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LA prtparation de liquides injectables stkriles ne semblait pas poser, il 
y a une trentaine d’anntes, de problkmes scientifiques t rks  dficiles. 
Mais a mesure que l’emploi en thtrapeutique de substances chimiques de 
plus en plus fragiles s’est gtnCralis6, il a fallu renoncer a employer dans 
tous les cas des mtthodes de sttrilisation par la chaleur consid6rks 
comme siires. I1 n’est donc pas sans inttrst de jeter un coup d’ad 
gintral sur l’evolution historique des interprttations thtoriques de la 
stirilisation, et sur les modifications des techniques pratiques qui en ont 
result6 dans les quatre-vingts dernikres anntes. Nous verrons ensuite 
quelles sont les positions officielles adopttes par les dernikres Pharma- 
cop6es britannique, amtricaine et franqaise, et comment la notion de 
stirilit6 des solutts injectables se prtsente a I’heure actuelle. 

I. THEORIES GgNkRALES DE LA STfiRlLlSATION ET APPLICATION 
AU CAS DES SOLUTES. 

1. La chaleur.-Les premiers chercheurs dans ce domaine avaient en 
we ,  a la fois, un problkme thtorique trks gtntral: celui de l’origine de 
la vie, et un problkme pratique: celui de la conservation des liquides 
riches en matibres organiques, tels que les sucs de plantes (obtenus par 
pression de la plante frdche), ou les infusions de plantes skhes. C’est 
ai: XVIIIhme sibcle qu’ont tt6 faites les dtcouvertes fondamentales, en 
particulier celle de Spallanzani’, qui ttablit le premier, d’une manibre 
indiscutable, qu’une infusion v6gttale ttait rapidement envahie par de 
petits organismes vivants quand elle n’avait pas 6t6 chauffk, tandis que 
les Etres vivants n’apparaissaient pas quand l’ensemble du vase scellt 
contenant l’infusion avait ttk port6 B la temptrature de 1’6bullition. Plus 
tard, le franqais Appe.rt2 gknbalisait cette conclusion en mettant au point 
un  proca6 de prtparation de conserves alimentaires stkrilisies par 
chauffage au voisinage de 100°C. Mais c’est seulement Pasteur qui a 
tlucidk d’une manibre complkte le mkcanisme de ce phknombne, au cours 
de ses recherches c6Ebres sur l’inexistence de la gtntration spontante. 
Paste& a Ctabli en effet plusieurs faits t r b  importants: 1”) Un liquide 
organique port6 B une temp6rature suffisante en vase clos, demeure 
ensuite indtfiniment limpide, aucun germe vivant ne se dtveloppant dans 
le milieu. 2”) S’il est mis en contact, aprks chauffage, avec de l’air, il y a 
contamination par des germes vivants existant en suspension dans 
l’atmosphkre, mais cette contamination est tvitte a la condition d’6tablir 
la communication avec l’air par l’intermaiaire d’un tube capillaire trbs 
long et recourbt. Ce n’est pas le contact de l’air qui provoque la 
contamination, mais le contact de germes en suspension dans l’air. 
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Une autre notion fondamentale est celle de la distinction entrz les 
conditions de destruction par la chaleur des formes vegktatives des 
bacteries (rapidement dktruites au voisinage de 60°C.) et les spores 
bacteriennes beaucoup plus risistantes, dCtruites seulement par un 
chauffage a l’autoclave aux environs de 120°C. C’est Tyndal14 qui a 
constatt l’insuffisance du chauffage a l’kbullition, m&me prolonge, 
vis-a-vis de certaines spores. I1 a egalement eu le mirite de montrer 
qu’on disposait d’un autre moyen pour les detruire. On peut en effet : ou 
bien maintenir pendant plusieurs heures la temperature aux environs de 
100”C.-et la destruction peut alors Ctre effectuee en une seule op6ration 
-ou bien effectuer cinq chauffages a I00”C. d’une minute par exemple 
chacun, avec des intervalles de 24 heures entre deux chauffages 
consicutifs, et l’effet obtenu est sensiblement le mCme. 

Cette methode de chauffage discontinu, qui a r e p  le nom de ‘* tyndal- 
lisation,” pose l’un des problkmes les plus surprenants de la biologie. En 
effet, l’explication qu’avait donnee Tyndall lui-m&me de l’efficacite 
de la mithode-explication qui est devenue tout de suite classique et 
qui continue d’&tre admise par de nombreux auteurs, mtme aujourd’hui- 
etait la suivante: Dans I’intervalle de deux chauffages, la spore bacte- 
rienne donnerait naissance a une forme vegetative et deviendrait, a ce 
moment, vulnerable. Elle pourrait donc Ctre facilement ditruite lors 
d’un chauffage ultirieur. En repitant plusieurs fois l’opkation, on 
finirait par detruire, au moment oh elles prennent la forme vigetatibe, 
toutes les bacteries issues de spores. C’est Duclaux5 qui a mis en 
doute cette interpretation. I1 a, en effet, maintenu h la glaciPre le 
liquide, dans l’intervalle de chauffages consicutifs. I1 est Cvident que, 
dans ces conditions, aucun developpement bactirien ne peut avoir lieu, 
et que les spores ne peuvent donner naissance a des formes vegetatives. 
Cependant, d’aprbs Duclaux, la tyndallisation reste efficace mbme dans 
ce cas. On serait donc conduit a admettre, comme I’a fait Duciaux, 
que c’est bien la discontinuite‘ du chauffage qui, par un mekhanisms 
entibrement inconnu, permet la destruction de la spore. 

