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(LAUSANNE, SUISSE)

La microculture rapide du bacille de Koch
par la méthode sur lames

PAR

V. BADOUX

(Séance du 31 mai 1950)

InTRODUCTION.

Le bacille de la tuberculose « préva » par Villemin en 1865,
grace a sa rigoureuse méthode expérimentale, n’a été vu par
Kocn qu’en 1882.

Les études suscitées, dés lors, par ce microbe, justement
baptisé Bacille de Koch (BK) et, conséquemment par la tuber-
culose-maladie, représentent aujourd’hui, un monument scien-
tifique d’une importance considérable. Toutes ces études ont
apporté, il faut le reconnaitre, des solutions satisfaisantes et
parfois définitives, aux innombrables questions posées par la
tuberculose et son bacille.

Il y a cependant un probléme qui a donné beaucoup de mal
aux microbiologistes, c’est celui de la culture du BK en milieux
artificiels.

Koch avait plus ou moins échoué. Il avait obtenu, il est vrai,
de trés maigres résultats en utilisant un milieu solide, le sérum
de boeuf coagulé. 11 déclarait, d’ailleurs, que le probléme restait
pratiquement insoluble ou, tout au moins, hérissé¢ de difficultés.

Mais les bactériologistes ne désarmeérent pas. Ils préparérent,
assez rapidement, des milieux d’entretien qui sont des liquides
représentés surtout par le bouillon glycériné utilisé pour obte-
nir la tuberculine, puis des milieuxr d’adaptation, synthétiques
pour la plupart, dont le plus connu est celui de Sauton et les
plus récents ceux de Youmans et de Dubos. Les milieuzx d'iso-
lement ou de diagnostic, les plus désirés, mais aussi les plus
difficiles a obtenir, ont passé de la pomme de terre glycérinée
(Pawlowski), aux préparations a l'ceuf de Dorset, de Bezencon
et Griffon, de Hohn, de Pétrof, de Pétragnani, etc. Ce n'est
quen 1924 que Loewenstein donna une formule qui semble
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définitive. Ce milieu, universellement adopté actuellement. ré-
sume tous les essais précédents. II contient de l'ceuf, de la
glycérine, des sels, de I'asparagine, de la fécule de pomme de
terre et une matiére colorante, le vert malachite, qui agit comme
paralysant de la flore microbienne si souvent associée au BK,
On voit que ce n’est pas une formule simple et sa préparation
reste délicate. Ses variantes sont encore nombreuses. La teneur
en glycérine, plus particuliérement, doit étre faible ou nulle
pour le type bovin et plus forte pour le type humain. En oultre,
sur ce milieu de Loewenstein, les colonies n’apparaissent, dans
les cas les plus favorables, qu'aprés 12 a 15 jours d’étuve a
37 degreés. Il faut souvent attendre 3, 4, 6 et méme jusqu’il 8
semaines pour obtenir un résultat positif. Ces renseignements,
qui n'ont rien d’original, se trouvent dans tous les précis mo-
dernes de bactériologie. C’est & celui de P. Gastinel, paru en
1949 (Masson, édit.) que nous nous sommes adressés.

LA METHODE DE CULTURES SUR LAMES (PRYCE).

Aussi est-ce avec une surprise meélée d'un peu de scepticisme
(ue nous avons pris connaissance, au début de cette année, d'une
publication de Prycek (1), qui parue en 1941 déja, s'intitule :
« Sputum film cultures of tubercle bacilli : A method for the
early observation of growth ». Le principe de la méthode est
le suivant :

Confectionner un frottis (un film) sur une lame de verre, avec
un crachat ou tout autre matériel renfermant des BK diament cons-
tatés a lexamen direct. Laisser sécher. Traiter la préparation par de
l'acide sulfurique dilué pour détruire la flore associée éventuelle,
laver deux fois par de l'eau distillée stérile (jusqu’a réaction neutre).
Recouvrir avec le milieu liquide idoine, mettre a I'étuve a 37 degrés.
Attendre 7 a 8 jours. Retirer le milieu, laver la lame a Ileau
ordinaire, sécher, colorer au Ziehl-Neelsen. Examiner au microscope,
d’abord a sec (faible grossissement) puis a l'immersion.

