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(Note présentée par M. J. Jadin)

De nombreux cas d’ulcéres 3 bacilles acido-résistants (BAR)
ont été observés au Congo (Léopoldville): Uele et Maniema
(JANSSENS e.a. 1958-1959), Kwango (VAN Oy, 1950), Katanga
(PaTTYN, 1961), Léopoldville (HENNEBERT ec.a., 1962) Uele
(VAN DEN ABBEELE, 1962) et Bas-Congo (F.O. ANDERSEN, com-
munication personnelle).

La plupart des essais de culture de ces mycobactéries sont
restés négatifs: JaNssENs (1958), Van Oyg (1950), ParTYn
(1961), VAN DEN ABBEELE (1962).

Le groupe de travail au Maniema (JANSSENS, 1959) avait
réussi & cultiver 5 souches, qui ont été étudiées également par
VAN DEN ABBEELE (1962), mais ces cultures ne sont plus en
notre possession.

Une étude systématique de ces mycobactéries n’a donc jamais
été publiée. Durant les dernjéres années, nous avons pu étudier
dans nos laboratoires 11 souches de mycobactéries isolées A partir
d'ulcéres congolais. Nous les avons comparées 4 3 souches aus-
traliennes de M. zlcerans et 3 la seule souche de M. zlcerans
isolée sur le continent américain.

Les résultats font I'objet de ce travail.

I. Origine des souches

A. Souches de référence de M. ulcerans

N°® 60: Souche Edwards, reque de I'Institut Pasteur de Lille,
originaire de Fenner, Canberra, Australie,

* Institut de Médecine tropicale Prince Leopold, Anvers, Laboratoire de
bactériologie.
#*#* Département de bactériologie, Université Lovanium, Léopoldville,
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N° 205: Souche RT de F. Fenner, Australian National Uni-
versity, Canberra.

N°® 206: Souche RS de F. Fenner, Australian National Uni-
versity, Canberra.

N° 245: Souche mexicaine décrite par Pedro Lavalle AGUILAR
(1953) et qui nous fut envoyée par W.B. SCHAEFFER, Denver,
Co. U.S.A.

B. Souches isolées d’ulcérations observées au Congo.

Ne 151: Il s’agit de la souche antéricurement dénommée
Kakerifu (JANSSENS e.a., 1959). Elle fut isolée par VAN DEN
ABBEELE (1962) sur testicule de rat, & partir d'une ulcération
située au niveau du genou d'une jeune femme 4 Bunia. Le raclage
de la plaie avait été décontaminé au phosphate trisodique pendant
24 heures avant l'inoculation animale. Toutes les cultures in
vitro restérent stériles. Cinq mois plus tard, le testicule infecté
fut expédié en liquide de Hanks a I'Institut de Médecine tropicale
a Anvers, ol la souche fut entretenue pendant deux ans sur rats
par passages intrapéritonéaux (I.P.) et sous-cutanés (S.C.) En
6-8 mois il se développa une ascite, pauvre en BAR. En 1960,
nous inoculions une plus grande série d’animaux: hamsters et
rats par voie LP., L'T. (intra-testiculaire) et intra-plantaire. En
4 mois, les animaux inoculés dans la plante des pieds dévelop-
pérent un gonflement local, évoluant vers l'ulcération et plus
tard méme une amputation .

Les lésions étaient riches en BAR. Les rats inoculés par la
voie L.T. dévelloppérent une orchite hypertrophique. Les testicules,
prélevés aseptiquement, et extrémement riches en BAR, furent
mis en suspension et servirent 4 de nouveaux passages et a des
cultures 7z vitro sur milieu de LOEWENSTEIN-JENSEN (L.J.). Aprés
une ihcubation de 6-8 semaines & 33°C et 10-12 semaines 2
37° C, de nombreuses colonies apparurent. Des passages alternés
in vitro (LOEWENSTEIN-JENSEN) 4 partir de fragments de biopsies

N° 152: Cette souche fut isolée a plusieurs reprises iz vivo
(rat LT. et intraplantaire,souris et hamster en intraplantaire) et
in vitro (LOEWENSTEIN-JENSEN) 4 partir de fragments de biopsies
(aprés décontamination 4 la soude 4 4 %) provenant d’un ulcére
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4 BAR décrit antérieurement (JANSSENS e.a., 1963) et situé au
niveau du pied d'une femme européenne. La souche fut méme
1solée in virro A partir de 1ésions métastatiques au niveau du bras
et du genou, apparues au cours de I'évolution ultérieure de I'affec-
tion.

