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LA RESISTANCE ACQUISE DU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS A L'HYDRAZIDE DE L’ACIDE ISONICOTINIQUE ETUDE BACTERIOLOGIQUE ET CLINIQUE
HISTORIQUE
En 1952, l’arsenal thérapeutique antituberculeux s’est enrichi d’un nouvel antibiotique, l'acide isonicotinique hydrazide, de formule générale C6 H7 N3 O. Ce corps n’était pas un inconnu : sa synthèse avait été effectuée en 1912 par deux chimistes autrichiens, MAYER et NALLY [48]. Resté dans l’ombre pendant plus de trente ans, il fallut attendre les travaux expérimentaux de CHORINE [11], qui, le premier, en 1945, montre, chez le cobaye, les propriétés antituberculeuses de l’acide isonicotinique et de lamide correspondante. Des essais cliniques sont tentés par HUANT [29], qui publie ses résultats dans la gazette des Hôpitaux. MM. BRUNET et VIALLIER [9], à la Société Médicale des Hôpitaux de Lyon, du 26 mars 1946, rapportent leur déception dans l'emploi de la vitamine P.P. dans le traitement de la tuberculose pulmonaire. Par sa posologie élevée nécessaire, entraînant une intolérance digestive chez le malade, le groupe de l’acide isonicotinique fut vite oublié.
A la suite de DomaGk [15], qui met l’accent sur l’activité antituberculeuse des thiosemicarbazones d’aldéhydes aromatiques, GRUNBERG et LEIWANT [26], LEvADrTI, GIRARD, et leurs collaborateurs [37] utilisent les thiosemicarbazones des aldéhydes nicotiniques et isonicotiniques. Mais ces médicaments ne sont pas dépourvus d’une certaine toxicité. Or, pour synthétiser ces corps, Fox [21] utilise un produit intermédiaire, lisonicotinylhydrazide. Par contre-coup,
UE SNS
l'attention fut alors attirée sur l’action antibacillaire de ce dérivé. C’est à cette période que furent publiées les premieres observations de tuberculose pulmoñaire traitée par l’isoniazide et les recherches expérimentales sur les animaux de laboratoire commencèrent. HuANT [30], RAyYBAUD [56], GRUNBERG et SCHNITZER [27], SELIKOFF et ROBITZEK [60], montraient l’action antibacillaire remarquable de l’isoniazide, en même temps que sa toxicité bien moindre que celle des thiosemicarbazones. C’est alors que la presse fit une campagne publicitaire, aussi bien orchestrée que prématurée autour des expérimentations du Sea View Hospital de New-York, qui jusque-là n’avaient bénéficié que d’un court article dans la presse spécialisée.
Les expérimentateurs du monde entier accueillirent avec une certaine réticence le nouveau médicament dont l'apparition s'était faite dans des conditions particulièrement tapageuses. Mais ils devaient rapidement acquérir la certitude que l’hydrazide de l'acide isonicotinique était doué d’une activité antibacillaire intense in vitro et in vivo.
Des nombreuses publications qui parurent à l'étranger au début de l’année 1952, il faut retenir celles de RUBIN, ELMENDORF, STEENKEN, WOLINSKI, aux Etats-Unis ; MONALDI, Zorini, MorELLY, en Italie ; KocH et Mac LEAN, en Angleterre ; DomaGk, en Allemagne ; BURNAND et Mori, en Suisse. En France, Noël Risr et Mile GRUMBACH [58], à la Société Française de Microbiologie, montrent que l’hydrazide de l'acide isonicotinique est douée d’une activitée antituberculeuse très développée et que, in vitro, cet antibiotique serait dix à vingt fois plus actif que la streptomycine. Tisox [62-63], montre que la dose bactériostatique de l’isoniazide peut, après une semaine, altérer la végétabilité du bacille de Kock. MM. BRüN et VIALLIER [10] vérifient l’action bactériostatique de l’isoniazide, mais n’observent pas de pouvoir bactéricide évident,
Même constatation est faite par NoUFFLARD et DESLAN- DES [541 : lINH n’a aucune action bactéricide notable sur la souche H37rv, le nombre des bacilles tuberculeux étant
resté le n'ême après un contact de un mois en milieu de Dubos, sans Tween 80, à une concentration d’isoniazide cent fois supérieure à la concentration bactériostatique in vitro. Quelques semaines plus tard, LEVADITI et ses collaborateurs [39], à la Société Française de Microbiologie et à l'Académie des Sciences, confirment l’action añtibaciliaire intense de l’isoniazide, qui se traduit, chez les souris inoculées, par la discrétion des lésions tuberculeusés observées, dans lesquelles l'examen microscopique du foie, de la rate et des poumons montre, le plus souvent, une atteinte paucibacillaire, ou même une stérilité intégrale des lésions.
Tous les auteurs se sont naturellement préoccupés de déterminer le mécanisme d’action de l’INH. LEvVADITI, VAIS- MAN et CHAIGNEAU-ERHARD [42], admettent un arrêt du potentiel prolifératif par inhibition de l’équipement enzymatique du germe bacillaire, phénomène le rendant ainsi inoffensif. Mais l’INH agirait aussi par limitation progressive des foyers tuberculeux par enkystement. C’est ce qui explique que l’on constate, chez les animaux inoculés par des souches de bacilles tuberculeux, un retard à la dissémination bacillaire dans l’organisme. Pour certains, cependant, le retard ne serait pas définitif (DJOURITCHTICH, NECHCOVITH et RADOYTCHITCHI [16].
Mais en même temps qu’étaient connues les propriétés thérapeutiques de l’isoniazide, cliniciens et expérimentateurs, se basant sur la connaissance qu’ils avaient des autres antibiotiques connus, s’interrogeaient sur lPapparition possible d’une isoniazidorésistance de la part du bacille de Koch mis en contact pendant un certain temps avec le médicament. Noël Risr et Mile GrumBacH [57] mettaient en garde les thérapeutes contre ce phénomène : ils obtiennent, en effet, par repiquages successifs, une couche bacillaire résistante in vitro à plusieurs centaines de y d’isoniazide par centimètre cube. Cependant, ces mêmes auteurs laissent espérer que les associations d’antibiotiques permettront d'éviter cet écueil.
Ces faits ont été confirmés in vitro, par LEVADITI et EVENO
MA
[35], Lecoce [33], GouLanc, Ki, KNox et RoBson [25], BARNETT, BusHBY MircHiNsoN [3]. Parallèlement, de plus en plus nombreux étaient les cas d’isoniazido-résistance observés in vivo sur des souches de bacilles de Koch isolées à partir d’expectorations de tuberculeux pulmonaires traités par cet antibiotique. STEENKEN, MEADE, WOLINSKI et Coates [61], montrent que les bacilles isolés de l’expectoration de tuberculeux pulmonaires cavitaires chroniques traités par l’IHN, présentent une sensibilité nettement diminuée à l’égard de ce médicament ; chez un patient, l’apparition de la résistance se fit en 26 jours. WEISSMANN, WAN- NER et TANNER [72], BOWEN et CoLLINS [7] aboutissent aux mêmes conclusions. Récemment, enfin, des études approfondies précisent les caractères de cette isoñiazido-résistance. COLETSOS et ses collaborateurs [12], montrent que l'INH-résistance apparaît d'autant plus facilement que le malade traité était antérieurement streptomycino-résistant, et que les lésions pulmonaires sont chroniques et irréversibles. Mile LOTTE et Mme PoussiER [45], rapportant les résultats du traitement de 414 tuberculeux pulmonaires soignés dans les services de Ptisiologie de la région parisienne, insistent sur.le rôle joué par l’administration simultanée de plusieurs antibiotiques, qui retarderaient l’apparition de la résistance. GERNEZ-RIEUX et ses collaborateurs [23] définit cette résistance comme précoce et rapide et observe dans un cas la réapparition de la sensibilité de la streptomycine d’une souche antérieurement résistante à cet antibiotique. MorELLI et Dappr [51] ont étudié de près ce phénomène. Enfin, une étude récente d’Etienne BERNARD, KREIS et Mme BRUN confirme ces faits.
Nous nous sommes fixé pour but, dans ce travail, d’étudier les modalités bactériologiques et cliniques d’apparition de l’isoniazido-résistance, son influence sur le métabolisme bactérien, son incidence sur la sensibilité des germes à la streptomycine et sur la thérapeutique de la tuberculose.