Le frottis peut étre confectionné soit sur le fond d'une plaque
de Petri, qui recevra ensuite le milieu, soit sur une simple lame
de verre, comme celles que l'on utilise en microscopie. En ce cas,
on dépose, aux endroits choisis, des segments de tube de verre ou de
bakélite, fixés par de la paraffine. Le milieu est ensuite distribué
dans les godets ainsi constitués.

Une technique qui recommande des lames perforées, mais
qui nous parait cependant moins heureuse, a été mise au point
par W. Roru (2).

Cette microculture rapide sur lames exige donc un milieu
liquide qui pourrait étre celui de Youmans (3) ou de Dusos (4)
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dans sa formule I ou Il. Mais, Pryce préconise le sang humain
citraté et dilué, a parties égales, par une solution aqueuse sté-
rile de saponine a 1 9, ou plus simplement encore par de ['eau
distillée stérile.

La culture est, en effet, irés rapide. En 6-8 jours, on obtient
de belles colonies caractéristiques, en torsades ou en écheveaux,
que les auteurs anglais désignent par Iexpression pertinente de
« cord-formation » (fig. 1, 2 et 3).

On peut suivre journellement le développement de ces éche-
veaux comme le montre un cliché du travail de Roth. De
plus, on constate que la reproduction bacillaire se fait bien par
division, comme autour d'un axe imaginaire qui soutiendrait
la colonie. Dans les cas trés positifs, les cultures constituent
des amas visibles a la loupe. Dans les autres cas les cultures sont
moins exubérantes et ne peuvent se voir qu’au microscope. Il
faut quelquefois attendre 14-15 jours, et les bacilles se pré-
sentent alors sous I'aspect d'un semis, avec quelques agglomé-
rats. Lors des manipulations d’ensemencement, il faut éviter,
par une technique correcte, d’infecter les cultures. Les milieux
contaminés donnent de moins bons résultats et restent parfois
négatifs a tort. Si le matériel a examiner ne contient que du BK
et pas de flore secondaire, le traitement par l'acide peut éire
supprimeé. *

CONTROLES DE LA METHODE.

Quelques microbiologistes ont déja expérimenté et controlé
la méthode de Pryce. Ils déclarent que le procédé est trés élé-
gant, trés simple et tres rapide. Il est valable pour les diffé-
rents types du Mycobacterium tuberculosis : humain, bovin,
aviaire, pisciaire. Cependant, la culture en écheveaux serait,
d’aprés BeEnpa et UrQuia (5) l'apanage du type humain et ne
s'observerait pas avec le type bovin. Le type murin, décrit par
WELLs (6) n’a pas encore, i notre connaissance, été expéri-
menté. Nous ne savons pas non plus, si les formes non acido-
alcoolo-résistantes du BK sont susceptibles de cultiver sur
lames. Comme les autres procédés de cultures, la méthode de
Pryce ne serait valable que pour la phase colorable du BK,
qui est, comme on l'a dit, « son visage de 1'dge adulte », c’est-
a-dire le plus commun. Par contre, les formes non virulentes,
dont le BCG est le type, poussent normalement sur lames.

La méthode est applicable non seulement aux expectorations
bacilliféres, mais a tout autre matériel renfermant des BK - (pus,
liquides pleuraux, urines, liquides céphalo-rachidiens, etc.).

La composition du milieu doit nous arréter un instant.’
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Une étude de O. Sievers (7) a complété les données de
Pryce et recommande 'emploi du sang de cheval a défaut de
sang humain.

Comme nous l'avons dit, les milieux d’adaptation de You-
mans ou de Dubos conviennent également pour les cultures sur
lames.

Le milieu de Dubos, le plus apprécié actuellement, est le
résultat d’études et de recherches trés poussées. Il contient,
outre les éléments désormais classiques (asparagine, sels, ci-
trate, glucose) de I'albumine purifiée du sérum appelée Fraction
V, et du Tween 80.

Disons, trés brievement, que la Fraction V est obtenue
par précipitations des différentes albumines du sérum. Elle
a une action stimulante sur le départ de la culture. Le Tween 80
est un dérivé polyoxyallilénique du monooléate de sorbite.
Il empéche les bacilles de s’agglutiner et permet d’obtenir des
« cultures homogénes » comme 'avaient réalisé, par agitation
continue, Arloing et Courmont, vers la fin du siécle dernier.

