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Traitement de l'infection expérimentale de la souris
par Mycobacterium ulcerans et Mycobacterium balnei
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Résumé- — Chez la souris la Streptomycine et la bDs empéchent le déve-
loppement de lésions cliniques aprés inoculation de M. ulcerans et M. balnei
dans la plante des pieds. Néanmoins, aprés arrét du traitement, des lésions
se développent chez les animaux ayant recu la pDDS et des bacilles sensibles
a la Streptomycine persistent dans les pattes chez les animaux traités par
cet antibiotique. La Cyclosérine retarde 1'évolution des symptoémes, tandis
que le Bayer 205, I'INH et le Pas sont sans effet.

Ces résultats semblent confirmer I'hypothése selon laquelle l'échec du
traitement médicamenteux chez I'homme serait principalement di au fait que
dans les ulcéres la plus grande partie des M. ulcerans sont non-viables.

Un traitement & la Streptomycine ou a la DDS pourrait néanmoins étre
utile dans la prévention des récidives ou métastases aprés traitement chi-
rurgical.

Les ulcéres & Mycobacterium ulcerans observés au Congo ont
tous dii étre traités chirurgicalement, aucun traitement médical
n'apportant une amélioration des lésions (Janssens et al., 1958;
Janssens et al., 1959). Pourtant ces germes sont sensibles in vitro
a 'action de plusieurs tuberculostatiques.

Ainsi avons-nous voulu vérifier 'effet de divers tuberculostatiques
dans l'infection expérimentale de la souris par une souche congolaise
de M. ulcerans. Parallélement, nous avons fait le méme essai avec
une souche de M. balnei dont le comportement dans la patte de
souris est analogue.

Matériel et techniques

M. ulcerans : la souche 152 fut utilisée; elle a été décrite anté-
rieurement (Pattyn ef al., 1964).

M. balnei : nous avons travaillé avec une souche isolée au Colo-
rado U.s.A.; cette souche nous a été adressée par Middelbrook,
(Schaefer et al., 1961).



— 32 —

Les résultats des tests de sensibilité in vitro vis-a-vis des tuber-
culostatiques furent les suivants pour les deux souches utilisées.

Ne 152 N° 200
(M. ulcerans) (M. balnei)

Contréle ... ... ... ... oL + 4+ + 4
SM 5 Y/cc .. i e i e 0 +
sM 10 Y/cc oo oo ol e e e 0 0
SM 50 Y/ce i v i e e 0 0
INH 1 Y/cc ..o + 4
INH 5 Y/CC  oiv vii vn e n . ++ ++
INH 10 Y/ce oo oo i e el + 4
pas 10 v/cc ... ool ool + : ++
PAas 50 Y/cc ... ++ + -+
Cyclo 5 v/cc .. oo i on ol 0 +
Cyclo 20 Y/cc oo vov vie en cen il 0
Cyclo 50 Y/cc ... cov i e oen Ll 0 +

Les souris furent inoculées par voie sous cutanée (S.cC.) avec
une suspension de lmg/ml {poids humide) dans de l'eau physio-
logique a raison de 0,03 ml dans la plante des pieds postérieurs et
de 0,02 ml dans la queue. '

Les produits tuberculostatiques furent administrés dés le lende-
main de l'infection & des groupes de dix souris dans les conditions
suivantes :

Hydrazide d'acide nicotinique (1NH) 0,02 p.cent dans la nourriture.

Cyclosérine (*) a 0,2 p. cent dans la nourriture.

4-4 diaminodiphénylsulfone (pps) (*) 0,1 p. cent dans la nourriture.

Acide paraamino salicylique (pas) 0,6 p. cent dans la nourriture.

Streptomycine : injections s. . quotidiennes six jours consécutifs sur sept de
3 mg par souris.

Bayer 205 injection s.c. de 0,1 ml d'une solution & 1 p. cent deux fois par
semaine.