OSrE
Nous avons étudié 317 malades, qui nous ont permis d’isoler 513 souches bacillaires. Ces malades étaient en traitement, soit à la Clinique de la Tuberculose de M. le Professeur À. DUFOURT, au Sanatorium Sainte-Eugénie, soit dans le service des Voies Respiratoires de M. le Professeur Agrégé J. BRuN, à l'hôpital Jules-Courmont. Les examens et les déterminations du taux de résistance ont tous été effectués au Laboratoire de la Tuberculose de l’Institut Bactériologique de Lyon, service de M. le Docteur VIALLIER. *
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TECHNIQUE UTILISEE POUR LA DETERMINATION DE LA SENSIBILITE DES GERMES A L'ISONIAZIDE
Toutes les méthodes de titrage de la sensibilité du Mycobactérium Tuberculosis vis-à-vis de la streptomycine peuvent être utilisées pour la détermination de la résistance de ce germe à l'égard de l’isoniazide. COLETSOS, BoISVERT et Mlle OrtoT [13] proposent l'emploi du milieu à l'œuf de Lœwenstein-Jensen, répartis en tubes à fond plat de Legroux, l’antibiotique étant étalé en surface après coagulation du milieu à 38°, et obtiennent entre le quinzième et le trentième jour, des résultats macroscopiques précis, en appréciant le pourcentage de colonies résistantes aux différentes concentrations d’antibiotique. Et. BERNARD, KREIS et Mme O. BRUN [5], reprenant la méthode qu’ils avaient employée pour la détermination de la résistance du bacille de Koch à la streptomycine, préconisent la culture sur lames. Maïs, ces techniques ont le gros inconvénient d’être surtout valables avec des produits richement bacillifères, qui ne sont isolés qu'avec de grandes difficultés chez des sujets recevant un traitement antibiotique. C’est pourquoi, à ces méthodes directes, nous préférons une méthode indirecté, avec obtention préalable d’une primo-culture. Nous opérons de la façon suivante :
Le produit pathologique, recueilli soit directement, soit par tubage gastrique, est traité à l’acide sulfurique à 15%, durant quatre minutes, puis lavé trois fois. L’isolement de la souche est effectué par ensemencement sur milieu solide de Lœwenstein et sur milieu liquide de Dubos. Ce dernier. nous a toujours semblé favoriser la croissance du bacille tuberculeux. Après quinze jours d’étuve à 37°, les colonies. ainsi obtenues sont réensemencées en milieu de Youmans.
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Mais, en cas de croissance peu abondante sur milieu de Lœwenstein, il convient de prélever le plus grand nombre possible de colonies isolées, afin d’éliminer la cause d’erreur dûe à la provenance différente des bacilles.
La détermination du taux de sensibilité à l’isoniazide se fait en milieu de Youmans, correspondant à la formule suivante
Sulfate de potassium....... 0,50 A'SparaAgiNEs ses ts yes 1 gr.
Citrate de magnésium. ..... 1,50 Phosphate monopotassique.. 5 gr.
‘baudistillée. ire spr einen 1.000
Ce milieu, ayant un pH ajusté à la neutralité par quelques gouttes de lessive de soude, est activé par Padjonction de 10% de sérum de cheval. On répartit le milieu en neuf tubes, en quantité égale ; dans sept tubes, on ajoute des doses croissantes d’isoniazide de la façon suivante :
0,05 >10,01% 20,5 x: °1 +. 5 x-10 20 YMpariene
Les deux tubes restants servent de témoins. Les souches isolées en primo-culture sont ensemencées et l’ensemble est porté à l’étuve à 37° perdant quinze jours. A cette période, la culture directe, par comparaison avec les témoins, permet d’apprécier l’existence ou non d’une culture. La sensibilité du bacille de Koch à l’isoniazide se situe entre le dernier tube présentant encore quelques colonies, et le ‘premier tube resté stérile.
L'exposé de cette technique appelle quelques commentaires. Au milieu de Dubos, nous avons toujours préféré le milieu de Youmans-sérum de cheval pour la détermination de la sensibilité des germes à l’antibiotique. En Youmans en effet le bacille de Koch cultive en flocons ou en grains dont la plus ou moins grande abondance permet, par une lecture macroscopique facile, d’évaluer quantitativement la croissance. D’autre part, nombreuses furent les critiques: adressées au milieu de Dubos. Mrrcæisox [49], Kxox, Kixc et WOooDROFFE [32], insistent sur la grande instabilité de
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lisoniazide en milieu de Dubos. Etudiant ce phénomène, NOUFFLARD et DESLANDES [54], voient la concentration de l'isoniazide, passer après un mois de contact, de 14 y à 0,5 +. De leur côté, MM. BRuüN et VIALLIER [10] recherchant expérimentalement la valeur respective des milieux de Dugos et de YOUMaAxS pour tester la sensibilité des germes à l’isoniazide, ont noté des résultats concordants lorsqu'une lecture précoce est effectuée ; par contre, tardivement, des divergences apparaissent dans les taux donnés par les deux milieux, tenant au fait que la concentration minima d’INH. inhibant toute croissance bactérienne s’est toujours montrée plus faible en milieu de Youmaxs. La destruction spontanée assez rapide de l’isoniazide en milieu de Dubos contre-indique donc l'emploi de celui-ci pour la détermination de la résistance des germes à l’INH.
Enfin, CoLETsos signale des résultats aberrants en milieu liquide. Cependant en pratique ces inconvénients disparaissent lorsqu'on titre un grand nombre de souches. Ceci nous a permis de constater chaque fois, la coexistence de souches normalement sensibles et de souches résistantes, si bien que nous vérifions de cette façon le pouvoir antibiotique ou bactériostatique de l’INH utilisée. Nous éliminons ainsi la cause d’erreur qui serait due à l’emploi d’une isoniazide privée d'activité. |
La technique que nous avons employée n’est pas exempte d’imperfections, et l’on peut se demander si au cours des différentes étapes de la méthode, il n’existe pas des causes d'erreurs, susceptibles de fausser les résultats. Ces causes d’erreurs peuvent se rencontrer lors du prélèvement du produit pathologique, au cours du passage par le cobaye, au moment de l’ensemencement des souches en milieu de Youmans et au moment où la lecture est effectuée.
1° Nous avons vu que certaines souches avaient été isolées par tubage gastrique. Or, FLoyp et PAGE en 1943 [20/, avaient déjà signalé que les bacilles de Koch perdent leur
pouvoir infectant après un contact de 6 à 12 minutes avec un suc gastrique artificiel. Par le même mécanisme, le suc gastrique, par les ferments qu’il contient, est-il capable d’altérer la sensibilité des germes à l’isoniazide ? L’expérience suivante ne confirme par cette hypothèse.
Une souche résistant à vingt y d’isoniazide par cm? est mise en suspension dans 2,5 cmè de milieu de Youmanssérum de cheval auquel est ajouté 1 emè de papaine, ferment végétal de formule voisine et d’action identique à celle de la pepsine. Après un séjour de 10, 25, 45, 60 mn à l’étuve à 37°, un prélèvement est effectué à la pipette et ensemencé après centrifugation en milieu de Youmans contenant de l’'INH, de façon à tester à nouveau la sensibilité du gern’e. Les résultats obtenus furent les suivants :
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Au bout d’une heure de contact, la papaine n’a pas modifié d’une façon appréciable la sensibilité de la souche considérée à lisoniazide. Nous pouvons donc affirmer qu’il en est de même in vivo, et que le prélèvement des produits pathologiques par tubage gastrique ne fausse pas les résultats obtenus.
2° On sait que dans certaines conditions (WELSH, Linz et LEcocQ [44], le passage par le cobaye peut modifier la streptomycino-résistance de souches de bacilles tuberculeux. MirCHISON admet que pour retrouver une streptomycino-résistance il faut qu’il y ait au moins 3 % d’éléments résistants dans la population bacillaire pour que le taux de sensibilité initiale puisse être retrouvé par les méthodes de titrage. Par conséquent, au cours de la-tuberculisation du cobaye, les germes résistants se.multipliant et se disséminant moins vite que les autres, ce pourcentage peut diminuer dans des proportions telles que la résistance passe inaperçue. En ce qui concerne plus particulièrement l’iso-
niazide, nous avons observé les faits suivants : 4 souches, isolées chez des malades dont la résistance à l’antibiotique avait été mise en évidence antérieurement par culture directe, ont tuberculisé le cobaye. Après sacrifice de l’animal dans les délais normaux, la souche fut isolée à nouveau, à partir de fragments de ganglions de cobaye et sa sensibilité à l’isoniazide fut testée. Trois fois, la sensibilité trouvée fut exactement semblable à la sensibilité initiale, c’està-dire supérieure à 20 y d’isoniazide par cm3. Dans un cas cependant, la souche isoniazido-résistante, isolée de la paroi Cavitaire à l’autopsie d’un tuberculeux pulmonaire décédé, vit sa sensibilité augmenter dans des proportions notables (de 20 y à 0,1 y d’INH par em). Chez ce malade d’autres souches isolées au même moment chez le cobaye gardèrent leur sensibilité initiale à l’antibiotique. Plus qu’à une altération de la sensibilité de la souche par passage chez le cobaye, nous croyons plutôt que les divergences obtenues chez ce quatrième sujet sont dues à l’isolement d’une souche hétérogène dont les divers éléments bacillaires étaient d’origine différente, possédant ainsi des sensibilités variables à l’antibiotique. Nous ne pouvons être affirmatifs sur ce point et des expériences systématiques seraient à entreprendre.
2° Le problème de la variation de la sensibilité des germes à l’isoniazide en fonction de la quantité de bacilles ensemencés, a été posé. Pour Nirri [53], les différences sont minimes et négligeables, et les variations de la sensibilité du bacille n’excèdent pas deux pour mille des variations quantitatives de l’inoculum. LECOCQ et Linz [34] pensent également que « la concentration bactériostatique de lINH en Dubos ne diffère pas sensiblement selon qu’on ensemence un nombre élevé de germes ou un nombre dix fois moins élevé ».
Nous avons cultivé, en milieu de Dubos, treize souches résistantes à 0,05 y d’'IN.H./em3. Puis, par dilutions successives, la culture a été ensemencée dans cinq séries de tubes contenant chacun une concentration croissante d’isonia-
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zide, de façon à tester la sensibilité suivant la méthode habituelle. La quantité de bacilles ensemencés, y compris les témoins, était dans la proportion suivante : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. Après un séjour de quinze jours d’étuve à 37°, nous avons à nouveau tester la sensibilité des germes mais nous n’avons jamais observer de variations dans la susceptibilité bacillaire à l’isoniazide. De même, étudiant la sensibilité de Mycobactérium Tuberculosis transformé en souches homogènes selon le procédé de S. ARLOING et P. CouRMoNT, qui, normalement, ne sont pas sensibles à l’isoniazide, l’ensemencement vingt fois moindre n’a jamais modifié la sensibilité du germe.