Le milieu de Dubos reste d’'une préparation délicate. Son
remplacement par du sang humain laqué représente une grande
simplification et une grande économie. En effet, ce milieu-
sang, est, au fond, trés analogue au Dubos. Il contient comme
lui, tous les éléments nécessaires : eau, sels, sérum et par consé-
quent la Fraction V. Le citrate et le glucose sont ajoutés au
sang lors de son prélévement. En outre, le BK qui est trés
avide d’oxygéne, et qui pousse en voile a la surface des bouil-
lons, trouve dans 1'hémoglobine présente 'oxygeéne nécessaire
a satisfaire sa passion aérobie, tout en se développant sur des
lames complétement immergées.

Les travaux de K.-A. Jensen. et une publication plus récente
de E. BErnarp et B. Kreis (8) ont fait entrer la microculture
rapide du BK sur lames, dans le domaine pratique. Ces der-
niers auteurs préconisent lemplm de demi-lames (partagées
dans le sens de la longueur) qui, aprés avoir recu le matériel
a examiner, sont traitées comme nous l'avons indiqué. Elles
sont ensuite immergées dans des éprouvettes contenant le milieu.
Pour obtenir du sang en quantité suffisante, on demandera
les sangs « périmés » des Centres de Transfusions sanguines.
Ce matériel, qui serait perdu, trouve la une utilisation intéres-
sante et apporte ainsi une aide appréciable aux laboratoires de
bactériologie, car l'emploi du sang conservé « périmé » rend
cette méthode particuliérement pratique

Bernard et Kreis ont fouillé le procédé. Ils ont fait des
essais avec du sang frais et du sang vieux, provenant d’indi-
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vidus sains ou tuberculeux. Ils ont fait varier les taux des dilu-
tions, étudié la position des cultures sur les différentes parties
de la lame, remplacé le sang laqué par le milieu de Youmans,
remplacé le citrate de soude par de I'héparine, utilisé le sang
total intact ou privé de son plasma, laissé ou supprimé le com-
plément, etc. La méthode est sortie victorieuse de toutes ces
épreuves. Mais, en plus, ils Pappliquent a la détermination de
la streptomycino-résistance, en ajoutant des doses croissantes
d’antibiotique au milieu, et en observant I'apparition des colo-
nies en fonction de la concentration streptomycienne. Cette
détermination qui se fait general»ement sur milieu de Loewen-
stein puis sur celui de Dubos, en 15 a 20 jours, ne demande
ici que 7 a 8 jours. C'est donc un gros avantage pour le méde-
cin traitant. En effet, ces mémes chercheurs (9) ont utilisé ce
moyen de contréle rapide, pour conduire le traitement anti-
tuberculeux, en précisant, de semaine en semaine, les doses a
administrer.

TEcHNIQUE.

Pour pratiquer cette microculture rapide du BK sur lames,
nous nous sommes inspirés des publications mentionnées ci-
dessus et, plus particulierement, de celle de Bernard et Kreis.
Avec la précieuse collaboration de notre collégue, M. le Dr Ed.
Bauer, que nous remercions trés vivement ici, nous avons aussi
apporté a la technique générale de petites modifications per-
sonnelles. Voici notre mode opératoire avec tous ses détails :

