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Institut d’Hygigne et de Bactériologie — Lausanne
Directeur: Prof. P. Hauduroy

Diversité de la résistance aux isoniazides des germes conienus
dans des souches de mycobactéries

Par P. Hauduroy et C. Wachsmuth

La découverte des isoniazides et leur application dans la thérapeutique
antituberculeuse a rapidement révélé, en bactériologie, des faits trés
importants.

Les mycobactéries pathogénes peuvent, en effet, acquérir une résis-
tance a cette variété d’antibiotiques et son acquisition semble avoir des
rapports, pour certains chercheurs, avec une diminution de leur pouvoir
pathogéne pour le cobaye et une perte de leur pouvoir catalasique.

Nous ne citerons pas ici tous les travaux publiés sur ces faits, nous
contentant de rappeler les noms de W. Steenken, de Steenken et Wolinsky
(1, 2), de Middlebrook et de Cohn (3, 4), qui ont apporté une premiére et
importante contribution a ces recherches.

Mais, nous devons remarquer que dés les premiéres publications,
quelques contradictions sont apparues dans les faits observés. W,
Steenken, Steenken et Wolinsky (1, 2), s’ils trouvent dans certains cas
une diminution ou une perte du pouveir pathogéne pour le cobaye en
méme temps qu une augmentation de la résistance a 'INH, ne lient pas
d’une fagon absolue les deux faits et estiment méme qu’il existe un
mangque de parallélisme entre eux.

Middlebrook, par contre, écrit: «Les mutants de plusieurs souches de
bacilles tuberculeux virulents qui sont hautement résistants a I'activité
antimicrobienne de l'isoniazide in vitro et dont le pouvoir pathogéne
est nettement atténué pour le cobaye dans certaines conditions expéri-
mentales, ne manifestent plus d’activité catalasique in vitro en présence
ou en l'absence d’isoniazide» (4).

Affirmation premiére qui parait s'étre légérement modifiée a la lu-
miére d’autres expériences. Il semble que Middlebrook et ses différents
collaborateurs sont arrivés maintenant aux conclusions suivantes:

a) B. tuberculeux, sensible 4 'INH -+ catalase positive = pouvoir patho-
géne normal pour le cobaye.
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b) B. tuberculeux, résistanta 'INH - catalase négative == pouvoir patho-
géne trés nettement diminué pour le cobaye.

¢) B. tuberculeux, résistant a 'INH - catalase positive = pouvoir patho-
géne faiblement diminué pour le cobave.

On peut done conclure de ces travaux:

l. que le pouvoir pathogéne est lié plus a lactivité catalasique qu’a
la résistance a 'INH;

2. que activité catalasique n’est pas forcément lide a la résistance aux
isoniazides,

Les résultats expérimentaux publiés pendant plusieurs années n’ont
pas toujours abouti a des conclusions identiques.

Morse (5), Karlson (6), Hirano (7), Mitchison (13), S. M. Stewart (14),
Le Joubioux (18), Gernez-Rieux (8), Viallier (9), Vischer (10), Connalty
et Gaffney (11), Peizer. Minkin et Widelock (12), Rist (19) apportent des
observations se rapprochant toutes les unes des autres par certains cotés,
mais dans lesquelles de nombreuses execeptions sont parfois signalées.

Quelles peuvent étre les raisons de ces exceptions et de ces apparentes
contradictions ?

Steenken et Wolinsky, se basant sur des faits expérimentaux, pensent
que «le phénomene de la perte de virulence pour le cobaye est lié a
d’autres facteurs qui viennent s’ajouter au développement de la ré-
sistance 4 'INH» sans cependant, ajoutent ces auteurs, aqu’on puisse
exclure une relation entre les deux faits» (2). (Cest & une premiére ex-
plication,

Mais, Mitchison (13), S. M. Sheila (14) en ont suggéré une autre. Ils
se sont demandé s'il ne pouvait pas exister dans les souches étudiées a
la fois des éléments sensibles et des éléments résistants.

Le microbiologiste se trouverait donc en présence de populations bac-
tériennes mixtes, non homogénes. Et si I'on admet leur réalité, bien des
contradictions et des exceptions signalées tout & 'heure s’expliqueraient.

Remarquons que cette notion de emélange de germes» est d’une gra-
vité extréme.