Pratiquement, bien que nous n’ayons pas de mesure électro-photométrique de la quantité de bacilles ensemencés, nous pouvons admettre qu’elle a toujours été sensiblement la même, le repiquage en milieu de Youmans étant fait après un délai invariable de quinze jours, et par l’intermédiaire d’une goutte de Dubos diluée, au besoin, dans du sérum physiologique, si les colonies prélevées étaient trop nombreuses.
4° La précocité de la lecture peut-elle influencer les résultats ? Nous ne le pensons pas. Nous avons vu qu’en cas de lecture tardive, les résultats obtenus divergeaient d’une facon très sensible en Dubos. Il n’en est pas de même en milieu de Youmans où les discordances minimes ne s’observent qu’au-delà du quinzième jour. C’est la raison pour laquelle nous avons effectué toutes nos lectures après ce laps de temps qui a toujours été le même.
DIFFICULTES D'ETUDE DE LA VARIATION DE LA SENSIBILITE DES GERMES AU COURS DU TRAITEMENT
Si la détermination du taux de la sensibilité du Mycobactérium Tuberculosis vis-à-vis de l’hydrazide. de l’acide isonicotinique est d’une pratique relativement aisée, il n’en est pas de même de l’étude des variations de cette sensibilité au cours du traitement. Tous les expérimentateurs qui se sont penchés sur ce problème, se sont heurtés aux mêmes difficultés. Celles-ci sont de plusieurs ordres et sont communes à tous les antibiotiques.
Pour construire une courbe correspondant à la variation de la sensibilité du germe à l’isoniazide, il faudrait pratiquer des examens fréquents, à intervalles réguliers et rapprochés. L’idéal serait de tester chaque jour la sensibilité du bacille pour avoir une vue précise des variations. Or, techniquement, il est très difficile, sinon impossible, d’imposer à un laboratoire une détermination de résistance par jour et par malade. Pour cette raison, nous avons dû nous contenter d'examens à intervalles plus ou moins éloignés.
D'autre part, afin d’éliminer l’action des autres antibiotiques et des thérapeutiques médico-chirurgicales, les malades ne devraient être soumis qu’à la seule cure isoniazidée prolongée. Il n’est évidemment pas permis d'appliquer, en clinique humaine, les règles strictes de l’expérimentation, et l’on ne peut priver les malades du bénéfice d’associations thérapeutiques nécessaires à leur état, ce qui diminue d’autant le champ d’une étude qui se veut objective.
La dernière difficulté tient à ce que les malades recevant un traitement antibiotique voient se stériliser leur expectoration. On sait que Noël Ristr, Mmes GRUMBACH, S. CALS
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et RIEBEL [59] constatant la diminution du taux des bacilles tuberculeux dans les lésions de la souris inoculée et traitée par l’hydrazide de l’acide isonicotinique, se sont demandés si cette diminution n’était pas dûe à la perte de l’acidorésistance de ces bacilles. Cette hypothèse se basait sur un travail expérimental où ces auteurs avaient constaté qu'une culture de bacilles de Koch en milieu de Dubos ou de Youmans perd son acido-résistance après un contact de 24 heures avec 0,15 y d’isoniazide par em ; seuls les germes sensibles subissent cette action. LEVADITI et HENRY-EVENO [35], répétant des expériences superposables avec des variantes sensibles et résistantes de deux souches bacillaires, notèrent que seuls les bacilles de la variété sensible de l’une d’elle avaient perdu partiellement leur acido-résistance. Se basant sur ces constatations, de nombreux auteurs conclurent que la recherche des B.K. par la méthode classique de Ziehl dans les produits pathologiques issus de sujets traités par l’isoniazide, n'avait qu’une valeur très relative, son principe reposant sur l’acido-résistance des bacilles. Par contre, GHIONE et GARAVENTA [24], au cours de recherches expérimentales in vitro, concluent que l’'INH, bien que modifiant l'aspect morphologique des germes sensibles, n’en altère aucunement l’acido-résistance.
Des données expérimentales établies avec VIALLIER et Mlle CAYRE [68], nous permettent d’adopter la même opinion que les auteurs italiens. Des souches sensibles à 0,05 y/ em3 et des souches résistantes à 20 y d’'INH/cm3 ont été mises en suspension dans 10 cm3 d’une solution aqueuse renfermant 250 y/em INH. Après un séjour de 6, 24, 30 et 40 heures d’étuve à 37°, des centrifugations ont permis d'effectuer une série d’étalement des bacilles ainsi traités. L'examen après coloration par la méthode de Ziehl à chaud et décoloration par l’acide nitrique au 1/3 ou par l'alcool, n’a Jamais montré de modifications de l’alcoolo-acidorésistance, par Comparaison avec des témoins restés en contact, daus les mêmes conditions, d’eau distillée.
Dans une deuxième série d’expériences, ont été envisa-
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gés les effets d’un contact, pendant 24 heures d’étuve à 37°, entre une solution aqueuse d’INH à 250 par cm et les souches suivantes : 5 souches ayant terminé leur croissance et laissées plusieurs jours à la température du laboratoire, o cultures de 15 jours, 5 cultures de 10'jours et 5 de 5 jours, en voie de croissance à l’étuve à 37°. Les étalements obtenus colorés par la méthode de Ziehl, ne nous ont pas permis de constater une perte de l’acido-résistance de ces bacilles, qui, tous, étaient sensibles à la concentration d’INH utilisée.
En outre, alors que les examens directs d’expectoration qui se sont révélés négatifs chez les malades non traités par l’isoniazide, ont donné 78% de cultures positives, 30% seulement de cultures furent obtenues à partir d’expectorations dans lesquelles l'examen direct n’avait pas montré de bacilles, chez les sujets traités. Il ne semble donc pas que des bacilles non colorés aient pu échapper à un examen direct prolongé.
Nous pensons donc que la méthode de Ziehl garde toute sa valeur, et que l’absence de bacilles à l’examen direct d’un produit pathologique n’est pas dûe à la perte de l’acido-alcoolo-résistance du bacille de Koch, mais à une stérilisation réelle des lésions.
I. —— SENSIBILITÉ DU BACILLE TUBERCULEUX AVANT TOUT TRAI- TEMENT
Nous nous sommes adressés, pour la détermination du taux de cette sensibilité, à un ensemble de 199 souches bacillaires, isolées chez des malades tuberculeux pulmopaires, au moment de leur hospitalisation et, par conséquent, après s'être assuré qu’ils n'avaient reçu aucune dose de cet antibiotique.
Les souches sont classées par ordre de sensibilité décroissante ; les résultats sont consignés dans le tableau I.
TABLEAU I
193 souches bacillaires se sont montrées parfaitement sensibles à l’action de l’isoniazide. Pour 165 d’entre elles, en effet, une concentration de 0,05 y; d’'INH par emÿ inhibaiït toute croissance, alors que 28 autres étaient sensibles à 0,1 y par cm3. 6 souches ont cependant présenté une sensibilité diminuée à l’égard de l’antibiotique. Mais P’INH pos-
_sédait encore, sur cinq d’entre elles, une action bactério-
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statique à la concentration de 0,5 y par cm. Une seule souche n’était sensible qu’à 1 ».
À quoi correspondent ces souches ayant une sensibilité initiale diminuée vis-à-vis de l’isoniazide ? Mile LOTTE et Mme PoussiEr [45], présentant les travaux des phtisiologues de la région parisienne, pensent que ces faits peuvent être dûs soit à une divergence de technique entre les divers laboratoires, tenant au poids de l’inoculum ou à la concentration des solutions isoniazidées, soit à l’absorption prématurée d’antibiotique avant le « début officiel du traitement » Dans notre statistique, tous les examens ont été effectués dans le même laboratoire, par un personnel toujours identique. D'autre part, un interrogatoire serré a permis de n’utiliser que les malades n’ayant commencé leur traitement au moment même de leur hospitalisation. Cependant, il est toujours possible que le sujet ait absorbé de l’isoniazide à domicile, sans qu’il connaisse le nom exact du médicament.
Ces réserves étant faites, nous pensons que, dans une population bacillaire et en dehors de tout traitement, il existe des éléments microbiens dont la sensibilité est spontanément diminuée vis-à-vis de l’isoniazide. Ce phénomène se rencontre, d’ailleurs, d’une facon générale avec tous les antibiotiques. Or, le taux de sensibilité d’une population bacillaire est donné par les germes les plus résistants de cette population. Il est donc possible que ce soit la sensibilité de tels éléments qui ait été testée avant le traitement. Hoggy et LENERT [28], N. Risr ont également signalé l’existence de bacilles spontanément résistants à l’action de l’isoniazide. Personnellement, nous n’avons jamais rencontré de tels germes. Toutes les souches dont la sensibilité était supérieure à 1 y d'INH/cem3 avaient été isolées de l’expectoration de malades en cours de traitement.