Des lames de verre de 76 X 26 mm, employées couramment en
microscopie, sont partagées dans le sens de la longueur. Avec de
l'acide fluorhydrique on dépolit, mais d'un coOté seulement, une
extrémité sur un demi-cm environ. Ceci permet de faire une ins-
cription au crayon directement sur la lame, et aussi de distinguer
facilement l'envers de l'endroit. Ces demi-lames traitées longuement
par le mélange sulfo-chromique, lavées plusieurs fois a l'eau, sont
séchées, flambées puis, aprés refroidissement, recouvertes d'un film
du matériel tuberculeux. Comme on en prépare toujours deux au
minimum, il suffit de déposer le matériel a examiner sur une des
demi-lames, puis de faire I'étalement, par écrasement de l'une contre
Paulre. Laisser sécher a Dlair mais a l'abri de la poussiére ou dans
une éluve bactériologique a 37 degrés pour activer la dessiccalion.
Les préparations sont alors placées, de champ, dans les rainures
verticales d’une boite a coloration pour les préparations microsco-
piques qui peut en recevoir normalement jusqu'a dix, mais plus si
c’est nécessaire. La boite, en verre, est fermée par un cou-
vercle s’adaptant bien. On dépose encore sur les demi-lames, une
plaque de verre de dimensions un peu moindres que celles du bas-
sin. Elle est ainsi facilemenl mobilisable et permet de maintenir
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en place les préparations lors des décantages ultérieurs. On re-
couvre completement les demi-lames avece de lacide sulfurique a
6-7 0/, on chasse toutes les bulles d'air par agilalion, et laisse agir
l'acide durant 7 minutes exactement. Décanter le liquide en soule-
vant le couvercle et en inclinant le petil bassin. Avec une baguclle
de verre flambée, on maintient les préparations en place, en appuyant
sur la plaque de verre dont nous avons parlé plus haut. Le bain
acide est remplacé par de l'eau distillée stérile. Attendre 6 minutes.
Vider de nouveau. Remetire de l'eau distillée stérile. Laisser agir
encore 6 minules, Faire un troisicme lavage si l'eau est encore
acide au tournesol. Généralement deux lavages suffisent. Remettre
encore une fois de leau distillée stérile et, sans plus attendre, saisir
les demi-lames, ainsi débarrassées des germes non tuberculeux, au
moyen d'une pince flambée, et les introduire, une a une, en évitant
toute contamination, dans une éprouvette contenant le milieu-sang.
Placer a l'étuve a 37 degrés. Tous les examens sont faits a double.
Le premier tube est examiné apreés 7 jours et le second aprés 2 se-
maines. Les lames portant les microcultures sont lavées doucement

a

a leau courante, séchées, colorées au Ziehl et examinées au micros-
cope.

Si on ne posséde pas de pelil bassin a coloration, on peut dépo-
ser les préparations dans une plaque de Petri. Pour que laction
des bains successifs soit vraiment efficace, on évitera le conlact
verre contre verre en soutenant les préparations par de petites
baguettes de verre, disposées parallelement sur le fond de la boite.
Pour retirer les différents liquides on utilisera un siphon préala-
blement amorcé et dont la pointe aspirante sera flambée avant
I’emploi.

Si le traitement par lacide est inutile, vu l'absence de flore
secondaire, les préparations seront confectionnées stérilement et mises
a sécher dans une boite de Petri stérile, puis immergées directement
dans les tubes.

Le milieu de culture que nous utilisons est donc représenté
uniquement par du sang conservé « périmé » dilué, a parties
égales, par de l'eau distillée stérile.

Empressons-nous de dire que, pour nos essais, nous avons
trouvé auprés du Centre de Transfusions sanguines de l’Hépi~
tal cantonal (Prof. P. Decker) la plus bienveillante compre~
hension et que ce service nous a remis ses sangs périmés »
chaque fois que c’était possible. Nous tenons a remercier ici
trés sincérement tous les responsables de ce Centre de leur
amicale et utile collaboration.

Rappelons que les sangs destinés aux transfusions sont pré-
levés aseptiquement, mélangés a un anti-coagulant (citrate de
soude) et a du glucose. Ils sont conservés au frigidaire et
nous sont remis aprés deux a trois semaines environ alors qu’ils
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ne sont plus utilisables. Aprés dilution par l'eau distillée, le
sang est mis en éprouvettes stériles a raison de 10 cm?® et se
présente sous l'aspect d'un sang laqué, fortement coloré en
rouge-brun, presque limpide mais laissant déposer un assez
gros sédiment d’albumine et de résidus globulaires. Les tubes
bien bouchés au coton sont conservés a la glaciere. Il semble
que le vieillissement n’a pas d’action défavorable sur le milieu.

Disons encore, a propos de ce milieu, que nous avons essayé
de 'enrichir en oxygéne en faisant barbotter cet élément dans
le sang, avant de le diluer, Jusqu’a ce quiil ait pris une couleur
rouge vif. Nous espérions ainsi donner au BK un milieu encore
plus favorable a son développement, vu son caractére aérobie
si marqué. Nos expériences ont été négatives et nous pensons
qu'un excés d’oxygeéne est nuisible a la culture. Cette consta-
tation a d’ailleurs été faite, dans d’autres circonstances, par
E. Anpresew (10).

PARTIE EXPERIMENTALE.

Depuis le début de cette année, nous avons effectué 271
microcultures sur lames dont voici, en résumé, les résultats :

A. Prélévements tuberculeux renfermant des BK
(ou des B. acido-alcoolo-résistants) a Uexamen direct.

12 expectorations ont toutes donné de belles cultures entre
6 et 9 jours.