Les souches suivantes furent toutes isolées a Léopoldville
(F.G. et JV).

Les prélévements provenant tous de lésions ouvertes, furent
traités au phosphate trisodique (NasPO 12H20) 4 23 % pen-
dant 17 4 24 heures, suivi d’une centrifugation et d’une inocula-
tion sur LOEWENSTEIN-JENSEN sans lavage préalable.

Les cultures furent incubées 3 la température du laboratoire
(25°C) ainsi qu'a 30° C et 37° C. Le tublean | donne les résultats
de ces cultures.

Les cas cliniques dont proviennent les cultures N° 273 et 286
ont été décrits antérieurement (HENNEBERT e.a., 1962).

En outre, les cultures d’un autre cas sont restées négatives aprés
1 an d’observation.

Tous les ensemencements furent vérifiés au Ziehl et conte-
naient des dizaines et parfois des centaines de mycobactéries par
champ microscopique. La plupart de ces bacilles présentaient”
toutefois un aspect fortement granuleux. '

Vu la discordance existant dans la plupatt des cas entre le
nombre de germes ensemencés et le nombre de colonies obtenues,
lors de I'isolement, nous devons admettre que de trés nombreux
getmes observés sont des formes dégénérées incapables de se
multiplier. Nous reviendrons sur ce probléme dans Ia discussion.

"En ce qui concerne les résultats en fonction de la température,
on constate que, parfois, les primocultures sont positives aux 3
températures (N° 340), patfois 4 30°C et 37°C (N° 341, 454,
456, 475), d’autres 4 25°C et 30° C (Ne 455). Une seule fois la
seule culture obtenue le fut 3 25°C (N° 286), deux fois 4 37°C
(N° 273, 498). On peut donc affirmer que Cest la température
de 30-32°C qui est la plus favorable pour le premier isolement,
mais, étant donné le trés grand pourcentage de bacilles acido-
résistants non viables contenus dans le produit ensemencé, des
résultats discordants sont parfois observés si celui-ci est réparti
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TaBrEAU I. — Mycobactéries isolées 4 diverses températures
d’incubation & partir d’ulcéres & Léopoldville

Primocultures Repiquage
T° labo. 30°C 37°C T labo. 30°C 37°C
Ne 273 0 6 mo. 0 6 mo. + 725, 0 6 mo. + 15j. + 15j.
N.G. 20 colon.
N° 286 + 4mo. |06 mo. 0 6 mo. + 13j. + 13j. +
E.G. . confluent | confluent | 1 colonie-
N° 340 + 5,5mo.| + 2mo. | + 5mo. + 10j. + 10]. + 10].
M.F. 2 col, 50 colon. | 1 colon. confluent | confluent ;onfluent
N° 341 012mo. |54j. + 54j. + 6sem. | + 10j. + 10j.
ME. confluent | confluent | rares confluent | confluent
N° 454 0 5 mo. + 3mo. | + 3 mo. P.F. + 12j. P.F.
K.S. confluent
N° 455 + 49j. + 60 j. 0 3 mo. P.F. + 16j. PF.
K.M. 1 colon. |1 colon. confluent
N° 456 02 mo. + 6sem. | + 7sem, |P.F. + 14, P.F.
O.A. confluent | rares confluent
N° 475 0 2 mo. + 2mo. | + 2mo.
B.J. confluent | confluent
N° 498 0 0 + 2 mo.
M.A. rates
mo. = mois" d’observation des cultures.
j. == jours d'observation des cultures.
P.F. = Pas fait.

entre plusieurs températures d’incubation. Les repiquages effec-
tués massivement i I'anse de platine, par contre furent positifs

aux trois températures lorsque celles-ci furent essayées.

Un dernier point qui mérite considération est la grande varia-
bilité du temps d’incubation nécessaire pour la primoculture. Si,



— 1580 —

en général, on peut dire que la plus grande partie des souches
se développent en l'espace de 6 semaines 4 3 mois, certaines
peuvent se développer plus tard encore (N° 286,4 mois). Person-
nellement, nous gardons les cultures pendant un an avant de les
éliminer. ’

iI. Morphologie

In vitro, toutes ces bactéries se présentent comme des bitonnets
de 3-4 u de long et 0,5 u de large. Ils sont le plus souvent
droits & extrémités arrondies, parfois légérement incurvés. On
trouve parfois dans les jeunes cultures faites & partir des lésions
cliniques un grain métachromatique plus large que le germe et
situé 4 n'importe quel endroit de sa longueur. Ces grains font
le plus souvent défaut dans les subcultures. Des ramifications ne
furent jamais observées. Les germes sont acido-résistants et ne
sont pas décolorés par I'acide chlothydrique & 3 % et I'acide
sulfurique & 25 %. Dans les Jésions cliniques ou expérimentales,
les germes sont en général plus longs, jusque 7 a 8 u et les
grains métachromatiques sont plus fréquents, jusque dans 30 %
des germes.