Elle déborde et de beaucoup les questions de sensibilité et de résis-
tance aux antibiotiques. Haudurey, Hauduroy ct Cevey (15) ont été
leg premiers & en démontrer formellement et expérimentalement 1"exis-
tence et 4 en signaler Pimportance.

Les colonies bactériennes que nous manipulons ne comprennent-elles
pas des milliards d’étres ? Ils ont tous, bien entendu, la méme morpholo-
gie et les mémes réactions tinctoriales, Mais, si nous voulons y réflé-
chir un instant, ne serait-il pas étrange que tous ces éléments, pris indi-
viduellement, soient toujours et absolument semblables, qu’il existe
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entre eux une ressemblance physiologique, biochimique telle qu’ils
alent tous, sans exception, les mémes réactions, les mémes propriétés ?
Ne serait-il pas étrange que chacun d’eux soit en quelque sorte la ré-
plique répétée jusqu’a l'infini d’un modéle unique ? Que tous, enfin —
et ¢’est le probléme qui nous occupe ici — possédent les mémes qualités
de sensibilités ou de résistance vis-a-vis d’un antibiotique déterminé ?

Mais, ce n'est la que poser des questions, formuler une hypothése dont
seule une démonstration expérimentale permettra de prouver la réalité.

Bien d’autres ont tenté d’apporter les preuves nécessaires. Certains
d’entre eux, admettant a priori comme réel le voisinage dans les cultures
d’éléments sensibles et résistants vis-a-vis de 'INH, ont tenté de rendre
celles-ci homogénes vis-a-vis d’une certaine dose d’antibiotique. Pour
ce faire, ils les ont cultivés sur des milieux contenant des isoniazides en
quantité suffisante pour faire «disparaitre» toutes les cellules sensibles et
conserver cependant les cellules résistantes pour un taux donné d’INH.

Cette technique parait valable sous la réserve cependant d’une dé-
monstration formelle de la destruction définitive des bactéries sensibles.
Elle a, par contre, 'inconvénient — majeur 4 nos yeux — de ne pas con-
server ces mémes cellules (sensibles) et, de ce fait, de ne rien nous ap-
prendre sur I'importance possible du caractére hétérogéne des popula-
tions bactériennes.

Le procédé qui nous parait le plus certain pour apporter une preuve
de lexistence des mélanges de germes plus ou moins sensibles aux anti-
biotiques est l'isolement d'un certain nombre de cellules microbiennes
prises une & une au hasard dans une colonie, Leur descendance constituera
alors un clone au véritable sens du mot, clone dont nous pouvons étudier
les qualités et les propriétés. Il est nécessaire, bien entendu, de séparer
le plus grand nombre possible de cellules bactériennes afin d’avoir une
image aussi exacte que possible de la «composition» de la culture étudiée.

Deux appareils permettent d’obtenir la séparation de cellules isolées.

Le premier est le micromanipulateur classique. Sa manipulation est
longue et nmécessite beaucoup de patience. Les résultats en sont ex-.
cellents. Le docteur Fust, poursuivant des recherches semblables aux
notres, 'a utilisél,

Le second appareil, d’une manipulation beaucoup plus simple, plus
rapide et plus facile, est le «séparateur de germes» mis au point par 'un
de nous (16, 17).

Je rappelle qu'il s’agit d’un appareil producteur d’aérosol pouvant
disperser sur des milieux de cultures convenables des gouttelettes d’une
é¢mulsion bactérienne, gouttelettes dont un certain nombre contiennent

! Commmunication personnelle.
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Fig. 1. Séparateur de germes. Il 8’agit d'un appareil producteur d’aérosol muni d'un
enlonnoir.

un seul élément bactérien. En quelques instants, en effet, il est possible
d’ensemencer autant de cellules isolées qu’on le désire: quelques unités,
quelques dizaines, quelques centaines. C'est de cel appareil que nous
nous sommes servis® (fig. 1, 2, 3).

Nous indigquerons d’abord les techniques que nous avons suivies et
dirons ensuite les résultats obtenus.