3 liquides pleuraux (purulents) ont donné des colonies
caractéristiques entre 7 et 15 jours.

2 pus ont conduit également & des cultures positives.

Le premier provenait d'une adénite cervicale. Il renfermait
de trés rares BK a l'examen direct et les cultures tentées en
milieux usuels sont restées stériles. Nous obtenons des colonies
de BK sur lames en 15 jours alors que l'inoculation & deux
cobayes, qui est pourtant l'épreuve cruciale, reste négative.
Dans ce cas, la méthode de Pryce garde l'avantage.

Le second concerne un pus d'oreille, obtenu par lavage.
Nombreux B. acido-résistants a 'examen direct et cultures posi-
tives sur lames aprés 7 jours. La confirmation est donnée par
le Loewenstein en 18 jours et par le cobaye en 23 jours. Les
bacilles observés a l'examen direct étaient bien des BK et
non pas des bacilles paratuberculeux si fréquents dans le
conduit auditif externe. Eu outre, présence de bacilles diphté-
riques non toxiques pour le cobaye mais mis en évidence par
cultures sur le sérum de beeuf.
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6 urines a sédiments purulents (tableau I).

Tableau 1
|
No ‘ Pat. ! B.a.-rés. | Cult.s/lames ‘ Cobaye Loew. (cult.)
| | |

84858 La. | nombreux | -i-ap. 8j. ! ~+ap. 34j. | /
89203| Ch. ‘ peunomb. | - ap. 10j. - ap. 22j. /
89492/ Da. | peunomb. | |+ ap. 7j. l - ap. 42]j. /
91297, Ho. | rares ~+ap. 8j. | 4ap.30j. | 4+ ap. 16].
89638| Zi. | ass.nomb. | —ap. 15]. ‘ — ap. 42j. ‘ — ap. 42.
92402| Ro. | ass. nomb. | — ap. 15 . | — ap. 42 . | — ap. 42j.

Les quatre premiers cas donnent de belles cultures entre
8 et 10 jours, ce qui est trés rapide pour des sédiments uri-
naires. La confirmation est donnés par le cobaye entre 22 et
42 jours et une fois par le Loewenstein en 16 jours.

Les deux derniers cas, avec B. acido-résistants assez nom-
breux, ne donnent pas de cultures positives sur lames apreés
15 jours, ni sur Leowenstein aprés 42 jours. Les cobayes
restent négatifs. Il s’agit bien de bacilles paratuberculeux non
pathogénes.

La méthode sur lames permet donc de poser un bactério-
diagnostic rapide du BK dans les urines et surtout de faire,
la différentiation d’avec les bacilles paratuberculeuz.

Pour en avoir une preuve plus tangible, nous avons essayé
de cultiver sur lames le bacille paratuberculeux le plus fréquent
des voies urinaires : le B. smegmatis.

Aprés l'avoir repiqué sur Loewenstein, pour nous assurer
de sa vitalité, nous ’avons mis en cultures sur lames de la facon
suivante :

Un prélévement de la culture, mis en suspension dans un tube
de verre stérile, contenant des perles de verre et de l'eau physiolo-
gique, est longuement agité mécaniquement pour homogénéiser le
matériel. On laisse déposer la suspension durant trois heures. On
préleve le liquide légérement trouble de la partie supérieure, que
'on mélange avec un tiers de plasma humain stérile. Ce mélange
sert a confectionner les frottis.

De nombreux essais tentés avec ces préparations, traitées
ou non par l'acide sulfurique, n'ont conduit a aucune culture
véritable sur lames aprés 16 jours d’incubation. Tous les frottis
restent semblables entre eux et semblables a la lame témoin qui
présenie un semis et quelques amas de B. acido-résistants
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intacts, provenant de la culture primitive. Pour confirmer
encore ces expériences, ajoutons :

1 suc gastrique, obtenu par tubage et renfermant de rares
B. acido-résistants, qui morphologiquement semblaient bien
¢tre des paratuberculeux.

Les cultures par la méthode de Pryce sont restées négatives
aprés 16 jours d’étuve et le cobaye également aprés 42 jours.