UL Caractéres culturanx et physiologiques

— Gélose nutritive: pas de développement.
— Gélose glycérinée: pas de développement.
— Bouillon de viande: pas de développement.

— LOEWENSTEIN-JENSEN: bon développement. Les colonies
sont eugoniques, rough, et ressemblent & celles des bacilles tuber-
culeux humains. Elles ont un diamétre de 2 4 5 mm & bords
irréguliers, la surface est plissée et il s’y développe souvent un
‘bouton central surélevé de 1 mm au-dessus de la colonie. La
couleur est gris-blanc au départ, mais il se développe une teinte
jaundtre a jaune en vieillissant.

Quand les cultures sont conservées pendant plusieurs mois 4
la température de laboratoire, le centre des colonies isolées
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devient gris. Il est possible que ce phénoméne dépende dans une
certaine mesure de la dessication du milieu.

Une souche, n° 475, qui fut isolée parallélement & 30°C et
37°C donna des colonies blanches 4 30°C et jaunes & 37°C.
Les observations des repiquages croisés 4 ces diverses tempé-
ratures ont montré que le développement du pigment dépend de
la température d'incubation: des cultures qui s'étaient dévelop-
pées a 30°C en donnant des colonies blanches se pigmentent en
jaune en 8 jours lorsqu’elles sont mises 4 37° C. Les incubations
a 33° C fournissent également des colonies jaunes. Ni la lumiére,
ni I'aération n’influencent le développement du pigment.

— Milieu de Dusos solide: peu ou pas de développement.
— Milieu de Dusos liquide: pas de développement.

— Milieu de Sura: développement dans le fond des tubes.

— Milieu de PROSKAUER-BECK & 0,25 % de gélose, ensemen-
cement en piqure: pas de développement.

— Dépendance vis-a-vis de I'oxygéne: comme tant d’espéces
de mycobactéries ces cultures sont aérophiles. Les cultures sur
milieux solides sont favorisées si les bouchons sont ouverts de
temps a autre. On n’obtient pas de développement a partir des
ensemencements en piqiire des milieux semi-solides (KNoX,
1955).

— Développement sur milieu de LOEWENSTEIN-JENSEN en
présence de 10 % de CO: a 33° C: aussi bien qu’en présence dair.

— Formation de cordes: positive, c’est dans le milieu de Sura
que nous avons observé les plus belles images de cordes.

— Temps de génération: il est généralement admis que
M. ulcerans ne se développe pas ou trés peu a 37° C. Or, beaucoup
de souches congolaises furent isolées 4 37° C, et tous les repiqua-
ges se développérent a cette température. Afin d’obtenir des
données précises a ce sujet, nous avons déterminé pour 3 souches
congolaises et 2 souches de référence, le temps de génération A
33° Cet 37° C. En outre pour la souche 245, nous avons déterminé
le temps de génération aprés passage continu a 37° C pendant un
an (15 repiquages au total).
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La technique suivie fut celle de YOUMANs (1949), mais en
utilisant le milieu selon SULA contenant 5 % de sérum de veau.
Deux tubes par dilution furent ensemencés. Les résultats figurent
au tableau I1. A 33° C des résultats nets furent observés. A 37°C
par contre, aucune souche ne se développa dans les dilutions au-
deld de 10" mg/ml, ni dans le milieu selon SULA, ni sur milieu
selon LOEWENSTEIN-JENSEN.

Il est assez intéressant de constater que les souches ayant été
passées pendant un an a 37° exclusivement n’ont pas changé de
comportement a diverses températures.

TaBLEAU II. — Temps de génération de diverses souches
‘ de M. ulcerans. .