Les techniques de la stkrilisation par la chaleur se sont precisees entre 
1880 et 1900, et elles dkoulent directement des travaux prkedents. 
1 ”) StCrilisation par chauffage a l’autoclave aprbs purge d’air pendant 
un temps qui depend de la nature du liquide et de la temperature adoptee 
(en general: 110”, 115” ou 120°C.). Nous reviendrons plus loin sur 
ce point. 2’) Tyndallisation en trois operations de 10 minutes a une 
heure chacune, avec 24 heures d’intervalle. La temperature adoptke 
depend de la fragilitC des substances existant en solution. La tempkrature 
minimum utilisable est de 56°C.; chaque fois qu’on le peut, on opkre 
a 70” ou 80°C. 

PrCcisons maintenant la relation entre duree de chauffage et tem- 
perature. 11 est tout h fait important d’insister sur le fait qu’il n’existe 
pas une temperature critique mortelle caractirisant chaque espbce 
bacterienne. En rialite, le phknomene semble &tre soumis, au moins en 
premikre approximation. au calcul des probabilitts, c’est-a-dire qu’a une 
certaine temperature. et dans un certain milieu chimique, une bactirie 
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determinie, sous forme vegetative, aurait une certaine probubilitr‘ d’Ctrs 
detruite, en un temps d’une seconde par exemple. Pour prtciser les 
donnies numeriques, on admettra donc que la destruction est totale 
quand il ne reste plus, en moyenne, qu’une bactirie par litre (ou par 
metre cube) par exemple. La verification de cette proportion moyenne 
de survie aprks sterilisation est en realite iri~pnssihle, et on admet couram- 
nient que la sterilisation est complete quand on a chauffk, par exemple 
5 minutes a 60”C., une emulsion de B. typlzosurizii, tandis que pour 12 
bacille thermophile, il faudrait envisager un chauffage de mCme durie 
B 150 C. Enfin, pour ce dernier germe, la variation du temps de chauf- 
fage necessaire avec la temperature suit une loi diffirente:, comnis 

Temperatures 

FIG. I -Rel,+tion entre Id dur i r  de stirilkation i I ‘ d U t O d d V s  
rt Is temp6rature. 

l’indque la Fig. 1, sur laquelle on voit que le temps de chauffage doit 
varier beaucoup plus quand on passe de 60“ a 50°C. pour 
B. ryphosum, que quand on passe de 140” a 130°C. pour le b a d e  
thermophile. On a d’ailleurs trop souvent tendance a penser qu’une 
diminution de 10°C. dans la tempkrature de chauffage pourra &re com- 
pensee par une 1Cgkre augmentation de durte de sdrilisation. alors qu’en 
realiti la durCe doit &tre multiplite par 6 ou 7 aux environs de 115’C. 
pour des bacteries sporulkes. 

2. Les ruyonnernents.-Dans les plus anciens des travaux, on acait 
tendance B rechercher quelle Ctait, pour une certaine culture et une 
certaine source de rayonnement, la durke d‘irradiation qui amenait la 
mort d2 tous les organismes de  la culture. On parlait donc de “ dose 
lithale ” ou de “ dose de stkrilisation.” Quand on a pu travailler dans 
des conditions rigoureuses, c’est-a-dire avec une source d’intensiti 
constante fournissant un rayonnement monochromatique de longueur 
d’onde connue, et avec une culture d’organismes identiques les uns aux 
autres. en nombre connu, on a vu qu’en rialite, la mortaliti de ces 
organisnies Ctait affaire de probabiliti et qu’a chaque durCe d’irradiation 
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correspondait une certaine probabilite de survie qui devenait trks petite 
quand la dude  devenait grande, mais qui n’ktait jamais nulle. Plus tard, 
quand la thtorie des quanta s’est trouvte bien Ctablie, on a admis que 
le rayonnement X utilise ne pouvait &re tmis ou absorbt par n’importe 
quelle molkcule chimique, que par quantitis toujours Cgales, caracte- 
ristiques du rayonnement considirk. Chacun de ces quanta d’tnergie 
Clectfo-magnitique ondulatoire a pour valeur -”,“ (h, constante univer- 
selle de Planck; c, vitesse de la lumiere; i,, longueur d’onde du rayonne- 
ment considCrC). On s’est alors pose la question de savoir si les 
organismes vivants n’absorbaient pas, eux aussi, le rayonnement X par 
nombres entiers de quanta8. La dtmonstration a C t t  faite par Holweck et 
Lacassagneg, sur des cultures de Saccharomyces. 11s ont compark les 
courbes de mortalit6 obtenues, avec les diffkrentes courbes calculCes, en 
supposant que chaque levure ttait tuCe quand elle avait absorbt soit 1 ,  
soit 2 ,  soit 3, etc., soit n quanta (Fig. 2) .  Et ces auteurs ont trouvk que 