Il semble bien que 'on peul admettre que la microculture
sur lames reste I'apanage du BK seul et non des bacilles para-
tuberculeux. Mais, comme 1l existe actuellement, d’aprés G.
Penso (11) environ mille souches de bacilles paratuberculeux,
il y aurait la un énorme travail de controle a entreprendre et
nous ne pouvons que le signaler aux chercheurs !

Tout le monde sait aussi que le BK ne se développe pas en
présence de certains antibiotiques ou de simples produits chi-
miques. C'est le cas pour l'acide para-aminosalycilique ou PAS
utilisé depuis un certain temps comme médicament anti-
tuberculeux et comme adjuvant de la streptomycine. Nous avons
essayé de paralyser les cultures sur lames par Uadjonction
de PAS au milieu-sang. Clest, en effet, ce qui se produit et,
sauf cas de PAS-résistance toujours possible, on constate que
le BK ne pousse plus en présence de 20 a 50 gamma/cm?.
Pratiquement, on peut donc confirmer la présence du BK en
faisant deux cultures en paralléle : une avec du PAS en quan-
tité suffisante et I'autre sans PAS. La premiére sera négative et
la seconde positive.

Toutes les recherches et tous les controles que nous avons
faits avec des prélevements renfermant du BK, nous ont
conduits, tout naturellement, a la délermination de la streptomy-
cino-résistance, par la méthode des cultures sur lames, comme
Bernard et Kreis l'ont d’ailleurs proposé.

Nous l'avons pratiquée huit fois : six fois avec des expec-
torations positives, une fois a partir d'une culture de BK
obtenue sur Loewenstein et une fois a partir d'un pus gan-
glionnaire de cobaye. Ce dernier avait été injecté de liquide
céphalo-rachidien présumé tuberculeux. L’épreuve a demandé
40 jours, soit 32 pour 'animal et 8 pour I'étude de la strepto-
mycino-résistance.

Nous pouvons déclarer que la méthode est d'une application
facile et donne rapidement des résultats trés satisfaisants.

En outre, nous avons effectué, de la méme maniére, trois
essals de détermination de PAS-résistance.

Une partie de nos expériences a été consignée dans le
tableau II qui n’appelle pas de longs commentaires.
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Les cas présentés dans ce tableau comprennent chacun une
double  détermination. La premiére colonne correspond aux
cultures d’aprés Pryce et la seconde aux déterminations faites
par les méthodes classiques (Loewenstein, puis Dubos). Ce
controle a été fait, d'une maniére tout a fait indépendante de
nous, par M. le Dr W. Rosset, microbiologiste. Nous tenons
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a lui dire ici notre vive gratitude pour son aide précieuse el
désintéressée.

Il était d’ailleurs trés utile et trés important de comparer
nos résultats. Aussi, est-ce avec satisfaction que nous avons
enregistré la bonne concordance de ces quatre cas de détermi-
nation de streptomycino-résistance. L'avantage reste cependant
a la méthode sur lames qui donne des réponses beaucoup plus
rapides. '

Pour nos études avec le PAS, nous avons opéré exactement
de la méme facon. Deux cas seulement sont donnés au tableau.
Il s’agit des expectorations positives de deux malades hospita-
lisés et dont nous pouvons donner quelques renseignements cli-
niques grace a 'amabilité de Mlle Dr G. Werner, a Leysin, que
nous remercions trés vivement.

No 90256 : tbc. pulm. bilat. PNO g. en 45, encore enireienu.
Extrapleural dr. en 48. Récidive bilat. en 49, avec tbe. laryn. —
Trait. streptomy. et PAS dep. 15 j.

No 90258 : tbe. pulm. bilat. PNO g. en 49. — Trait. streptomy.
et PAS en grande quantité. Vienl de terminer une cure de 60 g
de streptomy., rec¢oit encore du PAS.

Nous enregistrons une trés bonne concordance pour le
patient 90256. Le médecin peut en tirer des considérations utiles
pour la suite du traitement. Le cas 90258 est moins net. Quelle
est la méthode qui a raison ? Clest difficile a dire. Les grosses
doses de PAS administrées justifient peut-étre le résultat de
« souche mi-résistante ». Il y a la une étude a reprendre sur
de plus larges bases.

Rappelons que pour les deux substances, la dose limite de
sensibilité est généralement fixée a 10 gamma/cm?.