Cette sensibilité du Mycobactérium Tuberculosis à l’hydrazide de l’acide isonicotinique s’oppose à l’insensibilité de la plupart des souches de Mycobactéries non pathogènes. MM. ViaLLiER et BERTOYE [65], en effet, isolèrent par tubage gastrique, chez deux enfants n'ayant jamais recu d’isonia-
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zide, des bactéries acido-alcoolo-résistantes, dont la croissance ne fut pas inhibée par une concentration de 20 y d’'INH/em3. Mais l'inoculation de ces germes ne tuberculisa pas le cobaye, et ces éléments résistants furent considérés comme des bactéries non pathogènes recueillies dans les mucosités gastriques. Plus tard, chez un de ces enfants, l’inoculation au cobaye permit d'isoler un bacille tuberculeux vrai, qui détermina chez l’animal des lésions typiques de tuberculose expérimentale. Pour CoLETsos, enfin, les bacilles tuberculeux non pathogènes pour le cobaye sont également 40, 50 à 100 fois plus résistants à l’isoniazide que les bactéries pathogènes.
En conclusion, nous pouvons dire que la sensibilité normale du Mycobactérium Tuberculosis à l’action de PINH se situe aux environs de 0,05 ;/em3, la plupart des souches étant inhibées à cette concentration.
II. —— COMMENT FIXER LA CONCENTRATION EN INH À PARTIR DE LAQUELLE ON DOIT CONSIDERER LES BACILLES COMME RESISTANTS ?
Avant de déterminer la concentration d’isoniazide qui doit faire admettre l’inefficacité du produit, il faut envisager quelles sont les concentrations sanguines en INH chez le sujet traité.
Pour GERNEZ-RIEUX et FABRE [221, le taux de l’isoniazide dans le sang chez le sujet traité aux doses thérapeutiques habituelles de 50 mg. par jour et par kilogramme de poids serait relativement fixe, oscillant entre 1,8 y et 2,2 y». BENDA, MORELEC et Mme GUILBERT [4] donnent des chiffres plus forts et plus variables. Après l’ingestion de deux doses de 250 mg. chaque fois à 8 heures d'intervalle l’une de l’autre, ces auteurs constatent, chez douze malades, une concentration sanguine variant entre 5,5 y et 1,5 y d’isoniazide par cm3 suivant les moments où sont prélevés les échantillons sanguins par rapport à l’ingestion. À Lyon, PELLERAT et Mme MaicrarD [76] confirment que, lorsque
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l'INH est employée par voie buccale, les taux trouvés dans le plasma sont variables, mais toujours nettement supérieurs aux taux bactériostatiques observés in vitro.
Nous avons donc considéré comme résistante à l’isoniazide, toute souche bacillaire dont la croissance n’est pas entravée par la présence d’une dose d’'INH égale ou supérieureà 5 y par centimètre cube. Ce chiffre a été choisi arbitrairement. Il peut paraître élevé pour certains, comparativement aux taux de concentration sanguine qui sont deux à trois fois moindres. En fait, nous avons fixé ce taux de 5 y comme apparition de la résistance bactériologique vraie, pour deux raisons essentielles.
D'une part, voulant éliminer au maximum les causes d'erreur, nous pensons qu’une souche résistante in vitro à 5 y d’isoniazide par cm3, sera, a fortiori, également résistante in vivo, où la concentration médicamenteuse est moindre. Les divergences entre les résultats du laboratoire et les données de la clinique seront donc réduites au maximum, et une souche considérée comme résistante au laboratoire sera absolument insensible à l’action de la thérapeutique chez ie malade.
D'autre part, les sujets qui ont présenté une résistance bactériologique à 5 y/cm étaient tous des malades chroniques, gravement atteints et dont le pronostic était sombre. Pour la majorité d’entre eux, la médication s’est révélée totalement inefficace. Chez les autres, une amélioration fonctionnelle et clinique remarquable fut d’abord obtenue. Une malade même, en cours de traitement, présenta une poussée évolutive avec fonte caséeuse rapide.
Ceperidant, COLETSOS et ses collaborateurs [12] considèrent comme résistante toute souche bacillaire dont la croissance n’est pas inhibée par une concentration de 1 y d’'INH par emÿ. En réalité, il ne s’agirait pas d’une résistance vraie, mais d’une « zone d’alarme », d’un « seuil de résistance ». Pour cet auteur, en effet, c’est à cette période que l’on assiste à l'échec total de la thérapeutique chez le malade : l’aggravation clinique et radiologique progressive va de pair avec
l'installation rapide d’une résistance bactériologique vraie à des taux égaux ou supérieurs à 5 y d’isoniazide.
IT. — PROBLÈME DÉS ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES. SYNERGIE ET ANTAGONISME.
L'étude de la synergie ou de l’antagonisme entre l’isoniazide et les autres antibiotiques a été abordée par de nombreux auteurs. Sans entrer dans des considérations d’ordre biologique qui dépasseraient le cadre fixé par ce travail, il nous semble que le problème doive être posé de la facon suivante :
Un antibiotique peut-il, en association médicamenteuse avec l’isoniazide, augmenter la sensibilité des bacilles à JINH (cas de la synergie), ou, au contraire, diminuer cette sensibilité (cas de l’antagomisme) ? Par conséquent, la définition que nous avons donnée de l’isoniazido-résistance doit-elle être modifiée dans les cas d’associations thérapeutiques ?
Nous insisterons surtout sur le rôle de la streptomycine et du P.A.S. qui, avec l’isoniazide, représentent les trois antibiotiques majeurs dans le traitement médicamenteux de la tuberculose. Les résultats que nous avons trouvés dans la littérature sont nettement divergents. La plupart des auteurs concluent à une synergie entre ces trois antibiotiques. D’autres penchent pour l'indifférence totale. Certains, enfin, vont même plus loin et COoLETSso parle d’antagonisme entre streptomycine et isoniazide.
a) Association isoniazide-streptomycine : Les publications de NaAvsKky,, de Mme AITOFF et Mile SALAS sont contradictoires à ce sujet. Contrairement à CoLeTsos, la plupart des auteurs avec LEcocQ et Linz, nient tout antagonisme entre la streptomycine et l’isoniazide. MM. ViIALLIER et Ticaup [71], recherchent expérimentalement l’action de la streptomycine sur le pouvoir bactériostatique de l'INH, étudient 8 souches de Mycobactérium Tuberculosis, sensibles à la streptomycine et à l’isoniazide. Ces auteurs se servent
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de quatre séries de tubes de milieu de Youmans-sérum de cheval contenant 0,5 y -0,1% 0,05 : 0,01 : par mml. de streptomycine, La lecture des résultats a eté faite au 15° 30°, 45° et 60° jour. Les variations constatées dans les sensibilités initiales ne furent que minimes, selon les souches et la teneur du milieu en streptomycine, n’excédant jamais deux tubes. Ces différences non systématisées ne permettent donc pas d'accorder à la streptomycine une influence potentialisatrice sur l’isoniazide.
Personnellement, nous avons recherché si l'association streptomycine-isoniazide empêchait l’apparition de «mutants » résistants dans une population bacillaire. Nous avons utilisé la streptomycine-base. Dix souches initialement sensibles aux deux antibiotiques ont été ensemencées en milieu de Youmäns-sérum de cheval, dans deux groupes de tubes. Le premier groupe servit à tester la sensibilité de la souche à la streptomycine, en milieu témoin et en présence de doses variables d’'INH, soit 0,01 y et 0,05 y par cmè. La sensibilité à l’isoniazide fut déterminée dans le 2° groupe, de la même façon, en milieu témoin et en présence de 0,5 y et 1 y de streptomycine-base par emè. Le détail exact de ce mode opératoire a d’ailleurs fait l’objet d’une note à la société de Biologie. Après ensemencement, la lecture fut effectuée au bout de 15 jours d’étuve à 37°, puis, le 30", le 45° et le 60° jour. j |
Nous n'avons jamais noté de modifications dans un sens ou dans l’autre de la sensibilité des souches à l’isoniazide et à la streptomycine-base. Là encore, les différences furent minimes. Nous pouvons donc conclure qu’il n’y a aucun antagonisme entre ces deux antibiotiques, mais que, le plus souvent, l'association empêche l'apparition tardive de « mutants » résistants.
b) L'association isoniazide-P.A.S. : La synergie d’action entre l’'INH et l'acide para-amino-salicylique a été montrée par Mme Atrorr [1] : association des deux médications à raison de une partie d'INH pour cent parties de P.A.S. produit un effet bactér'cide. Ce sont également les conclu-
sions de PARAF, DESBORDES et ROSENBERG [55]. Ces auteurs traitent trois lots de cobayes tuberculisés, par l’isoniazide seule, par le P.ASS. seul et par l’association des deux antibiotiques. L’autopsie montre, chez les animaux traités par un seul produit, des lésions tuberculeuses discrètes mais évidentes. Au contraire, les cobayes ayant bénéficié de l'association thérapeutique, présentaient des lésions en voie de cicatrisation.
c) Les autres associations d’antibiotiques :
Il ne semble pas exister de synergie entre la pénicilline et l’isoniazide (Linz et LECOCQ). MM. VirALLIER et TiGAUD [71] - ont vérifié l’absence d’antagonisme entre ces antibiotiques: l’action de l’isoniazide a été recherchée sur quatre souches de bacilles cultivées en milieu témoin et en milieu contenant 1 unité de pénicilline G par mml. Les auteurs concluent que la pénicilline n’a aucune influence, du moins à ce taux, sur l’action de l’isoniazide.
La terramycine est le seul antibiotique actuellement connu ayant une action antagoniste vis-à-vis de l’hydrazide de l’acide isonicotinique. Mac KanNEss et SMITH [47] ont étudié ce phénomène sur les bacilles tuberculeux intracellulaires ; la terramycine associée à l’INH abolirait l’action bactéricide de ce produit.
d) Nous verrons plus loin le rôle joué par les vitamines sur l’action bactériostatique de l’isoniazide.