1 2 ” - 3  4 5 6 7 8 9 10 

FIG. L-Courbes de survie calcul&s par F. Holweck. (Pour- 
centage de survivants en fonction du nornbre de quanta de 

rayonnernent irradiant 1 crn2 de culture.) 

l’allure des courbes ttait bien celle que faisait prkvoir le calcul et qu’on 
pouvait, rien que d’aprks la forme de la courbe exptrimentale, dire 
combien de quanta Ctaient ntcessaires pour tuer chaque individu. Sans 
entrer dans le dktail du mode d’action de ces photons sur la matikre 
vivante, disons que des expCriences analogues ont t t t  faites avec des 
rayonnements X de longueur d’onde plus grande (rayons X mous), puis 
avec des rayons ultra-violets. A mesure que la longueur d’onde 
augmentait, des rayons X durs aux ultra-violets (ou, ce qui revient au 
meme, mesure que l’tnergie du quantum diminuait), le nombre de ces 
quanta nhssaires  pour tuer un organisme augmentait aussi. Egal a 
trois ou quatre pour des rayons X moyens, ce nombre atteint trente B 
quarante pour les rayons ultra-violets. Ce qui se traduit, quand on 

Nombre de quanta par CmZ 
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regarde la famille des courbes de survie calcul&s mathtmatiquement, par 
le passage d’une courbe trks rapidement dkroissante, dks son dtpart, a 
tine courbe qui prtsente un palier initial considkrable. Si les deux 
courbes sont ramentes a la m&me Cchelle relative, il est facile de les 
distinguer I’une de I’autre au premier coup d’oeil (Fig. 3). Dans le cas 
de lacourbe des rayons X ,  des le 
dtbut de I’irradiation un assez 
grand nombre d’organismes sont 
tuts. Au contraire, dans le cas de 
la courbe des rayons ultra-violets, 
au dtbut de I’irradiation aucun 
organisme ne semble d’abord 
touche et il continue d’en &tre ainsi 
jusqu’au moment ou, brusquement, 
sans que les conditions d’irradiation 
aient CtC modifites, une mortalite 
considtrable, et comme conta- 
gieuse, apparait. Cela tient 2 ce 
que, dans le premier cas, pour que 
trois quanta soient Venus frapper 

FIG. 3.-Comparaison des courbes de 
survie correspondant aux rayons ultra- 
violets (courbe 40) et aux rayons X 
(courbe 3) ramen& i la mCme ckhelle 

relative. 

une mime cellule de levure, il ne fallait pas un temps bien long. Tandis 
que, dans le deuxikme cas, pour que la premibre cellule soit tu&, il faut 
qu’elle ait eu le temps d’Ctre bombardCe quarante fois. Pendant un 
certain laps de temps, la culture contient des cellules ayant r e p  des 
nombres variables de quanta. Tant qu’aucune n’en a r e p  quarante, 
toutes survivent. Mais dbs que ce nombre est atteint pour une d’elles, 
il a de trks grandes chances de I’Ctre pour les autres, presque aussitbt. 
Et c’est pourquoi la chute de la courbe, aprbs le palier, est brusque. 

Les exptriences faites en substituant la chaleur agissant par rayons 
infra-rouges (de longueur d’onde bien plus grande encore que celle des 
ultra-violets) n’ont pas donnt de rtsultats aussi clairs. Cependant, des 
physiciens ont Cte tent& de penser que, puisque les quanta infra-rouges 
avaient une Cnergie encore plus petite que celle des quanta ultra-violets, il 
en faudrait beaucoup plus de quarante pour tuer un mCme organisme. 
On devait s’attendre a une courbe, a palier initial encore plus long, 
chute trks brusque. Cette notion, Ctendue au cas de la sttrilisation des 
bacteries par la chaleur, parait, a premibre vue, trbs sCduisante: dbs 
qu’on aura dipasst la dose correspondant a la fin du palier, on verra 
le pourcentage de survie tomber trks rapidement, pour une ltgkre augmen- 
tation de la durCe de chauffage, a des valeurs infiniment faibles. Comme, 
d’autre part. les courbes de mortalit6 obtenues-au moins dans certains 
cas-par action d‘antiseptiques sur des bactkries semblent se rapprocher 
plut6t des courbes des types 3 a 10, on est tent6 de dire qu’on a compris 
pourquoi la stirilisation par la chaleur est meilleure que celles obtenues 
par les rayons X ,  les adtiseptiques ou m&me les rayons ultra-violets: la 
clbcroissunce de la probabiliti de survie, au dela d’une dose minimum 
indispensable, serait plus rapide avec la chaleur qu’avec tous les autres 
modes de sttrilisation. 
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Mais, I’examen des risultats experiinentaux contredit tout de suite ce5 
hypotheses seduisantes : 

Examinons, par exemple, les risultats d’une expirience de Eijkmann” 
faite sur urie emulsion de Bact. o l i  dans le sirum physiologique. ii la 
temperature de 5 2 - C .  (Fig. 4). Des le dibut du chauffage, on voit 12 

minutes 

FIG. 4.--Influence ds Id dur& ds chduffags sur lc nombre ds 
Boci. colr survivants (d’aprks Eijkmann) ( t  = 52”). 