33°C 37°C
Souches de référence: n® 205: 48 h 0
n® 245: ] 29h 0
Souches congolaises n® 152: 29 h 0
n® 341: 36h 0
N°® 245 aprés 15 passages 4 37° C: 40 h 0
N° 152 aprés 15 passages 4 37°C: P.F. 0
Détermination en milieu de SurLa & 5 % de serum de veau.
P.B. = pas fait.
0 = pas de résultat, voir texte,

Lorsque les ensemencements sont faits de fagon massive, ce
qui est le cas en utilisant 'anse de platine, on ne peut donc juger
du comportement des germes a diverses températures. Pour déter-
miner les caractéristiques précises, il est indispensable d’ense-
mencer des suspensions diluées.

— Production de niacine: négative (recherches faites au cyano-
génebromure aprés extraction a I'eau).

— Réduction du nitrate de soude: négative.
— Résistance a 1 mcg d'I N H: résistant.

— Production de catalase: positive.

— Acylamidases: les acylamidases furent recherchées selon la
technique décrite par BONICKE (1960, 1962) avec un seul change-
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ment: étant donné la difficulté d’obtenir pour ces souches
100 mg de germes, nous avons réduit tous les volumes des réactifs
utilisés au dixiéme et effectué la réaction dans des tubes de
10 X 65 mm.

Des études comparatives avec d’autres mycobactéries ont montré
que ce changement de technique n’influence pas les résultats.
Outre les amidases pour les dix amides proposés par BONICKE
(1960, 1962), nous avons également recherché I'activité vis-3-vis
de la formamide. Le temps de contact fut de 24 heures.

Aucune souche étudiée, ni congolaise ni de référence ne montra
une activité amidasique.

— Sensibilité aux tuberculostatiques: elle fut recherchée sur
milieu de LOEWENSTEIN-JENSEN, ce dernier étant imprégné des
tuberculostatiques aprés coagulation.

Le tablean 111 donne les résultats.

TaprLeau III. — Sensibilité aux tuberculostatiques de diverses
souches congolaises et de référence de M. wicerans.
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Les souches sont sensibles a la streptomycine, la cyclosérine et
la viomycine; par contre, elles sont résistantes a VINH et a
I’éthionamide. Le PAS donne des résultats variables.

— Conservation. Toutes les souches conservées a la tempé-
rature du laboratoire dans des tubes fermés a bouchons de caout-
chouc et a I'abri de la lumiére, restérent viables pendant au moins
6 mois. Nous avons également recherché leur conservation 2
— 25°C (germes ayant poussé sur milieu de LOEWENSTEIN- JENSEN
et récoltés dans du milieu de DuBos liquide). Aprés un an dans
ces circonstances, toutes les souches, sauf une, purent étre récu-
pérées.

Nous avons recherché pour la souche 152 la survie dans une
solution de tampon phosphate pH 7.2 comparativement a
—25°C et 37°C. Une suspension de germes fut répartie en
petits flacons qui furent conservés aux 3 températures. Tous les
15 jours pendant 6 semaines, le nombre de germes vivants fut
déterminé par ensemencement de dilutions sur milieu de LoE-
WENSTEIN- JENSEN, incubés a 33° C.

Le tablean IV donne les résultats.

TaBLEAU IV. — Survie d’une souche de M. zlcerans en tampon
phosphate pH 7.2 a diverses températures (souche 152).

Nombre de germes aprés conservation it

Au départ
4.105 germes/ml )
4°C 37°C —25°C
2 semaines 1.6 103 8.108 4.105
4 semaines 8.10% 103 104
G semaines 2.108 0 4.10*

Nous constatons donc que la conservation en tampon phos-
phate 4 — 25° C est la meilleure du point de vue de la durée de
survie. A 37° C, tous les germes meurent endéans les 6 semaines.

— Action de la soude 4 4 %. Celleci fut étudiée dans le but
de chercher une explication éventuelle aux nombreux échecs anté-
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rieurs d’essais de culture de ces germes a partir des lésions
humaines. En effet, il se pourrait que la soude soit trop toxique
pour ces mycobactéries. Rappelons que dans I'étude présente la
plupart des désinfections d’échantillons furent faits & I'aide du
phosphate, alors qu’antérieurement la plupart des chercheurs
avaient utilisé la soude. '

Une suspension de germes provenant d'un testicule de rat
inoculé par voie intra-testiculaire fut donc divisée en deux parties.
Une servit de contrdle, I'autre fut soumise au traitement classique
de décontamination 4 la soude 2 4 %. Des dilutions logarith-
miques des deux suspensions servirent i ensemencer des tubes
de LOEWENSTEIN-JENSEN et incubés 4 33°C. La méme expérience
fut faite avec une suspension de germes provenant d’une culture
in vitro, afin de vérifier I'influence éventuelle de la présence de
tissu vivant. Le fablean V' donne les résultats obtenus.