SERRE D
I. —— MORPHOLOGIE
La morphologie des souches isoniazido-résistantes s’écarte bien peu de celles des souches normales de Mycobactérium Tuberculosis. ANGELICO [2] étudiant au microscope électronique les altérations cellulaires des bacilles de Koch sensibles à l’isoniazide et subissant son action, décrit les monstruosités bacillaires et les irrégularités de contours des germes, surtout après trois à quatre jours de contact” dans an milieu contenant 50 + d’'INH. Les extrémités du bacille sont arrondies, parfois nettement renflées. Tantôt isolé, tantôt réuni en deux ou plusieurs éléments, le bacille de Koch peut alors prendre un aspect ramifié. Le cytoplasme est clair et contient, de façon presque constante, un ou deux corpuscules opaques et ovoïdes, siégeant aux extrémités du bacille. Mais il s’agit là des souches sensibles à l’action de l’isoniazide. Au contraire, les souches résistantes qui n’ont pas été influencées par le produit ne présentent aucune altération morphologique.
L’acido-résistance du germe n’est pas modifiée, de même que sa virulence. Quatre fois, des souches isoniazido-résistantes ont été inoculées au cobaye. Chaque fois, les animaux présentèrent, à l’autopsie, une tuberculose expérimentale exactement superposable à celle observée par l’inoculation à l'animal d’une variante sensible de Mycobactérium Tuberculosis. Certains auteurs ont pensé que le besoin d’un facteur de croissance était l’une des caractéristiques essentielles des souches ayant acquis une résistance à l’isoniazide. Pour FIsHER [19], la souche H37rv résistante serait
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incapable d'effectuer une croissance normale sur milieu synthetique : cependant. la mukiplication bactérienne reprendrait par l'adjonction de 10% de sérum de bœuf frais Personnellement. nous n'avons jamais observé ce phénomène : aussi, ne pensons-nous pas que la fraction V du serum de Cohn represente un facteur indispensable à la croissance de ces souches, puisque nous assistons, dans de nombreux cas au developpement normal de souches résistantes sur milieu solide de Lœwenstein, dépourvu de. sérum. PE
Enfin. l'acquisition d'une isoniazido-résistance ne modifie en aucune facon la sensibilité de la souche aux autres antibiotiques.
I. —— MODIFICATIONS METABOLIQUES. à
On sait que des bacilles résistants à un antibiotique quel-
+ coùque. presentent des modifications de leur métabolisme tendant. soit vers Faugmentsation ou, au contraire, la suppression de la fonction de synthèse de certains corps. Ceci est une règle générale de biochimie bactérienne. Cette viciation métabolique entraine, soit une synergie, soit un antagonisme entre le corps considéré et l’antibiotique. Ainsi, l'antagonisme entre les sulfamides et l'acide para-aminobenzoïque est dù au fait que les bacilles sulfamidorésistants ont acquis le pouvoir d'augmenter la synthèse de ce corps De mème. les germes pénicillino-résistants synthétisent en grande abondance l'acide glutamique. Inversement. là résistance d’une souche bactérienne à un antibiotique peut correspondre à Ia perte de la fonction de que
de certains corps À On ssit [751 que Fhvdrazide de Facide cnrs
inhibe considérablement le pouvoir indologène de l'Escherichia Coli. La pyridoxine a une action antagoniste remarquable vis-à-vis des effets inhibiteurs de lisoniazide sur des suspensions bacillaires. Comparativerment, nous avons rechercher le rûle des associations vitaminiques sur le tuberculosiatisme de Fisoniazide. Se basant sur la parenté
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chimique entre l’hydrazide de l’acide isonicotinique et les différentes substances du complexe, B. Nrrri [54] conclut à l'absence d’antagonisme entre l’INH et les corps étudiés : acide nicotinique et amide correspondante, thiamine, paritothénate de calcium, acide para-amino-benzoïque, inositol, acide folique et riboflavine.
Nous avons recherché expérimentalement l'influence de la vitamine B6 sur la sensibilité du Mycobactérium Tuberculosis vis-à-vis de l’isoniazide. Seize souches ont été utilisées. La sensibilité à l'INH a été testée dans une galerie de tubes de Youmans sérum de cheval contenant des proportions croissantes d’isoniazide suivant la technique habituelle. Mais deux tubes ccntenant un + d’isoniazide et 900 >; ou 100 y de vitamine B6 furent ajoutés à la série
Après 15 jours d’étuve à 37°, la lecture montra que 11 souches étaient sensibles à l’isoniazide. Parmi elles, 10 cou-
_ches n’avaient pas vu leur croissance augmenter par l’ad-
jonction de vitamines B6. Par contre, une souche rormalement sensible à 1 ; d’isoniazide par cm poussa à cette concentration en milieu vitaminé. 5 souches résistantes à l’isoniazide eurent un développement normal en présence de vitamine B6.
Les résultats sont donc, dans l’ensemble, concordants. La seule variation observée, relative à la souche normalement sensible à 1 ; d’isoniazide, mais ayant poussé à cette concentration sous l'influence de la vitamine B6, ne permet pas d'admettre un antagonisme entre ces deux corps. De même, il ne semble pas y avoir de synergie entre la vitamine B6 et l’hydrazide de l’acide isonicotinique, les souches résistantes poussant normalement en milieu isoniazidé contenant la vitamine.
III. -_— ACTION DES ANTIBIOTIQUES SUR LES SOUCHES ISONIAZIDO- RÉSISTANTES.
L'adjonction à l'INH de streptomycine ou de P.A.S. à un taux inférieur à la dose bactériostatique, peut-elle permettre à l’isoniazide d’exercer une action inhibitrice sur des souches antérieurement résistantes à cet antibiotique ?
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Pour répondre à cette question, MM. ViraLLiEr et TIGAUD [71] ont étudié les variations de la sensibilité à l’isoniazide de 9 souches peu sensibles à l'INH, sous l'influence d’une association streptomycinique. Une indifférence totale de cette association fut notée dans 6 cas ; par contre, pour trois souches, l'emploi simultané de la streptomycine et de l’isoniazide se montre légèrement supérieure à l’action de l’antibiotique le plus efficace employé isolément. Cette différence minime peut s’expliquer par le fait que les souches utilisées provenaient de sujets récemment traités, et contenaient une population bacillaire dont la sensibilité divergeait légèrement à l’égard des deux antibiotiques, expliquant ainsi la meilleure action de l’association streptomycine-isoniazide.
ViALLIER et Mlle CAYRE [66] ont répété des expériences similaires pour le P.A.S.. Ces auteurs étudient les effets de l’adjonction d’acide para-amino-salicylique aux doses de 0,05, 0,01 et 0,2 y par cm3 sur la croissance de souches en milieu isoniazidé (de 0,05 y/cem3 à 20 y/em3). Huit souches résistantes à 10 y/em3 d’'INH, huit souches ayant une serisibilité diminuée à cet antibiotique et deux souches sensibles furent utilisées. Les résultats furent les suivants :
Pour les bacilles résistants à l’isoniazide, l’adjonction de P.A.S. au milieu de culture n’a pas modifié la croissance de six souches, poussant normalement à une concentration de 10 y d’INH par em3. Deux souches cependant ont vu leur sensibilité augmenter de 10 y à 5 y/cm3, pour des concentrations en P.ASS. de 0,1 y et 0,2 ;/em3. Pour les autres bacilles ayant une sensibilité diminuée à l’isoniazide, la concentration minima d'INH inhibant toute croissance bacillaire a été abaissée dans certains cas par l’adjonction de P.A.S. au milieu de culture, mais d’une manière irrégulière et jamais systématique. Ainsi la sensibilité du bacille n’a jamais semblé diminuer sous l'influence du P.AS. Par contre dans les cas rares où le P.AS. agissait favorablement, l’action exercée resta légère et ne rendit pas sensibles les bacilles résistants dans la zone de concentration habituellement utilisée.
VARIATIONS DE LA SENSIBILITE DES SOUCHES ISOLEES DE L'EXPECTORATION DE MALADES EN COURS DE TRAITEMENT
Compte-tenu des difficultés d’étude de la variation de la sensibilité des germes au cours du traitement, nous avons pu réunir un ensemble de 85 malades, chacun ayant eu au moins deux déterminations de la résistance pendant la durée de la cure isoniazidée. Nous avons suivi 70 adultes et 15 enfants. Nous croyons devoir opposer ces deux groupes de malades d’une facon formelle.
Parmi les 15 enfants que nous avons suivis, 13 présentaient des primo-infections tuberculeuses de traduction ‘clinique variable (simple virage de la cuti-réaction tuberculinique avec adénopathie trachéo-bronchique, compliquée ou non de fistulisation endo-bronchique), maïs
. d'évolution bénigne. Jamais il ne fut observé dans ce groupe de processus caséeux graves ou d’excavation du chancre de primo-inoculation. Ces enfants, après avoir reçu une dose d’isoniazide comprise entre 8 et 12 grammes, furent
. rendus à leur famille en parfaite santé, sans que leurs bacilles aient acquis une isoniazido-résistance. Quoique nous ayons vu antérieurement que le passage par le cobaye ne modifie pas la sensibilité des bacilles, nous devons signaler que la plupart des souches ont été isolées chez les enfants par inoculation.