Un groupe de souris témoins regut la méme nourriture sans adjonc-
tion de médicaments. Toutes les souris recurent de 'eau & volonté.

Les animaux furent examinés journellement,

Au moment oit le gonflement érythémateux nous parut sur le
point de s'ulcérer, les animaux furent tués et des frottis des lésions
colorées au Zijehl, afin de nous assurer de la nature spécifique de ces
lésions.

Dans certains cas, des rétrocultures in vifro furent effectuées
comme il sera indiqué plus loin.

(*) Nous remercions les firmes Roche (Bale, Suisse) et 1. ¢. 1. {Macclesfield,
Angleterre) d’avoir mis gracieusement a notre disposition respectivement la
cyclosérine et la DDS,
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Résultats
A. M. ulcerans

Dans le groupe de souris témoins, un érythéme se développa au
niveau de la queue & partir du 38° jour, puis, pendant les jours sui-
vants des lésions apparurent au niveau des pattes. La premiére par-
tie de l'expérience, c’est-a-dire celle comportant I'administration des
produits tuberculostatiques, fut arrétée au 48° jour. La situation, &
ce moment, est rapportée dans la deuxiéme colonne du tableau I.

TABLEAU 1

Evolution chez la souris des 18sions cliniques par M. ulcerans,
sous l'influence de divers produits tuberculostatiques

+ 10 jours -4 36 jours -+ 42 jours
48¢ jour sans sans sans

traitement traitement traitement
Témoins ... ... ... ... 9/9 —_ — —
Bayer 205 ... ... ... ... 9/9 — — —
) N 0/10 0/8 0/8 0/8
INH aor een oo een aen on. 10/1C — — —
Cyclo ... ... .o oLl 5/8 (*} 8/8 — —
5] 0 S 0/9 0/8 8/8 —

(*) Numérateur : souris avec lésions cliniques prononcées, dénominateur : nom-
bre de souris testées.

Les pattes de souris témoins étaient fortement gonflées et trés
riches en bacilles acido-résistants (BAR).

Les souris traitées & 1'INH et au Bayer 205 étajent tout aussi
positives. Par contre, les animaux traités & la Streptomycine et la
DDS étaient absolument normales. Deux souris traitées au DDS et
une traitée a la Streptomycine furent tuées et les pattes examinées
aprés coloration de Ziehl. Cet examen fut négatif.

On constatait, de plus, un retard dans le développement des lésions
chez les souris sous l'influence de la cyclosérine. Trois sur huit
étaient normales tandis que chez les autres on nota deux fois un
leger gonflement des pattes et trois fois un érythéme au niveau de
la queue.
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A partir du 48¢ jour, tout traitement fut arrété, tandis que 1'obser-
vation des souris des groupes traités par la sm, la DDS et la Cyclo-
sérine continuait. _

Dix jours plus tard, les souris traitées par la DDS et la sM, étaient
toujours normales mais I'infection dans le groupe traité par la Cyclo-
sérine avait évolué au point qu'il fallut sacrifier ces animaux.

Un mois aprés l'arrét du traitement, les souris ayant recu de la
DDs pendant les premiers 48 jours, développérent également des
lésions. Par contre les souris qui avaient été traitées a la Streptomy-
cine étaient toujours parfaitement normales deux mois aprés I'arrét
du traitement.

A ce moment I'expérience fut arrétée, les pattes des souris broyées,
les frottis examinés aprés coloration selon Ziehl. De rares BAR
furent découverts. Une suspension préparée a partir de deux pattes
fut ensemencée sur deux tubes de milieu selon Léwenstein-Jensen
sans et aprés décontamination & la soude & 4 p. cent, Des colonies
se développérent sur les milieux inoculés au moyen de la suspension
non traitée a la soude. Les germes se révélérent étre sensibles a la
Streptomycine in vitro a la concentration de 5 mcg/ml comme les
germes de départ.

B. M. balnei

Les résultats de l'expérience avec M. balnei figurent au tableau 2.