nombre des bactiries vivantes diminuer considirablement : 50 p. I00 
sont tuCes en moins d’une demi-minute. Et, pour que 50 p. 100 deh 
survivants disparaissent encore, il faut continuer l’irradiation plus d’une 
minute. Ainsi, au lieu d’un palier initial, c’est le contraire qu’on 
observe : la dkroissance de la courbe, d son clkbzrt, est plus rapide m&me 
que celle d’une courbe exponentielle simple qui correspondrait a n = I 
(un quantum absorbe par bacttrie). La theorie prkcedente est donc en 
difaut. 

Enfin, un dernier fait experimental important vient compliquer les 
expiriences d’Eijkmann : il Cvalue d’abord les bacteries survivantes apres 
trois jours d’incubation a 37°C. Mais si on prolonge cette incubation 
quinze jours d 37°C.. on voit de nouvelles colonies apparaitre tardive- 
ment, auxquelles correspond une courbe qui prCsente la m&me allure 
que la prkidente, mais se prolonge plus loin. Or, initialement, tous les 
germes de la culture se dkveloppaient a 37°C. en moins de trois jours. 
C’est 1e chauffage qui a transformi certains d’entre eux en germes B 
dCveloppernent tres lent. Et, de plus, ces germes sont les plus risistants 
a la chaleur, puisqu’ils subsistent seuls, a la fin de I’expCrience, quand 
les autres sont dCja pratiquement tous tues. I1 nous faut conclure non 
seulement que la population microbienne en experience Ctait initialement 
hCtCrogkne, mais qu’une nouvelle hCtCrogenCit6, a laquelle correspond 
une plus grande resistance a la chaleur, a Cte pro,wjuPe par le chauffage. 

Ainsi, 1’Ctude de l’action sterilisante des rayonnements sur les bacteries 
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a seulement permis de mieux comprendre la complexit6 de la sterilisation 
par la chaleur. On voit qu’avant que la sterilisation ne devienne une 
opiration mathematiquement interpretable. de nombreux travaux restent 
a faire. 

3. Les antisepriques.--Ici encore, la notion de probabilitt va inter- 
venir. Pendant longtemps, on a pense qu’a une certaine concentration, 
un antiseptique tuait tous les germes presents dans une solution, quels 
que soient leur nombre et leur nature. On sait maintenant que le pro- 
cessus est moins simple : 

I )  la resistance des germes depend de I’espPce bacterienne et, de plus, 
n’est pas la mCme pour les formes vegetatives et les spores; 

2 )  le resultat obtenu est fonction du nonzbre de germes presents initiale- 
ment par ml.; 

3) il est fonction aussi de la (furbe de contact; 
4) toutes les constantes physico-chimiques de la solution intervien- 

nent : pH, pression osmotique, potentiel d’oxydo-reduction, etc. 
Enfin, apres un contact prolong6 avec des solutions peu concentrees, 

le germe peut devenir rtsisrant a l’antiseptique, ce qui complique 
beaucoup les choses. 
Un grand progres a ete accompli le jour ou l’on a distingut le pouvoir 

antigenktique, ou bucte‘riostatique, d’un antiseptique, qui est la propriiti 
d’empzcher le dPveloppement des germes de la solution, et le pouvoir 
untibiotique, qui correspond a la rnort des germes, et non pas seulement 
a I’arrCt de leur reproduction. En general, cette distinction correspond a 
des concentrations difithentes de la mCme substance. M’ais il peut 
arriver qu’une substance faiblement antiseptique ne possede qu’une 
action bacteriostatique, mCme a concentration elevtk. Dans le cas ou 
un  liquide aura subi l’une de ces deux actions, si, par dilution, on rend 
negligeable l’action de l’antiseptique, on verra la croissance des bactCries 
sc declencher s’il y a eu seulement action bacteriostatique. tandis que la 
stkrilisation restera efficace s’il y a eu action antibiotique. Comme dans 
le cas de la temptkature, on aura a considtrer une relation entre la 
concentration et le temps de contact necessaire, pour une bactirie deter- 
minee, et ces chiffres varieront considerablement d’une bacttrie a I’autre; 
ils varieront plus encore dans leur ensemble, quand on passera d’un 
antiseptique a un autre. Si l’on suppose que I’action antiseptique est due 
a la rencontre d’une ou plusieurs molCcules de la substance active avec 
la bactkrie, l’interpretation mathtmatique du phtnomene est tout a fait 
analogue a celle de l’interaction d’un certain nombre de quanta de 
rayonnement avec une bacterie. On retombe par consequent sur le pro- 
bleme CtudiC par Holweck, et le comportement d’un antiseptique vis-a-vis 
d’une culture homogtne d’un germe dttermini devra &re represent6 par 
une courbe de survie de forme caractkristique, dont la seule vue permettra 
de savoir quel est le nombre de molecules nicessaires, en moyenne, pour 
que l’action se manifeste. Toutefois, pour les raisons deja expostes plus 
haut en ce qui concerne les rayonnements, des Ctudes expirimentales 
de ce genre sont tres difficiles et n’ont ete qu’ebauchies jusqu’ici. 