Deux petits malades au contraire devinrent résistants à l'isoniazide. L'un présenta une primo-infection avec adénopathie trachéo-bronchique ; après l’absorption dans un autre service d’une quantité non précisée mais assez importante d’isoniazide, après un mois de traitement, ce malade fournit des bacilles résistants à 20 ÿ d’'I.N.H. Le deu-
xième malade, dont les bacilles devinrent insensibles à l’action de lisoniazide, avait reçu une dose totale de 10 grammes de médicament. Cliniquement, cet enfant était atteint de tuberculose hématogène bronchopneumonique évoluant vers la caséification progressive. Bien que résistant bactériologiquement, l’amélioration fut spectaculaire sous l'influence de V'IN.H. Sous l'influence d’un traitement antérieur, une streptomycino-résistance s’était développée, supérieure à 100 ;/cm3. Enfin, de même que KLEE, nous n'avons jamais observé de primo-infection à bacilles d’emblée isoniazido-résistants.
Nous insisterons donc sur la rareté de la résistance à PFIN.H. chez l’enfant atteint de primo-infection tuberculeuse. Ce phénomène semble devoir être expliqué par le caractère particulier des lésions dans ce stade de l’infection bacillaire. L’un des deux enfants ayant présenté une résistance à la thérapeutique était atteint de tuberculose caséeuse excavée, tout à fait comparable aux lésions de type tertiaire rencontrées avec le maximum de fréquence chez l’adulte.
C’est ce deuxième groupe de malades que nous allons maintenant étudier. Après avoir analysé dans une première partie les conditions cliniques et les modalités thérapeutiques rencontrées chez les 70 sujets suivis, dans une deuxième partie synthétique, nous essayerons de mettre en évidence les facteurs présidant à l’apparition de l’isonia- Zido-résistance.
|. — Etude analytique.
Sur l’ensemble de 70 malades, nous avons observé :
— 30 isoniazido-résistances,
— 29 sensibilités persistantes.
Enfin 11 malades présentèrent des bacilles dont la sensibilité se maintint comprise entre 1 et 5 y d'IN.H. par cm3, sensibilité correspondant au seuil d’alarme de CoLETsos.
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a) Les 30 malades ayant acquis une résistance bactériologique vraie à 5 y étaient tous des tuberculeux pulmonaires cavitaires graves. Ils se répartissaient de la facon suivante :
— 7 grosses cavités à la limite de l’évidement lobaire,
— 16 tuberculoses ulcéro-caséeuses, étendues, unies ou bilatérales,
— 6 cavités résiduelles après collapsothérapie médicale ou chirurgicale,
— 1 cas, enfin, était celui d’un tuberculeux chronique, évoluant avec des cavités pulmonaires sous-jacentes à une pachypleurite bilatérale, secondaire à un double pneumothorax abandonné pour inefficacité totale.
Sur l’ensemble de ces 30 malades, 20 d’entre eux avaient eu plus ou moins longtemps auparavant, un traitement streptomycinique qui s’était soldé par un échec. 14 de ces malades, soit 60 % étaient devenus streptomycino-résistants, à des taux supérieurs à 10 *. Le taux de la sensibilité au P.A.S. n’a malheureusement pas pu être déterminé systématiquement.
Les modalités de la thérapeutique furent les suivantes : la durée moyenne de traitement fut de 120 jours ; le traitement le plus long fut de 240 jours et le plus court de 15 jours. Les doses totales moyennes d’isoniazide administrées furent de 25 grammes, avec comme chiffres extrêmes, 80 gr. et 4,4 gr.
27 fois la voie buccale fut employée seule, ia dose journalière variant de 300 à 400 mgr. Dans 3 cas, à l’'IN.H. per os furent associées des instillationS bronchiques d’isoniazide. Une fois enfin, l’isoniazide intra-bronchique fut seule employée à la dose totale de 10 grammes.
20 fois, l’isoniazide fut employée seule. Dans cinq cas une thérapeutique mixte I.N.H.-streptomycine fut mise en œuvre ; chaque fois, les malades étaient ‘antérieurement streptomycino-sensibles. La streptomycine était alors administrée à-la dose quotidienne de 1 gramme. L’isoniazide a été associée au P.A.S. buccal dans cinq cas ; la sensibilité
initiale de la souche à ce médicament n’a malheureusement pas pu être testée. On peut donc admettre qu’il s’est développé une P.A.S.-résistance antérieure, ce qui a pour effet, comme il est admis classiquement, d'annuler l’action de l'association thérapeutique.
Examinons maintenant quels furent les délais d’apparition de la résistance. Dans son sens le plus strict, le dé- ‘Jai d'apparition correspondrait au temps écoulé entre le moment où fut isolée la dernière souche normalement sensible à l’isoniazide, donnant par conséquent le taux de la sensibilité initiale, et le moment où est prélevée la première souche isoniazido-résistante. Or, ce délai ne peut être calculé de manière parfaitement rigoureuse. Ainsi que nous l’avons dit, considérant les difficultés d’étude de la variation de la sensibilité des germes aux antibiotiques, il faudrait isoler quotidiennement les souches de l’expéctoration du malade et tenir compte de l’origine différente toujours possible des bacilles expectorés. On doit donc ainsi considérer le délai d'apparition de l’isoniazido-résistance dans son sens le plus large. Aussi, ce délai doit-il être calculé en fonction de la durée du traitement, c’est à-dire de la quantité d’isoniazide reçue. |
En moyenne, la résistance bactériologique apparut après: trois mois de traitement, correspondant à une période où le malade reçoit 30 grammes d’I.N.H. environ. Le plus souvent, la résistance vraie est précédée d’une diminution progressive de la sensibilité, appelée « zone d’alarme » par . CocETsos. Une fois cependant, la résistance s'installa brutalement : alors que la souche isolée avant tout traitement s'était révélée parfaitement sensible à 0,05 x d’IN.H./cm3, 15 jours plus tard, alors que le malade avait recu une dose totale de 4,4 grammes de médicament, la souche isolée se montrait résistante à la concentration de 12,5 y d’isoniazide par cmÿ.
b) 29 malades ont au contraire présenté des bacilles dont la sensibilité à l’isoniazide persista en cours et à la fin du traitement, dans les limites normales.
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Parmi eux, 10 étaient atteints. de tuberculo-ulcéro-casé euse étendue unie ou bilatérale. 7 étaient porteurs de cavités relativement minimes et de bon pronostic. 7 présentaient des infiltrats précoces ou des lésions nodulaires non excavées radiologiquement. Chez 5 malades enfin, il s’agissait de réactivation de lésions tuberculeuses anciennes antérieurement collabées.
La durée moyenne de traitement fut, pour ce deuxième groupe de sujets, de 104 jours. Chez un malade, la thérapeutique fut arrêtée au bout de 15 jours, chez un autre, elle fut poursuivie jusqu’au 140° jour. La dose totale moyenne administrée fut de 24 gran mes, avec comme chiffres extrémes 5 et 37 grammes.
Sur ces 29 malades, 15 ont été traités par l’isoniazide seule, à la dose quotidienne de 300 à 400 mgr. per os. Dans 7 cas, l'association streptomycine-isoniazide fut utilisée ; ces 8 malades étaient antérieurement streptomycino-sensibles. Enfin, 6 fois, le P.A.S. buccal fut associé à l’IN.H.
c) Dans le troisième groupe de malades, 11 fois nous avons vu les bacilles atteindre une sensibilité comprise entre 1 à 5 y d’'I.N.H. par cm3. CorEtrsos fait de ce type de sensibilité le seuil de la résistance vraie. Nous avons éliminé de ce cadre, toutes les souches provenant de malades qui ont, à un moment donné de leur évolution, présenté ce type de sensibilité, mais qui, par la suite, se sont montrés résistants à l’antibiotique à des taux égaux ou supérieurs à 5 +/em3. Nous n’avons donc envisagé que les souches qui ont atteint ce seuil d’alarme et qui ne l’ont pas dépassé.
Ces 11 malades présentaient les lésions suivantes : 2 étaient atteints de tuberculose ulcéro-caséeuse diffuse et bilatérale, et se trouvaient dans un état cachectique. Un malade présentait des lésions excavées bilatérales, rebelles à une collapsothérapie intra-pleurale abandonnée. Deux cas consistaient en de volumineuses géodes lobaires supérieures, sans dissémination bronchogène homo- ou controlatérale. Trois fois, nous avons rencontré des tuberculoses nodulaires infiltratives banales traitées et guéries par
preumotlorax. Trois malades enfin, étaient gravement atteints, cavitaires bilatéraux, chez lesquels l’isoniazide entraîna une amélioration clinique et radiologique considérable ; permettant ainsi un collapsus, qui aurait été antérieurement impossible ou dangereux.
Il. — Etude synthétique.
On doit considérer l'apparition de la résistance à lhydrazide de l’acide isonicotinique en fonction de plusieurs facteurs.
a) en fonction de la dose totale reçue : notre étude a porté sur un ensemble de 513 souches de mycobactérium Tubercolosis isolées chez des malades en cours de traite-
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ment par l’isoniazide. Comme pour le tableau 1, les souches ont été classées d’une part, suivant la dose d’antibiotique reçue au moment du prélèvement, et d’autre part, par ordre de sensibilité décroissante vis-à-vis de l'INH. Les résultats sont consignés dans le tableau II.
Si nous inscrivons sur un graphique les données fournies par ce tableau, nous obtenons une courbe très caractéristique.
