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A Plate Test with Oxacillin and Penicillinase 

Oxacil l in,  or  5-methyl-3 phenyl -4  isoxazolil  penicillin, 
belongs to the  group of penicill ins res i s tan t  to penicil-  
linase. 

Res is tance  to penici l l in G as shown Clinically by  s t aphy-  
lococci is due  to  the  penici l l inase p roduced  in large quan-  
t i t ies by  these  res i s tan t  micro-organisms  ~. 

To check  the  effect  of  penici l l inase on penici l l in G as 
compared  wi th  Oxac i l l inL the  following expe r imen t  was 
carried out.  

Material and Method. Place  20 ml  'B iosa t -Agar '  (BBL) 
in a 10 cm Pe t r i  dish. Allow to solidify. W i t h  a sterile 
scalpel cu t  the  agar  a long a d i ame te r  and slide off one half.  

Add 1 ml  of penicil l inase,  50,000 u]ml  (BBL) to  10 ml  
of 'B iosa t -Agar '  d issolved and  cooled to  50°C; shake welt 
and place in the  e m p t y  pa r t  of  the  dish, fil l ing to the  level  
of the o the r  half. The  resul t  is a dish of agar,  one half  wi th  
penicill inase and one half  w i thou t  (the penici l l inase dif- 
fuses v e r y  l i t t le  in to  the  agar). 

Seed whole surface (s treaking technique)  wi th  a s taphyl -  
ococcus sensi t ive to penicil l in G. Place  a disc wi th  sod ium 
penicil l in G (2/zg) and a disc wi th  Oxaci l l in  (2 ~g) a t  two  
points  on the  d iv id ing  line be tween  the  two  semicircles 
of the agar  surface (with and wi thou t  penicil l inase).  P lace  
in incuba to r  a t  37°C and read af ter  20 h. 

Results. As m a y  be seen f rom the  Figure,  the  disc wi th  
Oxacil l in (PI2) produces  a per fec t ly  c i rcular  inh ib i t ion  
zone, The  disc wi th  penici l l in G (P) produces  a semicir-  
cular inh ib i t ion  zone only  on the  pa r t  of t he  agar  w i thou t  
penici l l inase;  on the  p a r t  w i t h  penici l l inase t he  g rowth  
a round the  disc is equa l  to  the  rest  of the  surface of  the  
dish. 

Diseussion. The plate  tes t  wi th  two  zones of agar,  wi th  
and w i thou t  penicil l inase,  demons t ra t e s  the  resis tance of 
Oxacil l in to penicil l inase.  The inh ib i t ion  zone a round  the  
1~12 disc forms a per fec t  circle, showing t h a t  a concen-  
t ra t ion  of  5000 U penici l l inase per  mt  of  agar  does no t  
modi fy  the  ac t i v i t y  of Oxaci l l in  discs. The  inhib i t ion  zone 
around the  disc wi th  penici l l in  G, showing a semicircle  
s i tua ted  on the  side of the  agar  w i thou t  penicil l inase,  
demons t ra tes  the  effect iveness of penici l l in G agains t  t he  
s taphylococcus  tes ts ;  bu t  the  g rowth  a round the  disc of 
penicil l in on the  par t  where  penici l l inase was added to  t he  
agar  shows to t a l  des t ruc t ion  of the  penici l l in G. 

Plate test with two zones of agar, right with, and left without, peni- 
cillinase, showing inactivation of the penicillin (disc P, above) and 

the circular zone produced by Oxacillin {disc PI2, below). 

RdsumL L a  r6sistance de  la penici l l ine P-12 ~ la penici l-  
l inase a fit6 d6montr6e gI~ce ~ une technique  sur p laque  
h deux  zones d 'agar ,  avec  e t  sans penicillinase. 

V. LORIAN 

Laborat6rio Central de Tuberculose, Cajd, Rio de Janeiro 
(Brazil), J u l y  30, 1963. 

1 M. BARBER, Drug Resistance ol Staphylococci with Special Re/er- 
ence to Penicillinase Production, Ciba Foundation Symposium on 
Drug Resistance (London 1957), p. 26~. 
The Oxacillin was kindly supplied by Laborterapica Bristol; the 
trade mark for Oxaeillin is Prostaphlin. 