TABLEAU 2

Evolution chez la souris des 1ésions cliniques par M. balnei,
sous l'influence de divers tuberculostatiques

10 jours ! 15 jours
Témoin ... ... ... ... ... 7/10 10/10
Bayer 205 ... ... ... ... 7/10 10/10
SM et e e e e 0/9 0/9
1 £ S 6/10 9/9
Cyclo ... ... .. ... 7/9 9/9
DDS  eor eet ee e e 0/8 0/8
PAS  civ eie e een e s 9/10 10/10

Les premiéres lésions apparurent chez la plupart des souris du
groupe témoin au 10° jour, et toutes étaient fortement atteintes au
15° jour.
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L'expérience fut arrétée au 15° jour, seules les souris traitées a la
Streptomycine et & la DDs étaient normales. Néanmoins chez deux
souris sur trois du groupe traité & la Streptomycine des BAR furent
trouvés dans les pattes. Des rétrocultures in vifro ne furent pas
faites.

Discussion

Nous avons inclu le Bayer 205 dans cette expérimentation parce
que ce produit influence certaines infections expérimentales 8 myco-
bactéries. En effet, Hilson et Elek (1957) et Rees et Hart (1956)
ont montré que le Bayer 205 active la multiplication de M. leprae-
murium chez la souris, mais freine la multiplication chez le rat.
M. tuberculosis se développe également plus activement chez la
souris sous l'influence du Bayer 205 tandis que la tuberculose
humaine serait favorablement influencée. Plusieurs auteurs ont
recherché vainement un effet du Bayer 205 sur l'infection expérimen-
tale de la souris par M. leprae (Pattyn et al., 1964; Shepard, Rees,
communication personnelle). '

Dans le cas de l'infection expérimentale de la souris par M. ulce-
rans et M. balnei, nous n’avons pas non plus constaté d'action du
Bayer 205 dans les conditions utilisées. Feldman et ses collabora-
teurs (1957), travaillant avec une souche australienne de M. ulce-
rans, injectérent leurs souris par la voie intraveineuse — ce qui donne
un temps d'incubation plus long — et ont observé un effet protec-
teur de la part de la sm et de la DDs, tandis que I'INH n’avait qu'un
effet partiel.

Dans nos expériences, de tous les produits essayés seuls la DDs
et la sM sont donc capables de prévenir les lésions expérimentales
a M. ulcerans et M. balnei chez la souris. La Cyclosérine retarde
léegérement I'évolution des Iésions dues a M. ulcerans.

Ces résultats concordent assez bien avec les résultats de la déter-
mination de la sensibilité¢ de ces germes in vitro, la seule discordance
notable étant observée avec la Cyclosérine dans l'infection & M. ulce-
rans, les germes se montrant plus sensibles & ce produit in vitro
que in vivo.

Ce phénoméne a été observé également pour ce produit dans le
domaine de la tuberculose (Dumittar, 1960).

Nos résultats montrent néanmoins que certains produits tuber-
culostatiques agissent sur le M. ulcerans, in vivo. L'échec du traite-
ment médicamenteux doit donc étre recherché ailleurs.

Nous avons exposé dans un autre travail (Pattyn ef al., 1963)
qu'un trés grand nombre de BAR trouvés dans les Iésions,
sont, en réalité, des germes non viables. lls échappent de ce fait a
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I'action de tuberculostatiques. Il semble donc qu'il faille admettre que
les lésions anatomo-cliniques sont en partie dues a des germes non
viables, D’autre part, la nécrose étendue des lésions pourrait con-
stituer un obstacle supplémentaire & la pénétration efficace des meédi-
caments. Le fait que nous pouvons enrayer les lésions expérimen-
tales & l'aide de la Streptomycine constitue un argument en faveur
de cette thése.

Nos résultats montrent également que le traitement a la Strep-
tomycine, qui devrait sans doute étre fort prolongé — pourrait étre
intéressant dans la prévention des récidives aprés traitement chi-
rurgical. Ces récidives et métastases ont été particuliérement nom-
breuses dans un cas décrit récemment (Janssens et al., 1963) et
sont observés de plus en plus fréquemment a Léopoldville (Vande-
pitte, communication personnelle).