Techniques
Souches microbiennes utilisées
Nous avons utilisé les sonches suivantes: No. 628, isolée d'une expectoration en 1952
Nao. 441 sonche H 37 BRv [NH résistante désignée a la Mayo Fondation sous I'étiquette
INHR-676; No. 578, isolée d'une expectoration en 1948; No. 97 319, isolée d'une cx-
pectoration en 19536; No. 590, isolée d'une expectoration en 1948,

Isolement des cellules uniques

Les émulsions microbiennes sont spasséess A travers le wséparateur de germes» et
ensemencées sur des boites de Petri contenant du milieu de Lowenstein. On scelle soi-
gneusement les boites qui sont placées a I'étuve & 37°. Les colonies isolées apparaissent
aprés trente jours en moyenne, toujours avec un peu de retard sur les cultures nées
d"un ensemeneement normal, ¢’est-a-dire plus abondant.

Titration de la résistance

Une dizaine de colonies, nées de I'ensemencement de cellules unigues, sont prélevées
pour chague souche étudiée et repiquées en tube sur milieu de Liiwenstein et de Dubos.

? J"avais signalé, lors de la premiere description de cet spparml qm 1l ne permettait
pas l'isolement de cellules isolées de mycobactéries.

En réalité, cet isolement est possible. Mais, les séparateurs de germes, fabrignés a la
main, ne sont pas toujours identiques entre eux. Il en résulte que certains appareils
seulement laissent wspasser» les mycobactéries.

Tout appareil nouvellement acheté est essayé dés son arrivée dans le laboratoire et
est marqué d'une fagon particuliére si les essais avec les Mycobactéries sont favorables.
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Fig. 2. Séparateur de germes prét pour Uemploi. L’embouchure de I'entonnoir est placée
sur le milien de culture. La poire servira a produire le courant d’air nécessaire a la for-
mation de I'aérosol.

Fig. 3. Boite de Petr: contenant de la gélose sur laquelle on a fait la projection de
I'aérosol. Toutes les épreuves montrent que chaque colonie bactérienne est née de
cellule unique.

A6  Bull. schweiz. Akad, med. Wiss. 1957 039



Lorsque les caltures sont apparues, on repique & nouveau dans des tubes contenant
le milieu de Dubos, tubes auxquels on a ajouté des gquantités croissantes de INH, de
0,01 y/ml & 50 ou 100 pfem?®.

Apreés une huitaine de jours a 377, on lit les résultats obtenus dans les tubes témoins
et dans les tubes d’expériences.

Bien entendu, les essals sont poursuivis parallélement avec la souche initiale {que
nous appelons la «souche mére»), n’ayvant pas encore subi de séparation et avec les
descendants de cellules uniques provenant de cette souche, clones que nous appelons
whilieress.

Eiude du pouveir catalasique

On prépare les deux substances suivantes: peroxyde d’hydrogine 2 302 et solution de
Tween 80 &4 102, en eaun distillée,

On mélange les denx solutions (le mélange doit étre {rais).

On recouvre avec ce mélange lez colonies obtenues sur milieu solide.

La réaction positive consiste en Uapparition de grosses bulles de gaz visibles sortant
des colonies, s"élevant i la surface du liquide et formant parfois une véritable mousse,
ce phénoméne devant se produire pendant les 30 premiéres secondes d'application de la
solution préecédente.

Dans la réaction négative, il n'y a aucune formation de bulles.

Une réaction douteuse est celle dans laquelle les bulles apparaissent en petite quantité,
malis ne s’élévent pas,

Résultats obtenus

I. Démonstration de I'hétérogénéité des souches de mycobactéries

vis-d-vis de UINH

Nous n’apportons ici, a titre d’exemple, que le résultat d’expériences
faites avec cuatre souches.

Les tableaux 1, 2, 3 et 4 indiquent les résultats obtenus.

La souche-mére 97 319, fraichement isolée, est résistante & 50 4 /ml
et sensible & 60 y/ml.

Sur huit filieres en provenant et nées de cellules uniques, trois seule-
ment ont les mémes qualités (R = 50 p/ml, S = 60 y/ml). Les cing
autres clones ont des résistances variant de 10 y/ml a 20 y/ml et des
sensibilités allant de 20 y/ml a 30 y/ml.

La «souche-mere» 441 (numéro du Centre International de Collections
de Cultures de Lausanne d’une souche H 37 Rv) résiste a 20 y/ml et est
sensible a 30 y/ml. Quatre filiéres en descendant ont des sensibilités et
des résistances différentes.

La «souche-mére» 576 résiste a 50 y/ml et est sensible a 60 y/ml. Cinqg
filitres en provenant ont les mémes qualités. Quatre autres ont des
sensibilités et des résistances inférieures.

