250 ng/ml.

MATERIEL ET METHODES

Reéactifs

Tous les solvants utilisés sont purs pour analyse (E. Merck, Darmstadt,
R.F.A)). Les produits standard de référence sont: chloramphénicol (Calbio-
chem, San Diego, Calif., U.S.A.: B grade), thiamphénicol (Parke Davis, Ann
Arbor, Mich., U.S.A.), esters palmitiques et succiniques de CAP préparés
a partir de CAP standard.

Extraction

0.5 ml de sérum sont dilués dans un volume égal de tampon phosphate
1 M pH 6.5. L’extraction du CAP est réalisée par deux fois 2 ml d’acétate
d’éthyle dans des fioles conigues de 5 ml bouchées PTFE. Aprés filtration
sur sulfate de sodium les phases organiques sont réunies et évaporées sous
vide. Le résidu est repris par trois fois 1 ml d’acétonitrile saturé en isooctane
dans une fiole conique de 5 ml. Aprés addition d’1 ml &’isooctane saturé en
acétonitrile, agitation suivie d*'une décantation, 1a phase supérieure (isooctane)
est éliminée par aspiration. La phase acétonitrile est évaporée a sec dans la
fiole sous un courant d’azote.

Chromatograephie liquide haute pression

L’extrait sec est repris par 0.1 ml d’acétate d’éthyle. 10 ul de cette solution
sont analysés en chromatographie liquide haute pression dans les conditions
suivantes:

L’appareil utilisé est le modéle SP 3500 B Spectra-Physics, equlpe d’un
détecteur uliraviolet a4 254 nm. La colonne (25 cm X 2.1 mm I.D.) est du
type C,: Spherisorb ODS phase inversée, granulométrie 5 yum (Spectra Physics).

L’injection de I’échantillon est effectuée au moyen d’une microseringue
Valco de 50 ul dans une vanne équipée d’une boucle de capacité 10 ul.

- L’élution est réalisée par le mélange eau—méthanol (70:30) avec un débit
de 0.8 ml/mn. La sensibilité du détecteur est établie a 0.005 unité d’absor-
bance pleme échelle.

Les pics sur le chtoma.togramme sont identifiés par leur temps de rétention,
leur hauteur est mesurée et les concentrations en CAP des échantillons sont
éiablies. par - comparaison avec une solution de référence de CAP standard
dans l'acétate d’éthyle, de concentration connue et de valeur avoisinante,
chromatographlee dans les mémes conditions..

RESULTATS ET DISCUSSION »

Le chromatogramme obtenu a. partn- de la solutlon de reference de CAP
dans l'acétate d’é thyle (5 ug/ml) est represente a la Fig. 1. Dans les condi-
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Fig. 1. Chromatogramme de CAP standard (50 ng lnjectes)

tions decntes le temps de rétention du CAP est de 6 min.

La linéarité de la réponse a éte vérifiée pour des doses mjectes de: 10 ng a
1090 ng.

La reproductibilité de - l’analyse chromatographxque a été estlmee par 6
injections successives -de 10 ul de la solution de référence (50 ng de CAP
standard) Le voefficient de variation mesuré est de 3 %. :

La spécificité de la réponse a été testée pour le CAP, les esters succmlque et
palmitique et le thiamphénicol. Les conditions d’exiraction du CAP restent
valables pour le siuiccinate et le’ palmltate ainsi que pour le  thiamphénicol.
Cependant dans les’ conditions chromatographiques décrites*le palmitate
est retenu sur la colonne alors que succinaie et ﬂuamphemcol sont élués
dans le front du solvant. De plus, pour ce dernier la réponse spécifique est
beaucoup plus faible que pour le CAP. Les glucuroconjugués du’ CAP, eux,
ne sont pas extraits a 1’acétate d’éthyle. Le plc observé est donc caractens—
thue du CAP hbre et permet de le dlstmguer de ses analogues. R ,
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.Determmatzon dans le sérum . .. .

- . Dans -les conditions décrites, les. chromatogrammes obtenus avec- des ex-
. traits, d’une part de sérum temom normal, d’autre part du méme sérum sur-
chargé a I ug de CAP par ml sont respectivement représentés aux Fig. 2a
et: b..Le temps.de rétention et la reponse spécifique sont les mémes que pour
-la solution. standard. L’analyse du sérum témoin ne permef de mettre en
évidence aucune interférence mesurable, qui viendrait limiter la sensibilité
dela methode

Le taux de recuperatlon a ete mesuré sur 6 echantlllons de sérum surchar-
gés avec 1 ug de CAP standard par ml.

Le taux de récupération moyen est de 98.7 % + 5.8. La vanablhte du dosage,
exprimée par son coefficient de variation est done inférieure a 6 %.

L’analyse d'un sérum surchargé de 1 ug de CAP standard/ml se traduit
par un pic de. 6.5 cm de hauteur. Il est aisément possible d’apprécier et de
mesurer avec ‘précision un pic de hauteur quatre fois moindre. L’absence
_d interférence sur le chromatogramme d’un extrait de sérum témoin permet
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F:g 2, (a) Chromatogramme d’un extrait de sérum témoin. (b) Chromatogramme d’un
extraxt du méme sérum surchargé 4 1 ug/ml de CAP standard.
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d’affirmer en toute sécurité qu’un tel pic correspond i une dose de CAP in-
jectée de 12.5 ng, qui se situe dans la zone de linéarité de la réponse. La pré-
sente méthode; telle qu’elle est décrite, avec une prise d’essai dé 0.5 mi de
sérum, permet ainsi facilement de détecter et de mesurer le CAP libre dans
le sérum au taux de 250 ng/ml. Or, la surveillance clinique de patients soumis
a un traitement thérapeutique au CAP, a permis 4 de nombreux auteurs de
préciser les taux sanguins alors afteints. 2 h aprés ’administration orale de
2 g de CAP, la concentration sérique atteint un pic de 20—40 pg/ml le CAP
est ensuite éliminé avec une demi vie de 1.5—3.5 h. [5 6].

-~CONCLUSION

La méthode de dosage décrite allie aux qualités de spécificité d’une mé-
thode chromatographique, la simplicité et la rapidité nécessaires a une mise
en oeuvre de routine. L’absence d’interférence observée au niveau des sérums
témoins permet d’autre part de tirer parti au maximum de la grande sensi-
bilité de cette méthode. Si la limite de détection ne constitue pas le facteur
limitant, ce qui peut étre le cas pour la détermination, lors des examens de
biologie clinique, des taux sériques de CAP chez des patients sous thérapeu-
tique, le volume d’essai peut étre facilement réduit. Par contre, les études
de pharmacocinétique et du métabolisme fin du CAP chez 'homme ou !’
mal nécessitent des seuils de détection beaucoup plus bas. La méthode décrite
ici permet alors, sur des prises d’essai plus importantes, d’abaisser la limite
de détection a quelques ng/ml.
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