Samenvatting — Streptomycine en pDS behandeling van muizen, in de
voetzool ingeént met M. ulcerans en M. balnei, verhindert het optreden van
klinische letsels. Bij stopzetten der behandeling echter ontstaan wel letsels
waaruit sM gevoelige kiemen kunnen worden gekweekt. Cycloserine ver-
traagt het optreden der letsels terwijl Bayer 205, INH en PAS geen uitwerking
hebben.

Deze resultaten zijn in overeenstemming met de hypothese dat de mis-
lukkingen der medicamenteuze behandeling bij de mens toe te schrijven zou
zijn aan het feit dat een groot gedeelte der M. ulcerans kiemen in deze
letsels niet leefbaar zouden zijn.

SM en DDs behandeling zouden niettemin nuttig kunnen zijn om recidieven
of metastasen te voorkomen na chirurgische behandeling.

Summary — In mice streptomycin and DDS prevent the development of
clinical lesions after inoculation of M, ulcerans and M. balnei into the foot
pads. However after treatment is stopped lesions develop in animals given
pps, and bacilli sensitive to streptomycin persist in the pads of animals
treated by this antibiotic. Cycloserine retards the evolution of the symp-
toms while Bayer 205, inH and pas are ineffective,

These results seem to confirm the hypothesis according to which the
failure of medical treatment in man is due principally to the fact that the
great majority of M. ulcerans in the ulcers are non-viable.

Nevertheless streptomycin or DDS treatment can be useful in preventing
relapses or metastases after surgical treatment.

Zusammenfassung ~ Bei der Maus wird nach Inokulation von M. ulce-
rans und M. balnei in die Fusssohle die Entwicklung klinischer Verin-
derungen durch Gabe von Streptomycin und pps verhindert. Nach Auf-
héren der Behandlung entwickeln sich jedoch die Lisionen bei den Versuchs-
tieren, die DDs erhielten, weiter, und die gegeniiber Streptomycin empfind-
lichen Bazillen in den Ploten der mit diesem Antibioticum behandelten Tiere
persistieren. Cycloserin verzégert die Entwicklung der Symptome, wihrend
Bayer 205, iNH und pAs ohne Wirkung sind.

Diese Ergebnisse scheinen die Hypothese zu bestitigen, nach der das
Versagen der Therapie beim Menschen hauptsichlich darauf beruht, dass
in den Geschwiiren die Mehrzah! von M. ulcerans nicht lebensfshig ist.

Eine Behandlung mit Streptomycin oder DDS kénnte trotzdem fiir eine
Verhiitung von Rezidiven oder Metastasen nach chirurgischer Behandlung
niitzlich sein.



Resumen — En el raton la estreptomicina y la pbs impiden el desarrollo
de lesiones clinicas despues de inoculation de M. ulcerans y M. balnei en
la planta de los pies. Sin embargo, despues de suprimir el tratamiento, las
lesiones se desarrollan en los animales tratados con la DDs y bacilos sen-
sibles a la estreptomicina persisten en las patas de los animales tratados
por este antibiotico. La cicloserina retarda la evolucion de los sintomas en
tanto que el Bayer 205, el INH v el PAs quedan sin efecto,

Estos resultados parecen confirmar la hipétesis, segun la cual el fracaso
del tratamiento medicamentoso en el hombre seria principalmente debido
al hecho que, en las dlceras, la mayoria de los M. ulcerans no son viables,

Un tratamiento con estreptomicina o DDS podria, sin embargo, ser 1til
en la prevencién de recidivas o metastasis despues del tratamiento quirtir-
gico.

Ce travail a été effectué au Laboratoire de bactério-
logie de I'Institut de Médecine tropicale Prince Léopold
a Anvers et recu pour publication le 4 mars 1964.
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