Immuno~lectrophor~se par application dtrecte 
de l'antig~ne ~ la surface du gel 

Depuis  la descr ipt ion pa r  GR&BAR e t  WILLIAMS de l ' im-  
rauno~lectrophor~se ~, d ' in t6ressants  per fec t ionnements  e t  
diverses va r ian tes  de ce t te  m~thode  on t  6t6 proposes 2-s  

L ' o b j e t  de ce t te  note  est  de mon t r e r  cer ta ins  avan tages  
d 'une  technique  d ' app l ica t ion  directe,  ~ la surface du gel, 
de l 'ant ig~ne (ou ~ven tue l l ement  de l 'ant icorps)  d o n t  on 
veu t  ob ten i r  la  r~solut ion 61ectrophor~tique. 

Le r6servoir  de d6par t  ~ tan t  supprim6,  la couche de 
g61ose ne pr6sente  aucune  solut ion de continuitY; ce qui  
favorise,  lors de la migra t ion ,  une  rSpar t i t ion  plus uni-  
forme du champ  61ectrique et se prate  ensui te  part iculi~re-  
m e a t  bien au d6ve loppemen t  s61ectif des arcs de precipi-  
ta t ion.  

Technique. Le  gel est  form6 de 0,8 g %  de g61ose, 
Soigneusement purifi6e e t  d ' u n  t a m p o n  v6rona l  de p H  8,6 
(soit t a m p o n  Michaelis  dilu6 au demi,  soi t  t a m p o n  Dur -  

rum addi t ionn~ de lac ta te  de calciumS). Le gel est  coul6 
sur des lames de ver re  24 h a v a n t  l '~lectrophor~se,  de faTon 
£ ob ten i r  une tr~s 16g~re d~shydra ta t ion  destin~e g Iaci l i ter  
l ' absorp t ion  de l '~chanti l lon.  Les lames de ver re  utilis~es 
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sont des plaques de verre de 18 X 3 cm, ou des lames porte- 
objet; les quantit4s de g6lose cout6es sur chaque lame sont 
respectivement de 9 m l e t  3,5 mI. Le s6rum ou tout  autre 
6chantillon est d6pos6 directement sur la surface de la g6- 
lose ~t 1'aide d 'une micropipette gradu4e, ~ extr6mit6 
coud6e et ~ pointe fine et rod6e (Figure 1). La longeur du 
trait  de d6p6t est de 5 ~ 8 ram. I1 est possible de r4partir 
de fagon homog~ne 1 ~ 20 ~1 de l '6chantillon, en ayant  sofa 
de hisser absorber progressivement le liquide. Darts le cas 
du s~rum humain utilis6 comme antigbne, les quantit~s 
d6pos4es sont g4n4ralement de 6 {zl pour les lames de 
18 × 3 et de 3 ~1 pour les lames porte-objet. La migration 
6lectrophor6tique s'effeetue dans une enceinte ~ atmo- 
sphere humide et r6frig6r6e, selon un dispositif analogue 
ceux cIassiquement d6crits. Apr~s d4veloppement des arcs 

f ' /  

Fig. 1 

de pr4cipitation, les plaques de gel sont lav4es, d6ss4- 
ch6es*, puis color~es selon la m~thode d'URIEL 7. 

Rgsultats. La m6thode &application directe est utili- 
sable pour l '6tude immuno~lectrophor6tique de nom- 
breuses vari~t6s de prot4ines. Elle peut se prater, par 
exemple, ~ ta s6paration des Immunoglobulines (fl2A, 
fl2M et 7 Globulines). La Figure 2 reproduit deux immu- 
no41ectrophor~ses. [Plaque 18 × 3, tampon Michaelis di- 
lu+, immuns6rum ~quin antiserum humain  normal N ° 223 
(Serpasteur), coloration par l 'azocarmin.] - En  bas: 
s6rum provenant  d 'un  sujet normal (ligne de la fl2A, bien 
distincte de celle des 7) globulines). - En  haut :  s6rum d 'un  
malade pr~sentant une macroglobulin6mie (double cour- 
bure de la fl 2M, ligne de la fl 2A peu visible)10. 

Summary. A method of immunoelectrophoresis by 
direct application of the antigen on the surface of the gel 
is described. By this mode of procedure, the layer of gel 
presents no break. Consequently the electrophoretic mi- 
gration and immunodiffusion are improved. 

PH. GOULLET 

Laboratoire de la M.G.E,N., Service H. Kau]mann, 
Institut prophylactique xt, Paris (France), 
te 27 septembre 1963. 

Fig. 2 

10 Nous remercions vivement Mesdames J. CHAPELLIER et C. GAIL- 
LARD de leur collaboration, 

n 36, rue d'Assas. 