B. Prélévements suspects de TBC mais ne renfermant pas de
BK a lUexamen direct.

5 liquides céphalo-rachidiens, présentant les caractéres bio-
chimiques de la méningite tuberculeuse (limpides, incolores, al-
bumines totales augmentées, lymphocytose marquée, sucre di-
minué), ont donné quatre fois des cultures positives sur lames
en 13 a 15 jours. Ces résultats sont des plus encourageants.
Les controles par le cobaye et le Loewenstein ont été positifs
pour les cinq cas. La méthode de Pryce a donc été en défaut
une fois. On a pu ainsi confirmer quatre fois le diagnostic
clinique plus rapidement que d’habitude, car on sait combien
la recherche directe du BK dans les LCR est décevante. Notre
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expérience nous autorise a dire que 20 0y de réussite est un
chiffre plus prés de la vérité que celui de 80 9o donné géné-
ralement par les manuels.

Un de ces liquides a été prélevé chez un enfant atteint
de « méningite lymphocytaire ». Pas de BK a I'examen
direct. Il recoit cinq grammes de streptomycine par voie non-
rachidienne. La ponction lombaire faite a ce moment-la est
mise en cultures sur lames. Le résultat est positif en 15 jours.
Le patient recoit encore cinq grammes de streptomycine. Au-
jourd’hui il est cliniquement guéri. Malheureusement le cobaye
n'a pas été fait. Nous pensons cependant que, quoique rétros-
pectif, le diagnostic de méningite thc peut étre posé.

Pour controler encore la méthode, les culots de quatre
autres LCR pathologiques, mais dont la thc semblait exclue, ont
été ensemencés. Toutes les cultures sont restées négatives.

5 liquides pleuraux, clairs et lymphocytaires, ont tous don-
né des cultures négatives. Quatre de ces liquides étaient cepen-
dant certainement tuberculeux, la preuve ayant été faite par le
cobaye. Quatre cas discordants sur cinq mettent ici la méthode
de Pryce en état d'infériorité.

1 liquide du genou, avec dépot purulent, conduit a une
culture et a un cobaye négatifs. Bonne concordance.

2 urines (sédiments de reins séparés). Pas de BK dans le
milieu-sang. Par contre, une urine tuberculise le cobaye et 1'au-
tre donne un résultat négatif. Un cas concordant et un cas dis-
cordant. La microculture est ici en défaut.

L'ensemble de nos expériences, qui ne représente que
I’ébauche d'un travail plus général et plus complet que nous
espérons pouvoir entreprendre par la suite, nous permet cepen-
dant de formuler ces

CONCLUSIONS.

La microculture par la méthode sur lames (de Pryce) esi
un procédé simple qui permet de faire multiplier trés rapide-
ment les différents types de BK conlenus dans les préléve-
ments tuberculeux. Le temps d’incubation varie de 4 a 16 jours
a 37 degrés centigrades. Pratiquement, l'examen se faisant
toujours a double, on examinera la premiére préparation apres
sept jours et la seconde aprés deux semaines. La culture carac-
téristique en « cord-formation » semble cependant étre lapa-
nage du type humain. Le milieu, constitué par du sang conservé
« périmé », puis laqué par de l'eau distillée stérile, est un excel-
lent milieu d’adaptation. La méthode permet, trés probable-
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ment, de différencier les BK des bacilles paratuberculeux. Ces
derniers semblent ne pas se développer dans le milieu-sang.
La meéthode est applicable a la détermination de la steptomy-
cino-résistance, et vraisemblablement a la détermination de la
PAS-résistance. La rapidité des réponses lui confére toute sa
valeur. La microculture sur lames est appelée a devenir un
procédé d’isolement et de bactério-diagnostic du BK dans les
cas ou le germe est introuvable a I'examen direct. Les résultats
obtenus avec les LCR sont trés encourageants et doivent élre
poursuivis. 1l est permis d’envisager le remplacement des techni-
ques trop longues actuellement utilisées, par la méthode des
lames, plus rapide et plus simple, pour autant qu’elle puisse
offrir les mémes garanties de sensibilité et de spécificité.

Institut de chimie clinique,
Voo ] Lausanne.
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Fic. 1. — Bacille de Koch dans une expectoration (gross. 600).

Fia. 2. — Caultures de la méme préparation apreés sept jours
(gross. 300) colonie en « cord-formation».

Fic. 3. — Ces mémes colonies au fort grossissement (600).
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