La «souche-mére» 590 est résistante a 10 y/ml, sensible a 20 /ml. Deux
de ses descendants possédent les mémes qualités, six autres, des qualités
différentes.

Tous les autres essais, faits avec d’autres souches, nous ont donné
des résultats comparables,
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Tablean 1

Sensibilité en pfem?
No de la a PTNH b 5 inoctlé
souche et Catalase Luhay::. )1inr;1.-ules par
des filitres Pousse | Ne pousse R
| pas ;
97 319 30 ‘ 60 -+ 0,01 mg 7. 9. 56, survie
(souche-mére) 0,01 mg 7. 9. 56, survie
97 319/1 - ' - éliminée
97 319/2 50 | 60 L
97 319/3 10 20 0
97 319/4 20 30 0
i 1 mg 13. 11. 56, survie
97 319/5 0 60 0 { 0,1 mg 13. 11. 56, mala-
die intercurrente
| 0,01 mg 13.11. 56, survie
! [ 1 mg13. 11. 56, survie
97 319/6 10 I 20 -+ 0,1 mg 13. 11. 56, survie
!I i 0,01 mg 13. 11. 56, survie
97 319/7 20 :, 30 &
97 319/8 20 30 0
97 319/9 50 60 0
Tableau 2
| Sensibilité en priem?® l
No de la a PINH !
souche et |——— Catalase Cobayes inoculés par voie i.-p.
des filitres Biiisss '\o pousse
Jrins
| | 0,01 mg 7. 9.56/11. 1. 57, mort
3706 L -k -+ (4 mois)
(souche-mére) 50 60 “+ 0,01l mg 7. 9.56/10. 2. 57, survie
(5 mois)
0T76/1 50 60 +
576/2 10 20 + -
1 mg 13. 11. 56/10. 2. 57, survie
576/3 10 20 + 0,1 mg 13. 11. 56/24. 1. 57, mort
S e
| 0,01 mg 13, 11. 56/10. 2. 57, survie
[ 1 mg13. L1. 56/10. 2. 57, survie
376/4 30 60 0,1 me 13, 11. 56/10. 2. 57, survie
Jl 0,01 mg 13. 11. 56/10. 2. 57, survie
376/5 50 60 = -
376/6 50 60 1 —
5767 20 30 - —
576/8 50 60 -+ -
576/9 40 50 + -
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Tablcau 3

Sensibilité en ¢ em® |

[ :
|

¥ ! i
No de lu a FINH . Cobayes inoculés par voie i.-p.
souche et ———| Catalase ’ 0.01 m
des Llieres " Ne pousse & g
Pousse .
pas
. i —
590 Lo 10 20 | | 7.9.56/18.1.57, mort |- -+ -1 4 mois
(souche-mére) | 1 7.9.56,vitle 10. 2. 57
590/1 2 5 '
590/2 10 20
59043 2 3
[ 7.9 56/8. 10, 56, maladie intercurr.
29014 2 5 | | ! présence gunglions easéeux plus tu-
| ! ] berculose
590/5 'l ‘ 5 | = -
590/6 5 w0 -
s : [ 7.9.56, survie
el M 20 o 1 7. 9. 56, survie
e . ; 7.9, 30, survie
A # ‘ H | { 7. 9. 57, survie

No de la
souche et
des filitres

H 37 Rv
441
{souche-mere)

441/1

44172

441/3

4414

Tableau 4

| Sensibilité en p/em?
a FINH | Cobaves inoculés par vole 1.-p.
R —— Catalaze 1
| Ne pousse, 0,01 mg
Poussze | i |
5 pas
i 3.7.56/6. 1. 57, mort — - =
50 s 1 6 I 5. 7. 56, sacrifié 13. 9. 56
I ganglions casteux
ratc augmentée - lésions nodul.
20 95, 0 [ 5.7.56/28. 1. 57, mort |-+
: | 5.7.56, survie
10 9 0 [ 5.7.56, survie
= : { | 5.7.56, survie
[ 5. 7. 56, survie
2 5 |- 5. 7. 56, sacrifi¢ 13, 9. 36
1 pas de lésions
10 20 : [ 13.7.56/24. 12. 56, mort + -+ -
- = 1 13. 7. 56/29. .57, mort L -L L

Nous pouvons done conclure, et cette fois-ci semble-t-il d’une fagon

formelle, que pour des souches de mycobactéries, prises au hasard et

étudides par nous, il existe entre les ¢léments qui les composent des dif-

férences considérables de sensibilité et de résistance vis-a-vis de 'TINEH.