L'expérience montre le fait bien connu que ces germes sont
sensibles 4 I'action de la soude, mais pas au point de rendre
toutes les cultures négatives. En fait, le résultat dépendra du
nombre de germes présents dans I'échantillon traité,

TaBLEAU V. — Titration paraliéle d’une suspension de la souche
151 provenant d'un testicule de rat et d’une culture in vitro avec et
sans traitement 4 la soude 4 4 %.

Suspension de testicule de rat pas de traitement | traité NaOH 4 9,
pure 14/14# 14/14
10’ 23/30 30/43
102 30/43 43/—
103 43/43 —/—

Culture in vitro

pure 30/30 43/43
10’ 43/43 —/—
102 43/50 —/—
108 — —

* Les chiffres donnent les temps d'incubation des cultures en jours.
Chaque détermination fut faite en double,
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IV. Expériences sar animaux

- Nous avons inoculé des souris, des rats, des hamsters, des
poules et des cobayes.

A. Souris

Toutes les inoculations furent faites avec des suspensions de
1 mg/ml dont on inoculait:

— Voie plantaire: 0,03 ml

— Queue: 0,03 ml

— intraveineux (I.V.) 0,20 ml

— intrapéritonéal (I.P.): 0,20 ml

Inoculation plantaire

Toutes les souches sans exception, produisent par cette voie,
en trois 4 six semaines: de la rougeur et du gonflement, suivis
d’'ulcération et éventuellement d’amputation. Parfois il s’y ajoute
un cedéme sous-cutané s’étendant dans la région inguinale et
jusqu’au niveau de I'abdomen. Souvent on trouve des métastases
de l'infection dans I'autre patte et plus fréquemment encore dans
les testicules. Les lésions sont trés riches en bacilles longs et
minces et souvent munis de leur grain non acido-résistant.

L’évolution de l'infection fut suivie d'une fagon quantitative
chez la souche n° 152. La numération des germes fut effectuée
comme dans 'étude de I'infection expérimentale avec mz. leprae,
décrite par SHEPARD (1960). Deux séries de souris furent injec-
tées par voie plantaire avec respectivement 1.2 10° et 1.2 10*
germes.

Le tablean VI fournit les résultats quantitifs obtenus dans cette
expérience.

Pendant les premiéres semaines aprés I'infection, le nombre
de bacilles diminue dans la plante des pieds pour descendre en
dessous du niveau de sensibilité de la technique de numération
(10° germes par ml). Cette phase « négative » dure environ 40
jours et est suivie d'une période de croissance des germes. A partir
du 60°-75° jour des signes pathologiques apparaissent. On con-
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Tableau VI. — Evolution de I'infection dans la patte de souris
avec la souche 152.

Nombre de germes injectés

Temps 1.2 105 1.2 104

Nombre de germes comptés

14 j. 6.10* 0

26 j. + 0

40 j. 1.4 10° 5.10*
46 j. 1.3 10° . 1.4 10
53 j. 1.6 10° +

59 j. 8.10% *

67 j. 6.4 10° %

75 . 4.10° %
97 j. 1.2 10° *#

* Symptdmes cliniques.

state qu'a certains moments de I'évolution Je nombre de bacilles
diminue parfois. On peut se demander si chez certains animaux
les bacilles ne sont pas, de temps a autre, évacués partiellement
des lésions, avec ensuite une nouvelle multiplication, a I'endroit
de I'inoculation.

A P'examen histopathologique, on trouve des paquets de BAR
dans les macrophages situés dans une zone d'edéme et de
nécrose du derme s’étendant depuis 1'épiderme jusqu’au quellette.

Quene

L’inoculation sous-cutanée dans la queue donne les mémes
symptomes que dans la patte. Souvent des lésions métastatiques
se développent dans les pattes et les testicules.

LV.

En 8-12 semaines aprés I'inoculation 1.V. on peut observer soit
des lésions au niveau des pattes, de la queue, des testicules, du
museau méme, soit de I'ascite soit de I’cedéme sous-cutané.

Les 1ésions périphériques sont identiques & celles apparaissant
aprés inoculation directe dans la patte. L'edéme sous-cutané
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éventuel donne aux souris leur aspect gonflé caractéristique, en
boule, décrit par les auteurs australiens (McCALLUM e.a., 1948).

