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| INTRODUCTION he
€ nl n'y : a pas à espérer que la culture du bacille de Koch
joue un grand rôle dans l'étude de la maladie. »
Ainsi s’exprimait R. Kocx [1], découragé par les échecs successifs qu’il avait éprouvés en recherchant un milieu sus-
à ceptible de cultiver le bacille’ qu’il avait décrit.
Aujourd’hui, l'isolement du bacille tuberculeux par des
milieux de culture électifs est devenu un des procédés usuels
du diagnostic de la lésion tuberculeuse. C’ est dire l’importance
des: progrès réalisés dans le domaine de la bactériologie de la
tuberculose, depuis la découverte du bacille.
L'examen radio- clinique ne constitue, en effet, qu’une étape d’orientation du diagnostic. L'examen direct des produits _ pathologiques est souvent en défaut. Même après homogénéisation, un résultat négatif ne peut permettre d’ éliminer à coup . sûr la nature tuberculeuse du produit examiné.
- À l’époque où les progrès de la radiologie, où la pratique
4 dépistage systématique permettent de saisir la lésion tuber-
culeuse à son extrême début, il:est nécessaire de recourir à
Lx des méthodes ‘d'isolement sensibles, capables dé détecter les bacilles tuberculeux dans les produits pathologiques où ils se trouvent en tout petit nombre.
Les milieux de culture actuels le permettent. Mais, s'ils
donnent satisfaction, ils sont loin de réunir l’ensemble des
qualités que l’on pourrait demander à un milieu idéal. Aussi, chaque fois qu’un milieu, récemment mis-au point est soumis à l'appréciation des bactériologistes et des cliniciens, est-il intéressant d'en pratiquer une étude objective, pour en déceler qualités et défauts, à la recherche des éléments nou-
‘veaux qu’il nous apporte. |
Le milieu solide de Dubos, à l’acide oléique, nous a paru présenter un intérêt certain.
Sous les conseils éclairés de M. le Professeur Jean BAUDOT, et sous les directives techniques du D' DELAUDE, chef du Laboratoire de Recherches Phtisiologiques, nous nous sommes proposés de pratiquer des essais de culture sur ce milieu, et de comparer les résultats avec ceux obtenus sur les milieux de LŒWENSTEIN-JENSEN et de HERROLD.
Nous tenons à exprimer notre gratitude au personnel du Laboratoire des Recherches Phtisiologiques dont la subsistance matérielle est sous la dépendance de la Caïsse Nationale de la Sécurité Sociale.
LA NAISSANCE ET L'ÉVOLUTION DES MILIEUX DE DUBOS
C’est en étudiant les divers facteurs de croissance du bacille tuberculeux que R. Dugos et ses associés ont mis au point divers milieux de culture donnant une pousse rapide de colo-
nies typiques. |
Les premiers milieux étaient liquides. Ce n’est que plus tard qu’apparut le milieu solide, but de notre étude.
A. Les milieux liquides.
En 1945, Dusos notait l’apparition rapide de pousses _« submergées », à l’intérieur même du liquide constituant le milieu étudié [2].
Depuis cette ‘époque, l’addition de nouveaux produits a permis une multiplication encore plus rapide de faibles inoculats [3]. C’est ainsi que l’Albumine du sérum purifiée, certains acides gras à longue chaîne [4], et en particulier l’acide oléique, furent introduits dans le milieu, pour de meilleurs résultats [5], (61.
Grâce à l’adjonction de Tween 80, cette série d’études per- . mettait la mise au point, en 1946, d’un milieu liquide rendant possible la production homogène de jeunes cultures.
De nombreuses variations du milieu de DuBos ainsi proposé, ont été expérimentées par FOLEY [7].
En France, GERNEZ-RIEUX a pratiqué une étude approfondie du milieu [8].
Ces auteurs, et tous ceux ‘qui ont expérimenté le milieu de Dubos, concluent à ses nombreux avantages, surtout en ce qui concerne la rapidité de l'identification du bacille de Koch.
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B. La Gélose au jaune d'œuf ou milieu de HERROLD a été récemment introduite au Laboratoire par le D’ DELAUDE qui
-. Ja mis au point avec KarLsonN et NEEDHAM [25]. ile technique de préparation et d’ ensemencement : ainsi que
les avantages du milieu sont largement exposés dans sa thèse Rein [91 DE …
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Microphotographie d’une coloration de Ziehl-Neelsen obtenue sur une
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{bactériologique de la tuberculose.
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Le nombre de cultures positives chientés sur r le milieu Fr Dugos s'élève à 55, pour 50 cultures positives sur les deux autres milieux. Il semble donc que la sensibilité du milieu de Duros soit légèrement supérieure à celle du milieu à P° œuf.
La. proportion de 33,3 % de cultures positives est, en effet, un chiffre entièrement satisf aisant. à
: BRUN et VALLIER [26] trouvent, ‘dans leur nd 63 C2 de cultures positives sur un milieu liquide de Dugos. Mais les. a produits ee employés étaient tous positifs à l'exa- ‘men direct. Il n’a pas été vérifié, pour notre compte, si les produits ensemencés étaient positifs ou négabte à l’examen direct.