Nous voyons dbnc que les mtkanismes d’action d’agents stkrilisantr 
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IOO’C. trois fois, a 24 heures d’intervalle. Dans 1e cas des solutes 
fragiles, le chauffage discontinu est effectue une heure a 58 ou 60”C., et 
repiti cinq six fois a 24 heures d’intervalle (biiodure de mercure, 
ergotine). La solution d’ergotinine devait Etre prtparee aseptiquement et 
non sterilisee, en raison de la fragilite de l’alcaloide. Seule, la solution 
isotonique de chlorure de sodium Ctait stdrilisee a l’autoclave (a 120°C. 
pendant 30 minutes). 

Au Codex fraqais de 1937, encore en vigueur. on adopte deux tech- 
niques de stCrilisation18; soit le chauffage discontinu a 70°C. pour tous 
les solutes de medicaments alterables (alcaloides, salicylate de sodium, 
novocaine-adrenaline, etc.), soit sterilisation a l’autoclave a 110°C. pen- 
dant 20 minutes pour tous les solutes peu fragiles. Le solute d’apo- 
morphine est exceptionellement sterilise 30 minutes a 100°C. et la solu- 
tion injectable de gelatine, deux fois 15 minutes a I’autoclave a 115°C. 
(en raison de la possibilite d’existence de spores de tetanos dans la 
gelatine). La filtration a la bougie n’est preconiste que pour la stdrilisa- 
tion des solutes injectables opotherapiques, mais le Codex recommande 
de tyndalliser aprks remplissage des ampoules. 

En Angleterrel” les injections hypodermiques ont fait leur apparition 
a la Pharmacopee britannique de 1885. On se contentait de dissoudre a 
douce chaleur, et de filtrer, en employant l’eau camphrte, comme solvant, 
dans le cas de I’apomorphine et de l’ergotine, et de l’eau additionnee 
d’ammoniaque et d’acide acetique dans le cas du chlorhydrate de 
morphine. Au Codex britannique de 1934, figurent des solutes injectables 
de digitaline et de thiosinamine-salicylate de soude, qui sont sterilises, 
soit par tyndallisation, soit par filtration, et des solutes de morphine, 
strychnine, quinine-urtthane, morrhuate de sodium et peptone qui sont 
sterilisables au choix, soit a l’autoclave, soit par tyndallisation, soit par 
filtration.20 Ce codex ne manifestait donc pas de preference nette pour 
un proc6ddt plutat que l’autre. C’est deja ce que faisait la Pharmacop6e 
britannique de 1932, qui laissait le choix geniralement entre plusieurs 
des trois mEmes mkthodes. La Pharmacopee britannique de 1932 indique 
la manikre de preparer d’urgence des solutes injectablesZ1 : la solution 
doit &re additionnee d’un bactiriostatique, a une dose riquivalant a 0.5 
pour cent de phenol; elle est ensuite mise en recipient stirile, et sterilisee 
par chauffage a 80°C. pendant 30 minutes, une seule fois. L‘itiquette 
doit porter l’indication “ A mettre en lieu frais et a utiliser dans les 
quatre jours.” Dans le cas d’une solution pour injection intraveineuse, 
on supprime I’addition de bactiriostatique : on opkre aseptiquement, et 
sterilise simplement a la temperature de I’tbullition pendant 15 minutes. 

la Pharmacopee britannique 
de 1948 est devenu beaucoup plus considerable’?. Les procedes de 
stkrilisation sont varies: stkrilisation a l’autoclave a 115 ou 116°C. pen- 
dant 30 minutes pour tous les composes peu altirables par la chaleur: 
autoclave ou filtration pour les tartrates doubles, le glucose, la cafkine, 
etc.; chauffage a 100°C. pendant 30 minutes pour l’oxychlorure de 
bismuth; chauffage a 98 ou 100°C. pendant 30 minutes en presence d’un 
bactericide. ou filtration, pour les alcaloides: filtration seule pour les 
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solutes tres alterables (aneurine, heparine, iodoxyl, mersalyl). La 
tyndallisation a ete abandonnee. L’abandon de la tyndallisation, et les 
autres modifications apportkes aux techniques de sterilisation de la Phar- 
macopke britannique de 1932 a 1948, ont ete la conclusion d’un grand 
nombre de travaux effectues surtout en Angleterre et aussi en Hollande 
et aux Etats-Unis. Ces travaux ont eu pour but : 1. de preciser la valeur 
du chauffage a 100°C. en vapeur fluente. La mithode a ete reconnue 
impuissante a dCtruire les spores de divers anaerobies (B. botulinus, B. 
tetanus, B. ~porogenes )~”~~ .  2. En ce qui concerne la tyndallisation, la 
plupart des bacteriologistes modernes admettent I’interprCtation de 
Tyndall et pensent que la methode ne peut Ctre efficace que si dans 
I’intervalle des chauffages les spores peuvent redonner des formes vege- 
tatives. I1 en risulte que si ces spores sont dans un milieu non favorable 
a la croissance bacterienne-comme c’est souvent le cas des solutions 
pour injection-la spore risque de rester non transformee d’un chauffage 
a I’autre, et la methode devient alors ineffective d’apres de nombreux 
expkrimentateurs (HillenZ5, C o ~ l t h a r d ~ ~ . ~ ~ ,  Davis28,z“ ). I1 semble, en 
particulier, que la methode soit impuissante a steriliser les preparations 
huileuses contaminees (O’Brien et Parishcio). 