Les coupes histologiques des pattes montrent au début de I'évo-
lution une nécrose du tissu conjonctif du derme sans aucune
réaction inflammatoire. Cette nécrose se trouve parfois au contact
ou peut entourer des filets nerveux et des vaisseaux sanguins.
Ceux-ci sont toujours motrphologiquement indemnes. Nous avons
vu deux cas ot les trois quarts environ de la circonférence d’une
patte était le siége d'une telle nécrose.

Dans les coupes faites au méme niveau et colorées selon ZIEHL
(technique de Fite-Faracco) on trouve exactement dans les zones
de nécrose des masses considérables de bacilles acido-résistants.

Dés que l'ulcération apparait, I'image se complique d'infiltrats
leuco-lymphocytaires, en rapport avec I'infection secondaire qui
ne tarde pas 4 s’installer.

Dans les frottis de foie et de rate, on peut trouver parfois
quelques rares BAR. Les rétrocultuses i vitro & partir de suspen-
sions de ces organes ainsi que des reins fournissent quelques
rares colonies de mycobactéries. Mais on ne trouve pas de 1ésions
histopathologiques dans ces organes. Seules les poumons mon-
trent des lésions. Déjd macroscopiquement on y observe des
zones de consolidation ou de ramollissement. A ces derniéres
correspondent histologiquement des nécroses de coagulation bien
délimitées du tissu pulmonaire au centre desquels il y a une
masse considérable de BAR parfois trés allongés et disposés en
palissades ou en tourbillons le tout en I'absence totale de réaction
inflammatoire. Les zones de consolidation correspondent a des
folllicules de cellules épithéloides sans cellules géantes et sans
nécrose, contenant des quantités variables de BAR mais de taille
plus réduite. Ces 1ésions sont entourées d'un infiltrat lympho-
plasmocytaire, tandis que les alvéoles environnantes contiennent
souvent des macrophages.

Ces follicules sont pratiquement toujours situés i cdté d'un
vaisseau sanguin.

Dans la peau cedémateuse, on trouve le tissu conjonctif du
derme nécrosé, en présence de bacilles acido-résistants et I'absence
de réaction inflammatoire notable. Cette nécrose peut s'étendre
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entre le tissu musculaire sous-jacent aux dépens du tissu conjonc-
tif interstitiel et quelques fibres musculaires superficielles peuvent
également subir la nécrose.

LP.

Apres des temps d'incubation prolongés, on observe chez quel-
ques animaux, une ascite, parfois il apparait une lésion périphéri-
que dans un pied ou dans les testicules.

B. Le rat

Toutes les inoculations furent également faites avec des sus-
pensions de germes 4 1 mg/m! dont furent inoculées:

— Voie plantaire: 0,03 ml LP.: 0,50 ml
— intra-veineuse: 0,25 ml LT.: 0,10 ml

Voie plantaire

Les résultats sont identiques 4 ceux décrits pour la souris.

Voie intra-péritonéale
Aprés 5-6 mois une ascite, fréquemment hémorrhagique,

sinstalle. Le liquide est en général pauvre en BAR. Ceux-ci se
trouvent le plus souvent dans le cytoplasme de macrophages.

Nous avons 4 plusieurs reprises observé un escarre au niveau
de I'endroit d’injection. A I'examen histopathologique, on y trouve
essentiellement la méme image que dans les ulcéres humains:
une nécrose étendue de I'hypoderme, riche en bacilles acido-
résistants. Cette nécrose s’étend également 4 distance de 1'ulcére
sous la peau apparemment saine.

Voie intra-veineuse

Evolution comme chez la souris.

Voie intra-testiculaire

Le testicule de rat fournit un milien de croissance extréme-
ment favorable pour ces germes. En effet, aprés 4 4 6 semaines
tout l'organe est transformé en une masse de bacilles acido-
résistants et ce procédé d'inoculation produit dés le primo-isole-
ment une grande quantité de germes. En outre, 'organe peut étre
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prélevé aseptiquement et donc ensemencé sur milieux de culture
sans désinfection préalable, ce qui augmente les chances de succés
des cultures. Nous avons vu apparaitre chez les rats une orchite
soit hypertrophique, soit atrophique. Nous avons constaté que la
différence d'évolution était en rapport avec 'dge de I'animal. En
effet, I'inoculation intra-testiculaire chez des animaux adultes
dont les testicules sont le plus souvent localisés dans le scrotum
y provoque l'apparition d'une orchite hypertrophique au point
qu'il devient impossible de réduire le testicule dans 'abdomen.
L’inoculation d'animaux plus jeunes dont les testicules sont
fréquemment situés en position intra-abdominale, donne lieu a
une orchite atrophique.