Notre résultat ne concorde pas avec la statistique obtenue, lors d’un travail récent, paru dans l'American Review of Tuberculosis [27] et qui porte sur 7.362 spécimen de crachats.
Les auteurs trouvent, en effet, que le milieu de LŒWENSTEIN- JENSEN est supérieur au milieu de DuBos en ce Le concerne
Par contre, une étude de Roberts WALLACE et ErisH [28] fait apparaître que le milieu de Dusos, surtout pour les faibles
concentrations, est supérieur, pour le diagnostic bactériologique, au milieu de HERRoOLD, :
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Parfois moins abondants, plus élancés, ils étaient rassemblés
dans un. coin de la lame, déjà rangés en formations, laissant re prévoir l'ordonnance ultérieure, plus typique. |
La figure n° 2 nous montre cet aspect. EPTE ra;
C est ainsi que 17 de nos cultures ont été positives au 1 premier Ziehl pratiqué, c’est-à-dire entre le quatrième et le huitième jour. |
C’est là un délai Vrairiont sensationnel qui ae clinicien, habitué à attendre plus Rose le résultat d’une culture.
I faut cependant préciser que dés ul aussi précoces sont, en général, acquis sans qu’il y ait eu de colonies visibles. . Il faut nécessairement pratiquer une coloration de Ziehl.
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: Le temps F apparition oscille entre six et quatorze jours.
. Au cours de notre étude, la moyenne générale d'apparition à ; | des colonies a été de quatorze jours, chiffre vraiment peu élevé quand où pense que le- milieu. de LŒWENSTEIN-JENSEN, ense- _ mencé en. même nie a demandé un délai moyen de _ trente-six jours. : AE CEE RE ; Quant au développement des bless: sur le milieu de . Herror», il semble, présenter deux dates SERRE Gingt _ huitième et soixante-troisième jour) [33]. 0
* Ainéi, le milieu de Dusos présente Je très gros avantage de permettre le développement rapide du bacille et l'isolement _ très rapide de souches de bacilles tubereuleux, à à partir des pro-
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Dans certains cas, nous avons pu constater sur les lame des * bacilles de Koch peu nombreux, disséminés, d’allure moins jeune que ceux qui constituent les cordons. Ces. bacilles ne se AE . multiplient pas et restent. rares à des examens répétés. ee NO ES si |
2 Les expérimentateurs 126], [34] qui avaient déjà signalé 1é | pan pensent que ce phénomène serait dû à l’absence d’un -_ facteur de croissance ou à la présence d’un facteur inhibiteur, empêchant, au cours de son re un accroissement es 1 _ plus généreux de la culture.
| Nous verrons plus. loin combien ces considérations sont TRE | me importantes en ce qui concerne l'emploi courant du milieu de | . Dusos au Laboratoire.
Rapidité étonnante de pousse
Ce milieu semble cependant présenter un inconvénient de taille qui réside en l'impossibilité, dans la majorité des cas, de lire facilement la culture. x |
Certes, certaines colonies sont absolument typiques et permettent à l’œil entraîné de reconnaître le bacille de Koch à la vue du tube ou de la boîte de PÉTRI.
Mais la plupart n’ont pu être identifiées avec certitude à cause de l’aspect polymorphe des colonies.
_ LA LECTURE DES RÉSULTATS SUR LE MILIEU DE DUBOS
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phologie des cultures. Sur les boîtes de PÉTRI, la faible épais-
seur du milieu permet létude par transparence des colonies
| poussant à sa surface. Sur les tubes, il nous a été plus difficile
de détailler les divers aspects. Le moyen le plus simple nous
_a paru être la lecture des tubes sur fond noir où les colonies, de couleur blanchâtre, se détachent nettement. GERNEZ-RIEUX [31] a mis en ‘évidence sur ce milieu les Du, trois types classiques de colonies : :
40 a) Colonies petites, rondes, convexes, , blanches et opaques, du | type « smooth FH
b) Colonies plates, grandes, sèches, à contours Cp eee du
type « Rough »;
«e) . Un mélange des deux types si
Nous avons retrouvé les trois types décrits par l’auteur, mais dans nos tubes, les colonies ne se sont pas limitées à ces trois sortes d'aspect. | EAU
Nous pouvons, en effet, dec DE
- A. Des colonies considérées comme caractéristiques. _ Elles sont représentées par de petites élevures blanches, ‘opaques, arrondies, à bords généralement nets, de surface lisse -et convexe. Ces colonies sont petites, dela grosseur d’un grain D de mil à celle d’une tête d’épingle, rarement plus grosses. __- Autre aspect évocateur : les colonies plates, grisâtres, plus grandes et plus irrégulières que les précédentes. Ces pousses sont facilement dissociables de la contamination
qui est, en général, plus étalée, légèrement bosselée, d’aspect
Le Hu de Dusos. est. transparent : : c’est un avantage, | disent Dugos et MiDDLEBROOK. car il permet l’étude de la mor-
nt AP Ge
de nl pd La consistance est. également u un bon moyen de - es différenciation : les colonies de bacilles de Koch se détachent de
en bloc sous l’anse de platine. La contamination est souvent
ne parfois presque liquide.