Différences considérables, en effet. puisqu’elles peuvent étre cing a dix

fois plus 01l Moins impnrtantcs dans un cas que dans un autre.
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Critique des résultats obtenus

Avyant appris, par une premiére expérience, les niveaux de sensibilité
et de résistance aux isoniazides des bactéries constituant une filiére,
nous devions nous assurer que tous les éléments constituant le clone
étudié possédaient bien la méme sensibilité et la méme résistance.

Nous avons done repris les colonies de plusieurs «filiéres», les avons
fait passer & nouveau a travers le «séparateur de germes» et nous avons
titré la sensibilité ou la résistance des nouvelles colonies obtenues.

Nous ne rapporterons que deux résultats prouvant que la technique
suivie avait réellement permis d’isoler des cellules uniques.

Pureté des filigres

Pousse | Ne pousse
() plus
] ' »
141/1/a 20 25
441/1/b 20 25
44171 L MLLe 20 25
(20 - 25 9) 44171/d 20 25
initiale 141/l fe 20 25
A41/Lif 20 25
II 4411 fg 20 25
628/3/90/a
628/3 628/3/90/b
Pousse | 3 628/3/90/c
Ne pousse pas 2 3 628/3/90/d poussent a 90 y
628/3/90/e
Montée ensuite & 90 sur 628/3/90/f ne poussent plus
des milieux contenant a 100 ¢
de 'INH, pousse alors 628/3/90/g
avee 90 yem® et ne 628/3/90/h
pousse plus avec 6H28/3/90/i
100 y/em? I 628/3/90/j

I1. Isoniazido-résistance et pouvoir catalasique

Middlebrook a fait, ainsi que nous I'avons rapporté précédemment,
une liaison entre la résistance élevée aux isoniazides d'une mycobactérie
et la disparition de son pouvoir catalasique.

Mais, cette liaison ne semble plus étre aussi absolue a 'heure actuelle
qu’elle I'a été antéricurement,

Reprenant ces recherches sur les clones descendant de cellules uniques
et sur les souches-méres, nous avons constaté, a notre tour, que U'isonia-
zido-résistance n'entraine pas forcément une disparition de activité
catalasique.
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Les tableaux 1, 2, 3 et 4 permettent de le constater.,

Nous résumons d’ailleurs dans le tableau 5 I'ensemble de nos résultats,
tableau olt nous avons indigqué suivant la valeur du pouvoir catalasique,
la sensibilité et la résistance des souches étudiées.

Tableau 5
Pousse en pré- ik PORBAE:PAR
v de +/ml en présence de
sence de ¥/m ;
wfml
Catalase 0 ! 10 20
: 20 5
| 20 30
50 60
Catalase 2 5
10 20
a0 30
a0 60
Catalase -+ 10 20
40 51)
_ a0 60
1

Par contre, le fait d’augmenter expérimentalement la résistance
vis-a-vis de 'INH de souches primitivement a catalase positive montre,
dans tous nos essais, un changement qui les conduit a4 une réaction ca-
talasique négative,

Voici un tableau résumant quelques uns de nos essais:

Tableau 6

Salekis Catalase Catalase Catalase
Rouches et résistance ¢t résistance et résistance
628/3 3. 0
1/2 v/ml 90/100 3/ml
6284 £ | 0
0.01/0,02 3/ml i 10/20 3/ml¢ 90/100 y/ml
576/3 4 i 0
10/20 »/ml | 90/100 y/ml
576/ 1 0
50/60 3/ml 90/100 3/ml

Nous avons I'impression — d’aprés ces expériences — que seule une trés
haute résistance 4 'IINH est capable de modifier le sens de la réaction
catalasique qui de positive devient alors négative. Il est certain que de
nombreux autres essais devraient étre faits pour confirmer ces premiers
résultats.
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II1. Isoniazido-résistance,
pouvoir catalasique el maladies expérimentales

Nous avons rappelé, a plusieurs reprises, les variations observées par
plusieurs expérimentateurs dans le pouvoir pathogéne des mycobacté-
ries ayant acquis une isoniazido-résistance ou dont le pouvoir catalasi-
que a changé de sens.