Cette observation a été confirmée par I'expérience suivante:
chacune des deux souches n* 151 et 152, fut inoculée pat voie
intra-testiculaire 4 une série d’animaux jeunes et d’animaux plus
agés.

Hebdomadairement, un animal de chaque série fut tué, une
tranche de testicule fixée pour examen histopathologique et le
reste de l'organe mis en suspension et inoculé en dilutions sur
milieu de LOEWENSTEIN afin de déterminer le nombre de germes
viables. Le tablean VII fournit les résultats de cette expérience.

On observe comme dans la patte de souris d’abord une dimi-
nution de germes. Les lésions histologiques apparaissent déja
apres trois semaines, avant qu'il n’y ait une augmentation consi-
dérable du nombre de genmes, et ce pratiquement en méme temps
chez les jeunes animaux et chez les plus Agés. Le maximum de la
multiplication bactérienne est atteint vers la cinquiéme-sixiéme
semaine. Mais tandis que chez les animaux 4gés se développe
I'orchite hypertrophique, on ne constate pas de signes cliniques
chez les jeunes animaux. Cette différence dans I'évolution peut
étre tres importante pour les primo-isolements de souches sur
animaux. En effet, pour autant que 'on injecte des rats assez
jeunes on pourrait attendre sans succs I'apparition d’une orchite
cliniquement visible, et sacrifier les animaux 4 un moment ot le
nombre de germes viables va de nouveau en diminuant.

L'image histologique de I'orchite est extrémement caractéris-
tique, au début on observe dans le tissu interstitiel une inflam-
mation granulomateuse assez discréte, localisée: quelques folli-
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TasLEAU VII. — Evolution de I'infection aprés injection I1.T.
des souches 151 et 152 & de vieux et jeunes rats.

Vieux rats Jeunes rats,
rs:?ntgl!);:s Titration |, | Examen | Titration Aspect | EXamen
o suspension clinlf ue histo-  |suspension clinri) ue histo-
?5 oc testicule ! path. testicule 4 path.
1 10 — 10 —
2 10* — 10 -
. 3 10* — lésions 10* —
Q locali-
A sées
§ 4 10* — nécrose 10° — nécrose
= partielle partielle
o
)
N 5 10° — nécrose 10° — nécrose
= totale totale
-
~ 6 10* orchite idem 10* — idem
2 hyper-
5 troph.
(2
7 10 idem idem — — —
1 10° — 10° —
3 3
o 2 10 —_— 10 —
—t . ,
[ 3 — — 1ésions 10° — nécrose
R minimes localisée
X
K 4 10? — Iésions 10* — nécrose
N locali- étendue
N sées
5 10° — nécrose 10° — nécrose
sub- totale
totale
6 — — rouge 10° — idem
induré
— nécrose
b} totale
© .
< 7 10° Orchite idem 10° — idem
5 hyper-
«» troph.
8 > 10" idem idem 10! — idem
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cules se forment 4 nouveau composés uniquement de cellules
épithéloides et de lymphocytes; pas de cellules géantes, pas de
caséose: On y trouve des bacilles acido-résistants. Puis la nécrose
de coagulation apparait, atteignant d’abord le voisinage immédiat
de la lésion initiale, elle s’étend trés rapidement & tout l'organe,
la structure générale de celui-ci peut encore étre reconnu mais le
tout se laisse difficilement colorer. A la coloration de ZIEHL, on
trouve des bacilles acido-résistants presque exclusivement dans
les espaces intertubulaires.

Il s’agit 1a d’une image histologique typique pour M. #lcerans.
Nous avons inoculé toute une série d’espéces de mycobactéries
dans des testicules de rats: celle-ci donne lieu soit 4 une inflamma-
tion granulomateuse localisée ou envahissant tout 'organe, soit
a un abcés, d'autres encore n'y proliférent pas.

Les especes ou variétés essayées furent: M.tuberculosis, M.bovis,
M.avium, M.kansasii, M.phlei, M.fortuttum (minetti) M.smeg-
matis et une mycobactérie scotochromogéne, ainsi qu'une non
chromogéne (groupes II et III selon RUNYON).