STUDIORUM PROGRESSUS 

Der Einfluss der experimentellen Leberschiidt- 
gung auf Gesamtfett und unges{ittigte Fett- 

s~iuren in Serum und Leber 

t3ber die Bedeutung der unges~tttigten Fetts~turen bei 
der Prophylaxe und  Therapie der Atherosklerose ist in 
den letzten Jahren sehr viel ver6ffentlicht worden. Die 
Zahl der Arbeiten, in denen, sei es auf experimentellem, 
sei es auf klinischem Gebiet eine Herabsetzung des Blut-  
cholesteringehaltes und der Neutralfette dutch exogene 
Zuiuhr yon Fettsguren mit  zwei oder mehreren Doppel- 
bindungen behauptet  wurde, iiberwiegt bei weitem die- 
jenige, in denen eine solche Wirkung bezweifelt oder gar 
bestrit ten wird. In  dieser Situation scheint es besonders 
wichtig, auf die grossen Liicken hinzuweisen, ale heute 
noch in unseren Kenntnissen tiber StofIwechsel und  Wir- 
kungsmechanismus dieser Verbindungen bestehen. Weder 
ist eindeufig festgelegt, wo der Oft der S~ittigung bzw. 
EntsAttigung der Fettsguren im Organismus zu suchen 
ist - die Leber als das zentrale Stoffwechselorgan mit  den 
meisten Fermenten gilt als wahrscheinlichster Sitz dieser 
biochemischen Prozesse - noch ist geklArt, welche Rolle 
der Grad der Ents~ittigung der FettsAuren im Stoffwechsel 
spielt, 

Es ist bekannt,  dass die einfach unges~tttigte 01s~ture 
yore Organismus synthetisiert  werden kann  und  dass die 
zweiiach ungesgttigte Linolsgure, auch als essentielle 
Fetts/iure bezeichnet, nicht  im intermedi~ren Stoff- 
wechsel gebilde% wird, sondern mit  der Nahrung zuge- 
fiihrt werden muss. Auch ist fiir die vierfach ungesgttigte 

Arachidons~iure die endogene Bildungsm6glichkeit aus 
Linols~.ure, nicht aber aus 01s~ure, erwiesen. Ftir die 
Linolens~iure, auch eine sogenannte essentielle Fetts~ture 
mit  3 Doppelbindungen, ist ungewiss, wie weft ihre Zu- 
fuhr lebensnotwendig bzw. wie weft sic den anderen un- 
ges~tttigten Verbindungen gleichwertig ist. Daz gleiche 
gilt ffir die hohen unges~ttigten S~uren mit 5 und mehr 
Doppelbindungen. 

Im  folgenden soll tiber Experimente berichtet werden, 
in denen das Verhalten der zwei- bis vierfach unges~tt- 
t igten Fetts~uren, quant i ta t iv  bezogen auf das Gesamt- 
iett, nach experimenteller Leberschgdigung untersucht  
worden ist. Dabei interessierte einerseits der Effekt der 
Lebersch~digung selbst auf den Fettstoffwechsel, der 
durch Erfassung der Totalfette, des Cholesterins, und der 
Linol-, Linolen- u n d  Arachidons~ure verfolgt wurde. 
Andererseits erwarteten wir, aus der parallelen Bestim- 
mung dieser Stoffwechselgr6ssen im Serum und in der 
Leber Anhaltspunkte fiber die Herkunft  tier im Btut krei- 
senden Fett~ubstanzen zu gewinnen. Auch schien es auf- 
schlussreich, die Beziehungen zwisehen Grad der Ent-  
s~tttigung der Fetts~uren und Sch~digu~g ihres mutmass- 
lichen Herkunftortes zu verschiedenen Zeitpunkten zu 
studieren. Schliesslich haben wit durch gleichsinnige 
Untersuchungen bei Tieren, die vor 2 Monaten einer 
akuten Lebersch~tdigung ausgesetzt waren, die Sp~tfolgen 
dieser Vergiftung auf den Fettstoffwechsel geprtift. 

Als Lebergift wurde yon uns Tetrachlorkohlenstoff ver- 
wendet, Der Angriffspunkt dieser fiir experimentelle 
Lebersch~digung off benutzten Substanz, die je nach Do- 
sierung yon reversiblen Zellver~nderungen bis zu ausge- 
dehnten Nekrosen ffihren kann,  wurde friiher in den Mito- 