(graphique n° 1)
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En abscisses, sont portées les doses d’isoniazide recues au moment du prélèvement de la souche. En ordonnées, figure le pourcentage de souches isolées de l’expectoration de malades dont les bacilles présentèrent une résistance bactériologique à 5 y d’IN.H./cm3 et plus. Dans ce graphique ne sont pas considérées les modalités de la thérapeutique. Le pourcentage de souches résistantes croît proportionnellement à la quantité de médicament reçue. C’est à partir du moment où le malade a reçu entre 20 et 30 grammes d’isoniazide que la courbe atteint son maximum pour
.s’étaler ensuite en un plateau plus ou moins régulier. Cliniquement cette période correspond au troisième mois de traitement, où l’on voit survenir les rechutes et les aggravations (DUGGELI et TRENDELEMBURG [18] et où la négativation de l’expectoration ne se maintient pas (LUMSDEN et SwoBopa [46)).
b) en fonction de la forme anatomo-clinique :
Tous les malades devenus isoniazido-résistants étaient des tuberculeux pulmonaires graves. Ces conditions clini-
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ques sont exactement superposables à celles observées lors de l'apparition d’urie résistance à la streptomycine. J. BRUN, J. ViazLiER et R. DuMmoxr [8] ont en effet noté que la streptomycino-résistance apparaît avec un maximum de fréquence, chez des sujets porteurs de lésions importantes, avec des cavités plus ou moins volumineuses et nombreuses. Or, dans notre statistique figurent exclusivement des malades graves, dès le début de la thérapeutique ; certains n'avaient pas réagi aux traitements antibiotiques antérieurs, et se trouvaient par conséquent, de par l'étendue et la gravité de leur lésions, au-dessus des ressources de la collapsothérapie. Le pronostic de l’ensemble de ces malades reste en effet très sombre. Il y eut quatre mort, 18 sujets ne sont justiciables d’aucune thérapeutique, et 8 d’entre eux entrent dans le groupe des chroniques stabilisés, mais gardent encore une expectoration bacillifère et sont candidats à une rechute ultérieure.
Au contraire, les conditions cliniques rencontrées chez les 29 malades restés sensibles sont nettement plus favorables. Plus de la‘moitié d’entre eux n’étaient porteurs que de lésions infiltratives ou nodulaires, avec cavités minimes ou récentes. Nous n’avons à déplorer qu’un seul décès : encore s’agissait-il d’un malade cardiaque et mort subitement d’un infactus myocardiaque.
c) en fonction des associations d’antibiotiques :
Si l’on veut faire une comparaison exacte entre les malades devenus résistants et le groupe des malades restés sensibles, et déterminer le rôle joué par les associations d’antibiotiques dans l’apparition de l’isoniazido-résistance, il convient de ne considérer que les malades présentant les mêmes lésions anatomo-cliniques dans lun et l’autre groupe.
Parmi les 29 malades restés sensibles à l'INH nous n’envisagerons par conséquent que les dix sujets qui ont présenté de graves lésions tuberculeuses, comparables aux lésions rencontrées chez les malades devenus résistants.
Or, 7 parmi ces dix malades ont été traités par une association d’antibiotiques : 5 fois, il s'agissait de streptomycine et 2 fois de P.AS.
Les résultats sont les suivants
INH seule : 23 malades avant donné
20 résistants soit 85 % 3 sensibles soit 15 %
INH-et streptomycine : 10 malades avant donné : » résistants soit 50 % o sensibles soit 50 %
INH et PAS : 7 malades avant donné D résistants soit 60 % 2 sensibles soit 40 %
Les associations d’antibiotiques diminuent les risques d'apparition de l’isoniazido-résistance chez le tuberculeux pulmonaire. L'association streptomycine isoniazide semble douée du maximum d’activité in vivo. Ii est cependant nécessaire que le malade soit initialement sensible aux deux antibiotiques utilisés dans l’association. La moins grande fréquence d'apparition de la résistance à l’isoniazide lorsque deux médications sont employées simultanément est expliquée par le fait que, dans une population bacillaire, très peu de germes sont à la fois streptomycino-résistants et isoniazido-résistants.
d) en fonction de la résistance anïérieure aux autres antibiotiques :
Sur l’ensemble des 59 malades étudiés, 29 d’entre eux avaient recu antérieurement des doses de streptomycine variant de 60 à 200 grammes. Ce traitement avait été effectué en moyenne 18 mois avant le début de la thérapeutique à l’hydrazide de l’acide isonicotinique. A l’issue de la streptomycino-thérapie, la résistance des germes isolés de lexpéctoration de ces malades fut testée : 16 d’entre eux
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avaient gardé leur sensibilité à la streptomycine, sensibilité maxima n’ayant jamais dépassé le taux de + 1— 5 y de streptomycine par em$. 13 au contraire donnèrent des bacilles qui se montrèrent résistants à 10 ; de streptomycine au moins. D’autre poussaient encore à une concentration de 100 > de streptomycine.
Sous l'influence de l’isoniazide, sur un ensemble de 16 malades restés sensibles à la streptomycine, 10 restèrent également sensibles à l’isoniazide, alors que 6 au contraire devinrent rapidement résistants à cette thérapeutique. Par contre, 13 malades étaient résistants à la streptomycine avant le début du traitement par l’INH. 12 d’entre eux virent se développer lisoniazido-résistance ; 1 seul resta sensible à l’isoniazide. En conclusion, alors que 37 % seulement des malades streptomycino-sensibles deviennent inisensibles à l’action de l’INH, 95% des malades résistants à la streptomycine le deviennent également à l’isoniazide.
Faut-il penser que les bacilles streptomycino-résistants seraient également moins sensibles à l’action de l’isoniazide ? C’est l’avis de CorErsos. MorELLt et Dappt [51] donnent de ce phénomène la même conception et pensent que les bacilles streptomycino-résistants auraient une sensibilité diminuée vis-à-vis de l’isoniazide. Enfin, Et. BERNARD et ses collaborateurs pensent qu’il n’y a pas de grande différence entre les souches streptomycino-résistantes d’une part, et streptomycino-sensibles d’autre part quant à leur susceptibilité vis-à-vis de l’isoniazide et font intervenir des facteurs locaux.
In vivo, nous avons testé la sensibilité à l’isoniazide de 7 souches streptomycino-résistantes isolées de l’expectotation de 5 malades et ayant poussées en milieu liquide de DuBos contenant 50 ; de streptomycine par cm3. La sensi-: bilité globale de la souche vis-à-vis de l'INH avait été antérieurement déterminée. 5 souches étaient isoniazido-résistantes, alors que 2 étaient sensibles à cet antibiotique : nous n'avons jamais observé de divergences dans 5 cas, la sensibilité à l’isoniazide des bacilles streptomycino-résis-
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tants s'étant montrée toujours identique à la sensibilité de l’ensemble de la souche (tableau III). Mais deux fois les bacilles streptomycino-résistants montrèérent une sensibilité à l’isoniazide augmentée par rapport à la sensibilité initiale globale de la souche. Dans ces deux cas les bacilles avaient été isolés à partir de l’expectoration de malades graves et cavitaires ; il est donc probable que les discotdances observées sont dues à l’origine différente des bacilles envisagés.
No PR AR Sensibilité de la haies Étape.
streptomycine souche à l’'INH Re JO + 100 + 4 $e 5--+10 +0 10,5 OÙ POSE T0 + 20 + 20 QU + 10 LOU AO 22:90 QU... 22) + 20 F0 |) CALE: + 100 + 20 + 0,05 + 05 + 1 + 5 CO... + 90 + 1 —5 + 1 —5 MA... | + 90 0 0er + 0,1 — 0,5
Expérimentalement nous avons étudié la sensibilité à l’isoniazide de 9 souches streptomycino-sensibles et de 11 souches streptomycino-résistantes. Ces souches ont élé n:1ises.en suspension dans 10 cm d’une solution acqueuse contenant soit 1.000 », soit 500 y d’isoniazide. Les souches sont portées à l’étuve à 37° et des prélèvements sont effectués toutes les 6, 9 et 12 heures. Le prélèvement est ensuite centrifugé. Le culot de centrifugation est ensemencé. Nous avons noté le temps de contact dans le milieu contenant l’isoniazide, nécessaire pour empêcher tout développement ultérieur, lors des réensemencements. Cette action bactéricide est manifeste et a été notée chaque fois au bout de
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la 7° et 8 heure. Mais il n’y a jamais eu de discordances évidentes dans le comportement des souches streptomycino-sensibles et streptomycino-résistantes.
Nous pouvons donc conclure que le fait que les malades antérieurement résistants à la streptomycine ne deviennent également à l’isoniazide n’est pas dû à une résistance particulière de leurs bacilles à l’INH. La faculté qu'ont ces malfades d’acquérir une isoniazide-résistance est consécutive à un état anatomo-clinique grave, mettant le bacille de Koch dans des conditions idéales pour devenir rapidement résistant vis-à-vis de n'importe quel antibiotique. C’est pourquoi, nous pensons que ces malades auront toutes les chances de devenir résistants aux antibiotiques prochains dont l’arsenal médicamenteux antituberculeux pourrait s’enrichir.