(’est évidemment la 'une des parties les plus intéressantes de la
(question que nous étudions,

La diminution du pouvoir pathogéne a été constatée pour le cobaye,
sous réserve de I'’homogénéité des souches manipulées wvis-a-vis des
réactions catalasiques en particulier qui devraient étre toutes négatives.

Le pouvoir pathogéne n’est pas — pour la majorité des auteurs — di-
minué pour la souris. Certains ont simplement constaté une prolongation
de la survie par rapport aux témoins.

Le pouvoir pathogéne parait, pour Middlebrook et Cohn, diminué pour
le lapin.

Hauduroy et Hartl ont montré que le pouvoir pathogéne n’était pas
diminué pour le hamster (21), fait confirmé par Gernez (8).

A I’époque ou ces expériences ont été faites, on ne pratiquait pas la
réaction catalasique et on ne pensait qu’au rapport possible INH-ré-
sistance—pouvoir pathogéne.

Middlebrook et Cohn ont repris ces recherches et pensent qu’une
réaction catalasique négative correspond & une diminution du pouvoir
pathogéne des mycobactéries pour le hamster.

Nous pensons qu'il serait imprudent de tirer de ces faits des conclusions
trop générales et, en particulier, de les appliquer a 'homme.

Quant aux essais que nous avons faits, ils ne sont pas terminés et
nous ne les apportons ici qu’a titre de documents que viendront comple-
ter les résultats définitifs.

Des cobayes ont été inoculés avec des doses variables de mycobacté-
ries pathogénes INH-résistantes, dont les réactions catalasiques sont
tantét positives, tantdt négatives.

Certains de nos animaux sont inoculés depuis six mois, d’autres depuis
moins longtemps. Les uns sont morts, d’autres survivent. Aucun n’a été
sacrifié.

Nous estimons, en effet, que le sacrifice prématuré des animaux est
une erreur, car il est impossible de porter alors un jugement exact sur la
persistance, la diminution ou la disparition du pouvoir pathogéne.

Il nous paraitrait imprudent, pour le moment, de tirer une conclusion
quelconque de nos essais et nous publierons ultérieurement 'ensemble
de nos résultats,
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Résumsé

La découverte des isoniazides, leur application dans la thérapeutique
antituberculeuse, 'acquisition possible d’une résistance contre cet anti-
biotique par les mycobactéries ont posé aux bactériologistes des pro-
blémes importants.

Steenken, Wolinsky, Middlebrook ont montré en effet que les bacilles
tuberculeux résistants aux isoniazides pouvaient présenter parfois une
diminution de leur pouvoir pathogéne pour le cobaye et parfois aussi, une
disparition de leur pouvoir catalasique.

De trés nombreux travaux ont été publiés sur ces problémes dont les
conclusions ne sont pas toutes semblables. Il semblerait que, bien sou-
vent, les cultures bactériennes présentant, dans leur ensemble, une ré-
sistance plus ou moins élevée aux isoniazides pourraient étre des mé-
langes de germes sensibles et résistants.

Les auteurs, pour vérifier cette hypothése, ont utilisé le cséparateur de
germes» qui permet d'isoler une a une des bactéries prélevées dans une
colonie.

Etudiant les descendants de ces cellules uniques (descendants qui
constituent de véritables clones) ils ont constaté qu'il existait en effet
une trés grande hétérogénéité dans la résistance des germes constituant
ces clones vis-a-vis de PINH.

Leurs expériences montrent que le pouvoir catalasique n’est pas strie-
tement lié & la résistance des bacilles tuberculeux vis-a-vis de Uanti-
biotique. Il semblerait seulement que de trés hautes résistances a I"anti-
biotique fassent perdre le pouvoir catalasique.

Zusammenfassung

Die Entdeckung der Isoniazide, ihre Anwendung in der Therapie der
Tuberkulose und die Moglichkeit der Resistenzbildung der Mycobakterien
gegen dieses Antibioticum stellten den Bakteriologen wichtige Probleme.