3. La methode qui, au contraire, s’est rivelie comme la meilleure est 
le chauffage avec addition d’un bactericide. Une temperature de 98 a 
100°C. pendant 30 minutes est alors suffisante31J2. Les produi,ts qui ont 
Cte trouves les plus efficaces sont le chlorocresol (0.25 pour cent) et le 
nitrate phCnylmercurique(0~002 pour cent)”. Cette methode est la plus 
employee depuis de nombreuses annies en Angleterre. Par contre, les 
pharmaciens franqais paraissent avoir conservt la conviction de l’effica- 
cite de la tyndallisation, bien qu’a vrai dire cette opinion repose seule- 
ment sur une expkrience empirique. 

Mais nous voyons, de plus, apparaitre a la Pharmacopee britannique 
de 1948, deux types de preparations injectables particuliers : 

1) Les solutions injectables de certaines substances biologiques pre- 
parees aseptiquement dans I’industrie sont inscrites a la Pharmacopee, 
sans qu’on prkise leur mode de st~rilisation. C’est le cas de la solution 
d’insuline, d’insuline-protamine-zinc, et de suramine. 

2) Les solutions de substances qui ne peuvent pas Ctre conservies B 
I’etat dissous, m@me en solution sterile a basse temperature. Dans ce 
cas, on pripare, dans des conditions aussi proches que possible de 
I’aseptie, le compost cristallise pur. On le ripartit en flacons steriles, en 
atmosphbre privCe de batteries (voir plus haut) et on scelle les flacons 
avec une capsule de caoutchouc sertissage metallique, ce mat&iel ayant 
6te stCrilisC au prialable. Au moment de I’emploi, on introduit, avec 
une seringue, le volume convenable du solvant choisi sterile (en general, 
eau distill& ou solution isotonique de chlorure de sodium) et l’injec- 
tion est faite aussitat. Cette technique etait utilisee des avant la guerre, 
dans le cas des composes arsenicaux antisyphilitiques; elle s’est 
gCntralisCe depuis (phicilline, streptomycine, acCtylcholine, etc. . .). Ce 
mode de conditionnement a I’avantage de permettre des prelkvements 
successifs B la seringue. 
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A la Pharmacopee britannique, figurent 10 solutes injectables 
preparb de cette maniere. Le Codex britannique de 194914 prescrit 
d’ajouter, dans ce cas, un bactiriostatique a u  produit cristallid, de 
maniere que si des prilevements successifs de solutions doivent Ctre 
pratiquts, on soit a I’abri d’un risque de contamination. On a le choix 
entre cinq bactiriostatiques dont les plus puissants sont les derives 
phCnylmercuriques, agissant a 0,001 pour cent. 

On recommande d’utiliser, comme solvant, de l’eau fraichement dis- 
tillCe, et sterilisie aussit6t aprbs. 

D’autre part, le mCme Codex britannique de 1949 donne des 
indications prkises sur la technique a utiliser pour la stkrilisation par 
filtration des solutCs injectables. On utilise la porcelaine poreuse, le 
verre frittC ou l’asbeste. Mais quel que soit le filtre choisi, il est nCces- 
saire d’effectuer d’abord un essai d‘eficacite‘ de filtration par la technique 
suivante : On dilue 4 ml. d’une culture de 48 heures de chrornobacteriurn 
prudigiosiini sur bouillon nutritif, dans 100 ml. de mCme bouillon nutritif 
neuf. On dispose le filtre a essayer dans un ensemble clos qui sera 
stirilisi en mtier. On filtre la suspcnsion bactirienne, sous pression 
au moins &ale a 400 mm. de mercure. On recueille aseptiquement 
50 ml. de filtrat, en vase stCrile. On scelle, a l’abri des bacttries de l’air, 
et on porte a 37°C. pendant cinq jours. Aucune culture ne doit 
apparaitre. Pour l’emploi, le filtre (rtpondant a cet essai) doit Ctre fix6 

une fiole a filtration, munie d’un filtre pour rentrie d’air, et d’un 
dispositif permettant la ripartition en ampoules du liquide filtre, a 
I’intCrieur de l’appareil stCrilisC, de fagon qu’aucune contamination ne 
soit possible apr2.s filtration. 

I1 semble que la tendance moderne soit de gkniraliser dans l‘industrie 
I’emploi de la filtration pour tous les solutis limpides. Cette technique 
exige des installations trks soignies et un contr6le t r b  rigoureux. En effet, 
il est indispensable d’effectuer alors toujours le contr6le bacdriologique 
de la stiriliti du solute. 