VARIATIONS DE LA STREPTOMYCINO-SENSIBILITE AU COURS DU TRAITEMENT ISONIAZIDE
Chez les 18 malades qui étaient en cours de traitement par l’isoniazide, un examen avait permis de mettre en évidence lacquisition antérieure d’une streptomycino-résistance à plus de 10 ; par emè. Dans 4 cas, il a été constaté au cours du traitement une augmentation parfois très sensible de la sensibilité à la streptomycine. De tels faits ont été signalés par GERNEZ-RIEUX, FABRE, FOURNIER et TACQUET. Et. BERNARD, KREIS et Mile BRUN [6], MorEezzt et Dappti [51]. GERNEZ-RIEUX et ses collaborateurs constatent une certaine réapparition de la streptomycino-sensibilité dans 71% des cas, sensibilité qui persista plus de 5 mois dans 2 cas. MorELLi et Dappt font état de 15 cas où le taux de la streptomycino-résistance fut abaïissé durant le traitement, sans que cet abaissement permette toujours une action de l’anti- _ biotique in vivo dans l'organisme humain (20.000 * à 500 * chez un malade).
Dans 4 cas nous avons constaté, au cours du traitement, une augmentation de la sensibilité à la streptomycine de 50 y à 1. Ces 4 cas concernaient 2 hommes et 2 femmes atteints de tuberculose pulmonaire ulcéro-caséeuse excavée bilatérale. Un traitement streptomycinique antérieur (de 90 à 300 grammes) avait entrainé l’apparition d’une résistance bactériologique et clinique. Cette résistance avait été testée avant le traitement ou dans ses tous premiers jours. Dans un cas elle était comprise entre 12,5 x et 25 y, dans les 3 autres cas, elle était supérieure à 25 y par cmè. Cliniquement, la résistance se traduisait par un échec de la thérapeutique streptomycinique, avec persistance d’un état général et pulmonaire grave. Chez ces 4 malades, les doses
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thérapeutiques de l’INH furent de 300 milligrammes par jour, la voie buccale étant seule utilisée. Au début, les bacilles étaient parfaitement sensibles à l’isoniazide in vitro. Mais chez tous, une isoniazido-résistance s’est établie progressivement au cours du traitement à des taux égaux ou supérieurs à 10 et 20 > par cm.
Chez ces 4 malades, la réapparition de la sensibilité à la streptomycine ne fut que temporaire. Elle ne persista pas plus de 4 à 10 mois après le début du traitement à l'INH A ce moment, une isoniazido-résistance s'était établie à un taux élevé et avait obligé à interrompre le traitement. Mais les malades n’avaient reçu aucun traitement streptomycinique nouveau. Sur les graphiques sont représentées les courbes de la sensibilité à la streptomycine et à l’isoniazide. Alors que cette dernière affecte un tracé plus ou moins régulièrement ascendant, celle de la streptomycino-sensibilité dessine un V au sommet plus ou moins aigu. Le sommet de ce V correspond toujours à un moment où les bacilles ont perdu leur sensibilité initiale à l’isoniazide.
Quelle pathogénie faut-il donner à de tels faits ?
On peut envisager la théorie d’une mutation réversible : on assisterait à une modification des bacilles eux-mêmes qui, sous linfluence du traitement isoniazidé, donnerait naissance à des mutants qui les transformeraient de streptomycino-résistants et isoniazido-sensibles en streptomycino-sensibles et INH résistants et, enfin, en mutants strepto-
mycino et isoniazido- Hé snte Cette théorie a été discutée par MorELLtI et DaDppr.
Expérimentalerent, én vitro, la variation de la sensibilité à la streptomycine de 7 souches streptomycino-résistantes et isoniazido-senisibles a été testée, après 6 repiquages en Dubos simple (milieu témoin) et 6 repiquages en Dubos contenant 0,05 ; d’'INH par cm3, correspondant à la dose bactériostatique minima. Les repiquages ont eu lieu tous les 10 jours.
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Nous avons obtenu les résultats suivants (Tableau IV) :
nl
4 souches sur 7 utilisées n’ont subi aucune modification de leur sensibilité à la streptomycine. Par contre, 2 souches ont vu leur sensibilité augmentée sous l'influence de l’isoniazide. Mais les milieux témoins dépourvus d’'INH ont montré qu’il existait une variation de la sensibilité à la streptomycine exactement superposable. On sait, en effet, que les bacilles résistants, ayant un métabolisme anormal, se multiplient plus lentement que les germes restés sensibles à un antibiotique. EANz et LECOCQ [44] reprenant pour le bacille de Koch, l'étude du phénomène de Welch concernant les staphylocoques, montrent qu'après 9 passages en milieux streptomycinés, la proportion des éléments résistants a fortement diminué par rapport aux germes sensibles, sauf si la population bactérienne contient, au départ, 100% d'éléments streptomycino-résistants.
Faut-il incriminer une vitalité plus faible des germes streptomycino-résistants et, par conséquent, une susceptibilité de ces derniers à l’isoniazide telle qu’ils disparaissent rapidement de la population bactérienne par action bactériolytique ? Nous avors vu, antérieurement, que. cette théorie ne semble pas soutenable, la sensibilité à V'INH étant la même pour les souches sensibles et résistantes à la streptomycine. Et. BERNARD, KREïS et Mme O. BRuN interprètent ces faits « comme traduisant la profonde modification des populations bacillaires liées à la fermeture des cavités ou à la transformation locale des foyers sous l'influence du traitement. ».
En réalité, nous pensons que ce phénomène est expliqué de la facon suivante. À la fin du traitement streptomycinique, la population bactérienne est formée d’une très grande proportion d’éléments streptomycino-résistants et de quelques éléments sensibles. Après l’arrêt de la thérapeutique streptomycinique, les éléments sensibles réapparaissent et gènent, dans leur croissance, les éléments streptomycinorésistants, dont le métabolisme est anormal et qui, de ce fait, sont gènés pour se développer dans un organisme privé de streptomycine. L’isoniazide accentue encore ce phénomène. On doit donc conclure que, dans les souches redevenues sensibles à la streptomycine, existent quelques éléments streptomycino-résistants à développement tardif, et qu’il s’agit, en fait, d’un mécanisme de sélection. Le mécanisme est donc, au fond, le même que celui que l’on invoque pour expliquer le retard de l’apparition de la résistance lorsque deux antibiotiques sont employés simultanément.
Cette hypothèse s’appuie sur lexpérimentation suivante. Chez un malade, 16 subcultures ont été effectuées à partir de colonies ou de fragments de colonies isolés sur le milieu de Læœwenstein, et représentant la totalité de la population bactérienne isolée chez lui au début du traitement par l’isoniazide. 3 sur 16 de ces subcultures correspondaient à la sensibilité notée au moment de l’étalonnage. Et pour ces 3 subcultures., la sensibilité recherchée en milieu de You-
PE HA
mans sérum de cheval montrait que le nombre total des colonies streptomycino-résistantes étaient dans la proportion de 10% au plus des témoins. Pour les 3 autres malades, bien que les examens aient été effectués en milieu liquide de Youmans sérum de cheval, nous pouvons affirmer que le pourcentage des éléments streptomycino-résistants originel était très important parmi la population bactérienne et, ultérieurement, lors de la réapparition de la streptomycinorésistance, il en fut toujours de même. Pour ces 3 malades, nous avons réexaminé, plus de 4 mois après isolement, les colonies isolées sur milieu de Lœwenstein, correspondant aux souches redevenues sensibles à la streptomycine. 47 subcultures ont été ainsi réalisées à partir de 4 milieux d'isolement. La population bactérienne, alors présente sur les milieux, comportait, non seulement les bacilles dont la sensibilité avait été testée lors de la recherche initiale de la streptomycino-résistance, mais encore ceux qui s'étaient développés tardivement, en retard sur les précédents, soit parce que leur croissance était plus lente, soit parce que, en très petit nombre initialement, ils n’avaient manifesté leur présence que plus tard. Dans ces conditions, nous avons toujours trouvé un pourcentage de bacilles plus résistants qu’au taux trouvé lors de la première détermination, mais dans les subcultures, le nombre des colonies streptomycino-résistantes restait nettement inférieur au nombre de colonies se développant dans les milieux témoins.
En somme, les bacilles paraissent redevenir sensibles à la streptomycine de facon provisoire au début du traitement par l’isoniazide, car les souches résistantes sont inhi-
bées dans leur développement en l’absence de streptomycine, alors que les germes sensibles toujours présents, mais
en quantité variable dans les cas dit résistant, continuent à être émis dans l’expectoration. Puis, ultérieurement, les
formes résistantes reprennentle dessus et deviennent à nouveau prépondérantes dans l’expectoration au fur et à
mesure que l’isoniazide perd son activité par suite de J’apparition d’une résistance acquise.
CONCLUSIONS
1° La résistance du bacille de Koch à l’hydrazide de l'acide isonicotinique apparaît rapidement lorsque le médicament est employé seul. La résistance bactériologique marche de pair avec la résistance clinique, et lorsqu'elle est établie, l’antibiotique reste, ir vivo, dénué de toute activité.
2° La fréquence de l’isoniazido-résistance chez les tuberculeux graves et cavitaires, dont les bacilles étaient antérieurement résistants à la streptomycine, s’oppose à sa rareté chez l'enfant traité pour primo-infection tuberculeuse.
3° La résistance est retardée par l'emploi simultané de l’isoniazide avec la streptomycine ou le P.A.S., à condition que le malade soit sensible initialement à chacun des deux antibiotiques utilisés dans l’association.
4° La résistance à lisoniazide peut s’accompagner d’une résistance à la streptomycine et au P.A.S., aucun des 3 antibiotiques n'ayant, in vivo, d'action quelconque. On observe parfois au cours du traitement à l’INH une augmentation parfois notable mais temporaire de la sensibilité à la streptomycine.
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