B. Plus difficiles à individualiser, ST PE. Fat
des colonies blanchâtres, plus étalées, moins che que les
. typiques se désagrégeant sous l’anse de platine,
des voiles grisâtres légers, recouvrant la surface du milieu, ;
transparents, | facilement détachés parle râclage, se sont révélés positifs sur un Ziehl de contrôle. : Ces aspects peuvent coexister en proportion variable, for-
mant des dépôts complexes où seul le Zieh] peut affirmer la 6 Er présence de bacilles de Koch. :
Wa À onposs certaines nes die l'aspect se PR + rene de aspect typique, et parfois prises pour des colonies de bacilles tubereuleux, se sont révélées, à E étalement, être
de simples contaminations.
Il s’agit, dans la grande RL des cas, FE coccis plus ou moins volumineux, non acido-aleoolo-résistants, apparaissant : en bleu sur la lame.
Comme on peut en juger sur la figure n° 3, la drone macroscopique est parfois très malaisée. LR RES
Comment interpréter le polymorphisme de ces cultures?
L’explication la plus simple venant à notre esprit, réside en un défaut de la technique, ne permettant pas l'élimination complète des germes associés. Ces germes transformeraient l'apparence des colonies, donnant divers aspects suivant leur association plus ou moins abondante.. ,
En effet, comme R. Dugos l’a fait remarquer [12], il est fréquent de rencontrer sur le Ziehl, des coccis plus où moins
nombreux, dont la présence ne gêne en rien la multiplication
des bacilles.
::La figure n° 1 illustre den cette constatation.
En définitive, sans l’appoint du Ziehl de contrôle, nous m’avons pu affirmer avec certitude la positivité de la culture que dans la proportion de une culture sur cinq.
co ex\s
re or
Le s- >
ï CONSIDÉRATIONS PRATIQUES SUR LE MILIEU DE DUBOS
| Un ds buts de notre re était de voir si une oncle | sur le milieu de Dugos pouvait permettre rapidement lisole- . ment de colonies de bacilles tuberculeux, en vue d’ étudier, par
la suite, leur sensibilité : aux agénts antibactériens.
Nous savons, en effet, . comme l'ont précisé KARLSON, DELAUDE
et NEEDHAM (251, qu’une primoculture paraît indispensable à ‘une étude rigoureuse de la sensibilité des bacilles tuberculeux à à la Streptomycine et au P. A. S, |
Cette _primoculture, nécessaire pour des ensemencements
… riches indispensables à Ja précision .de la. méthode, présente
toutefois le grave inconvénient de retarder le résultat définitif
_ de l'étude de la sensibilité. Si l’on avait pu gagner plusieurs jours, en utilisant le milieu de Dugos et non pas un milieu à
l'œuf pour cette primoculture, c’eût été un gros avantage. Or, si l’on considère l’évolution des colonies sur le milieu de Dusos : ;
On est HUE à ve le fait que leur développement ne
dépasse pas un certain stade. Il semble que les colonies soient |
incapables de devenir volumineuses. Elles sont, assez fréquemment bien distinctes, homogènes, facilement dénombrées, mais elles conservent indéfiniment une taille en général très modeste.
2. D’autre part, l'élimination incomplète des germes associés rend aléatoire l’obtention de colonies pures de bacilles de Koch. Certes, les rares coccis que l’on retrouve en nombre restreint autour des cordons ne gênent pas la pousse des bacilles; mais ils risquent de se développer, par la suite, au cours des manipulations qui les porte sur les tubes de milieu
contenant le médicament vis-à-vis duquel la souche de bacilles tuberculeux sera étudiée,
3. La conséquence de cette association microbienne est que la morphologie dés colonies est souvent perturbée, et que la lecture macroscopique est rendue parfois difficile.
Au moment du prélèvement, il devient malaisé, dans certains cas, de dire si l’on s’adresse à une colonie de bacilles tuberculeux ou à une contamination.
Ainsi donc, ces inconvénients :
Colonies de taille très parcimonieuse.
Elimination défectueuse des germes associés. . Difficulté de lire la culture
semblent s’opposer à l’utilisation pratique du milieu de DuBos pour les primocultures destinées à l’étude de la sensibilité des souches de bacilles tuberculeux aux agents antibactériens.
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{inconvénients : as RES SN ÉRE SE TE fe le, : as Dificulté, au cours de le foie macroscopique, 4 savoir, dans de nombreux cas, sil s en de contaminations où 4
de colonies de bacilles tuberculeux;
+ en
: 29 ri 0 de développement des colonies dé bacilles Fonue et présence fréquente, au sein dé ces colonies, de 1. germes de contamination. ee
| Ces ous inconvénients Cent dires lès prélèvements “re Ho sur le milieu de Dusos en vue d'étudier ultérieure a ment la sensibilité des souches de bacilles tuberculeux aux DR. agents antibactériens.
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