L‘Cdition 1947 de la Pharmacopie a m i ~ i c a i n e ~ ~  prkconise, de pre- 
ference, la stirilisation a l’autoclave a 1155°C. pendant 30 minutes, ou 
121.5”C. pendant 20 minutes, ou 126.5”C. pendant 15 minutes. (Re- 
marquons que ces chiffres sont en disaccord complet avec ceux que nous 
indiquions plus haut sur la relation temperature-durie.) Dans le cas ou la 
substance ne peut pas supporter une tempirature de 11 5 “C. on admet 
I’utiiisation du chauffage a 100°C. pendant 30 minutes au moins, mais 
avec addition d‘un bactkriostatique. Enfin, le chauffage discontinu est 
admis dans le cas des solutions de substances fragiles. On opkre a 60” ou 
80°C. en rCpCtant l’opkration quatre a sept fois. Mais la Pharmacopke 
amiricaine exige alors I’addition d’un bactiriostatique a une concentration 
suffisante, pour empkher la croissance de rous les micro-organismes dans 
la solution, et cette pharmacopke ajoute que “ ce procede n’est pas une 
mithode s h e  de st6rilisation,” et que “ la filtration doit Ctre appliquke 

sa place chaque fois qu’il est possible.” 
I1 nous faut faire une mention 6 part de 1’~volution des techniques de 

I1 semble bien qu’on ait eu tendance h sdrilisation des solutis huileux. 
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admettre primitivement que ces solutes etaient plus faciles a stiriliser 
que les solutes aqueux, tandis qu’on est maintenant d’avis contraire. En 
effet, au Formulaire des HBpitaux militaires franqais de 1909, on prescrit 
de stiriliser les solutions huileuses injectables par chauffage discontinu 
a 58” ou 60°C. pendant une heure, six fois de suite. Au Supplement du 
Codex franqais de 1926’jG, on sttrilise B 105” pendant dix minutes, alors 
qu’au Codex franqais de 1937 on sterilise a l’autoclave a 115” pendant 
vingt minutes. Enfin. les Pharmacopks britanniques de 1932 a 1948 
exigent chaque fois qu’efle est possible une stirilisation a 150” pendant 
une heure3’Js. Cela s’accorde avec les conclusions d’un grand nombre 
de travaux sur la ntkessiti d’une sterilisation en presence d’eau, pour 
obtenir la destruction rapide, a tempirature relativement peu Clevee, des 
formes vigttatives bactiriennes. Si les solutions huileuses sont rigou- 
reusement anhydres, il est trks certain qu’un chauffage a 150” est en effet 
ntkessaire. 

A cette question se rattache une difficult6 pratique trks importante : 
On admet facilement qu’un grand nombre de medicaments existant 
dam les solutks injectables ont par eux-mCmes une action antibiotique 
ou bactkriostatique non nigligeable, ce qui send plus rapide la stirilisation 
par chauffage. On est mCme, dans certains cas. dispense, de ce fait. 
d’ajouter un bactiriostatique B la solution. Mais on pense moins souvent 
au cas de substances qui, au contraire, prottgent la bactkrie vis-a-vis de 
la stirilisation. Ces substances paraissent Ctre surtout de nature lipidique, 
bien que jusqu’ici on ait a leur sujet des indications empiriques plutBt 
que des conclusions certaines d’expiriences de laboratoire. On a rare- 
ment B examiner ce problkme dans le cas de solut6s injectables limpides, 
mais plus souvent dans le cas de solutis troubles ou d’kmulsions 
constituies par des extraits de tissus ou de liquides biologiques. J’ai eu, 
pour ma part, a examiner une prtparation contenant un extrait aqueux 
de rate tenant en suspension des lipides. Le produit avait Ctt pripari 
presque aseptiquement et on se proposait ensuite de le sttriliser. 
L’exNrience a montrC qu’un chauffage discontinu h 80” &it quelquefois 
suffisant et quelquejois insuffisant, ce qui tenait au nombre intgal de 
germes bactiriens existant initialement dans les divers lots de fabrication. 
Mais une sttrilisation de 20 minutes a 100” pratiquie sur le mCme produit 
donnait des risultats Cgalement inconstants, et mCme une stirilisation 
B I’autoclave de 120” pendant 10 minutes, des rksultats encore inconstants. 
La numdration des bactkries avant et aprks sttrilisation montrait qu’il y 
avait bien cependant diminution du nombre de germes aprks chaque 
chauffage, mais que cette diminution Ctait trks lente, par suite d’une 
protection manifeste des germes. Dans des cas de ce genre, seule 
l’addition d’un bactkriostatique peut donner une skuri t i  relative. 