Steenken, Wolinsky und Middlebrook zeigten tatsdchlich, dali die
isoniazidresistenten Tuberkelbazillen beim Meerschweinchen manchmal
eine Yerminderung ihres pathogenen Vermigens und manchmal auch
denVerlust ihrer Catalase-Wirkung erleiden. Uber diese Probleme wurden
zahlreiche Arbeiten publiziert, deren Ergebnisse nicht immer gleich
lauten. Es scheint, dall Bakterienkulturen, die als Ganzes eine mebr oder
weniger ausgesprochene Resistenz gegen Tuberkelbazillen aufweisen,
des ofteren Mischungen von sensiblen und resistenten Keimen dar-
stellen.

Um diese Hypothese zu priifen, haben die Autoren einen «Bakterien-
Separator» verwendet, welcher die einer Kolonie entnommenen Bak-
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terien einzeln zu isolieren erlaubt. Bei der Untersuchung der Nachkom-
men dieser isolierten Zellen (Nachkommen, die wirkliche Klone darstel-
len) konnten sie tatsidchlich eine grofle Heterogenitit in der Resistenz
dieser Klone bildenden Keime gegeniiber dem Isoniazid feststellen.

Thre Experimente zeigen, dal} die Catalasewirkung nicht unbedingt
an die Resistenz der Tuberkelbazillen gegeniiber diesem Antibioticum
gebunden ist. Es scheint nur, dal} eine sehr hohe Resistenz den Yerlust
der Catalasewirkung hervorruft.

Riassunto

La scoperta delle iseniazidi, la loro applicazione nella terapia anti-
tubercolare, la possibilita che 1 micobatteri diventino resistenti a questo
antibiotico hanno posto ai batteriologi importanti problemi. Steenken,
Wolinsky, Middlebrook hanno infatti dimostrato che i bacilli tubercolari
resistenti alle isoniazidi talvolta presentavano una diminuzione del loro
potere patogeno nei riguardi della cavia, e talvolta anche I'assenza del
loro potere catalasico.

Molti lavori sono apparsi su questi problemi, con conclusioni non sem-
pre concordanti. Sembrerebbe che le colture batteriche aventi, nel loro
insieme, una resistenza piu o meno grande alle isoniazidi spesso non
siano altro che delle mescolanze di germi sensibili e resistenti. Onde veri-
ficare (questa ipotesi gli autori hanno fatto ricorso al «separatore di germi»
che permette di iselare ad uno ad uno 1 batteri prelevati in una colonia,

Studiando i discendenti di queste cellule singole (che costituiscono
delle particolari colonie dall’autore denominate wclones») si constatd
che effettivamente esistevano grandi variazioni della resistenza dei germi
formanti questi «clones» verso I'Isonicotinidrazide,

Gli esperimenti degli autori dimoestrano che il potere catalasico non
¢ strettamente legato alla resistenza dei bacilli tubercolari verso I'anti-
biotico. Sembrerebbe soltanto che delle resistenze di grado molto elevato
verso 'antibiotico provochino una perdita del potere catalasico.

Summary

The discovery of isoniazides, their application in anti-tuberculosis
therapy, and the possible acquisition of a resistance against this antibio-
tic by the mycobacteria, have presented bacteriologists with some impor-
tant problems.

Steenken, Wolinsky and Middlebrook have shown that the tubercular
bacilli which are resistant to isoniazides sometimes show a diminution
of their pathogenic capacity in the guineapig, and sometimes also a dis-
appearance of their catalasic action.
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From the very numerous publications on these problems, the conclu-
sions are not all in agreement. 1t seems that very often the bacterial
cultures which show, in their entirety, a greater or less resistance to the
isoniazides, may be mixtures of sensitive and resistant bacilli.

The authors, to test this hypothesis, have used the cbacteria separators
which makes it possible to isolate one by one the bacteria of a colony.
Studying the descendants of these individual cellules (descendants which
are clones), they have found that there is, infact, a very great hetero-
geneity in the resistance of bacteria constituting these clones with regard
to INH.

The experiments show that the catalasic action is not strictly bound
to the resistance of the tubercular bacilli to the antibiotic. It would seem
merely that very high resistance to the antibiotic gives a loss of catalasic
action.
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Discussion

B. Fust (Basel): Wir isolierten direkt ans dem Sputum von 2 Kranken mit INH-
resistenten Tuberkelbazillen einzelne Tuberkelbazillen mit dem Mikromanipulator und
kinnen die Angaben von Hauduroy bestitigen. e Finzellkulturen zeigen differente
Izoniazidresistenz im Reagensglas,
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