111. 
CONTRGLE BACT~RIOLOGIQUE DE LA S T ~ R I L I T ~  DES S O L U T ~  INJECTABLES 

Ce qui a i t i  expose plus haut, de l’importance de la notion de proba- 
bilitt en matittre de sttrilisation, fait comprendre qu’en cas de sttrilisation 
insuffisante, le contrBle d’une ampoule ne pourra jamais suffire a prouver 
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la sterilite de tout un lot d’ampoules. 11 fqut au moins que l’essai porte 
sur une dizaine d’ampoules du meme lot. Encore, la securite obtenue ne 
sera-t-elle pas tres grande. C’est la une difficulte grave et qui a beaucoup 
embarrass6 les techniciens charges d’une expertise. 11 existe d‘silleurs 
plusieurs autres difficultes supplementaires : 

I )  I1 est nkessaire de compter tous les germes presents, et pour cela les 
milieux nutritifs utilises doivent permettre la croissance de n’inrporte 
yuel germe; 

2 )  Comme il est prescrit dans beaucoup de cas d’ajouter un bact6rio- 
statique aux liquides injectables, il faut que le contr6le de sterilite soit 
effectue dans des conditions ou I’action du bacteriostatique est nkgligeable. 

Pour repondre a ces exigences, les prescriptions de la Pharmacopee 
britannique de 1948 sont les suivantes : 

a) Emploi de milieux assez nutritifs pour permettre la croissance 
d’un seul germe (ou d’un trbs petit nombre de germes): 

b) Essai avec un milieu neutre favorable aux aerobies et avec i i n  autre 
milieu favorable aux anaerobies (Deja la pharmacopee de 1932 prescrivait 
d’utiliser ces deux types de milieux); 

c) On peut aussi employer un milieu unique additionne d’une substance 
qui abaisse le potentiel d’oxydo-reduction a un niveau suffisant pour 
permettre la croissance des anaerobies; 

d) Dilution du solute dans le milieu a un taux d’au moins 1 p. 1 0  de 
manibre a rtduire la concentration en bacteriostatique eventuel a moins 
de 1 / 10.000. 

La Pharmacopie amkricaine de 1947 perscrit l’emploi d‘un liquide de 
culture dont il donne la formule: 

l-cystine ............................................. 
ClNa ................................................ 
Glucose ............................................... 
Extrait aqueux de levure de bikre ............... 
Peptone pancreatique de caseine ............... 

Eau distillee .................. ........................ 
Les quantites de prises d’essai a ensemencer sont pricisees, ainsi que 

la dude  de sijour a 1’Ctuve. 
En ce qui concerne l’interpretation, la Pharmacopie anglaise depuis 

1932 demande qu’on examine les tubes aprbs 5 jours de sejour l’etuve a 
37°C. Si aucun tube n’a cultivi, I’essai est ntgatif. Si on a obtenu une 
culture, on recommence I’essai avec le m&me nombre de tubes. Si on 
obtient encore une culture, on recommence une troisibme fois. Si les trois 
essais ont donne chacun au moins une culture, ou encore si le tn&nie 
germe a ete retrouvt dans plus d‘un essai, le lot est rejeti. On voit donc 
qu’il est admis que la presence d’une culture isolke est insuffisante pour 
porter un jugement sur l’ensemble. La Pharmacopke amtricaine de- 
mande que pour les lots importants d’ampoules, on fasse porter l’essai 
sur 3 p. 100 du nombre total avec un maximum de 10, et elle demande dr 
rejeter tout lot ayant donm’ des cuItures aprbs 7 jours de sCjour a 37°C. 
Dans le cas pu le solute injectable rend le milieu trouble, on doit, apres 7 

Thioglycollate de sodium ... ................................. 0.5 
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jours de culture, reensernencer sur un nouveau milieu et lire le resultat 
apres 3 jours de sijour a I’etuve, au rnoins. 

Le contrble de liquides injectables steriles est plus difficile encore dans 
le cas d’un liquide biologique preleve aseptiquernent, rnais non sttrilise. 
C’est le cas du plasma humain.’‘ dont le contrble est effectue par les 
Americains d’une maniere tres rigoureuse. (Cet essai ne figure pas a la 
Pharrnacopee arnericaine.) L‘essai etant pratique comme il a ete dit plus 
haut, si plusieurs tubes correspondant a un mCme lot donnent des cultures, 
et que le mgme germe non pathoggne apparaisse dans deux de ces tubes. 
le lot entier est a rejeter. Mais si les germes sont differents et qu’un 
nouvel essai de contrble portant sur le rneme nombre de tubes soit 
nCgatif, le lot est utilisable. Par contre, si un seul tube donne une 
culture d’un gerrne pathog2ne. le lot entier est a rejeter. 

Cette distinction entre germes pathogkne et non pathogkne parait trks 
judicieuse, et il est probable que c’est ce dernier type de contrble qui est 
le meilleur, mais il a l’inconvenient de ne pouvoir ttre pratique que par 
un bactiriologiste tres experimente, et dans un laboratoire specialid. 

CONCLUSIONS 
1 .  On voit que, dans l’ttat actuel de nos connaissances scientifiques, il 

n’est pas possible d’affirmer qu’un procede de sterilisation de solutis 
injectables donne une skurite absolue, quel que soit 1’Ctat bacterio- 
logique initial du solutC. 

2. La tendance moderne est de prkftrer au procidd par chautfage le 
procedi par filtration, a condition qu’il soit pratique avec des precautions 
trks rigoureuses et qu’on ajoute aux solutes un bactkriostatique. 

3. Mais alors le contrble bactiriologique de la sterilite doit Etre effectug. 
et son interpretation pose des problkmes extremement delicats. 
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