C. Hamster

Nous avons injecté des hamsters uniquement dans la patte.
L’évolution est identique a celle constatée chez la souris et chez
le rat.

D. Cobaye

L’infection chez cet animal avorte.

E. Poule

Les souches 151, 152, 205, 245, 340 et 456 furent inoculées
par voie intra-veineuse a la dose de 1 mg dans 1 m] d’eau physio-
logique & la poule. Méme aprés deux mois d’observation on ne
constatait ni symptdémes cliniques, ni Iésions macroscopiques, ni
microscopiques a l'autopsie des animaux.
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V. DIScUSSION

Les souches congolaises étudiées ici et isolées & partir d'ulcéres
a bacilles acido-résistants sont donc entiérement identiques aux
souches de M.uicerans décrites par les auteurs australiens,
McCALLUM e.a. (1948), LEACH e.a. (1954) et FENNER (1956)
et doivent étre considérées comme telles.

Pour autant que nous puissions juger sur les documents anté-
rieurs (JANSENS e.a. 1959; VANDEN ABBEELE 1962, et I'expérience
personnelle de F.G. et S.P.) les souches isolées antérieurement
au Maniema, a Kasongo, sont également identiques. Une seule
souche congolaise montre la particularité de fournir des colonies
pigmentées jaunes a 37° C.

Les résultats des réactions amidasiques avec nos souches de
M.zlcerans sont donc différents de ceux décrits par BONICKE
(1962) qui n’a toutefois examiné qu'une seule souche. Aussi ne
pouvons-nous suivre cet auteur dans sa proposition d’inclure
M.ulcerans dans le groupe de M.avium sous le nom de M.avium
var.cutis, Nous croyons aprés cette étude que 'espéce M.zlcerans
est suffisamment différenciée de toutes les autres mycobactéries
pour qu'elle soit maintenue. Nous avons inoculé six souches de
M.avium dans la patte et la queue de souris, il y apparait par-
fois une rougeur et une tuméfaction passagéres sans toutefois
mener a l'ulcération. Dans le testicule de rat, ces germes don-
nent lieu 4 une inflammation granulomateuse sans nécrose, si
typique pour M.xlcerans.

L'identification de M.zlcerans est facile. En effet, les carac-
téres culturaux sont trés typiques et I'identification sera facile-
ment confirmée par I'inoculation intra-plantaire 4 la souris et/ou
le rat et le hamster et par I'inoculation intra-testiculaire chez le
rat.

Commee des coupes histologiques sont techniquement plus diffi-
ciles a réaliser 4 partir de pattes de souris qu'a partir de testicules
de rats, C'est surtout cette derniére voie qui pourra illustrer le
caractére unique de la lésion expérimentale.

II ne faudra surtout pas commettre I'erreur de considérer com-
me M.ulcerans des mycobactéries isolées A partir de lésions de la
peau sans les avoir soumis 4 un examen attentif et quelque peu
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complet. On peut, en effet, isoler a partir de lésions de la peau,
outre m.ulcerans: m.scrofulacenm, m.balnei, m.avium, des souches
non chromogeénes et mz.fortuitum. Surtout les abcés dus a me.for-
tuitum sont devenus particuliérement fréquents ces derniers temps
en Afrique centrale.

Si I'identification de mz.ulcerans ne pose donc pas de probléme
majeur, il en va tout autrement pour son isolement.

En effet, de nombreux essais antérieurs de culture ont échoué
(JaNsSENS e.a. 1958, VAN OvE 1950, PATTYN 1960, VANDEN
ABBEELE 1962).

Dans la série actuelle aussi il y eut souvent des* difficultés. La
souche 151 fut obtenue 7z witro aprés avoir été entretenue pen-
dant deux ans sur rats. La culture fut positive lorsque des broyats
de testicules infectés, extrémement riches en bacilles acido-résis-
tants furent ensemencés. L'examen du tablean I montre que la
température d’incubation lors du primo-isolement n’est Jpas un
facteur critique. En effet, lorsque la culture est confluente 4 33° C,
elle lest le plus souvent egalement a 37° C (souches n* 341,
456 et 475) et dans les mémes délais d’incubation. Mais ce
qui frappe dans le tablean I est que dans la majorité des cas,
malgré [a mise en culture de suspensions extrémement riches en
bacilles (des dizaines 4 des centaines de germes par champ
microscopique) il apparait sur les milieux de culture un nombre
parfois fort limité de colonies et, ce, parfois aprés des temps
d’incubation trés prolongés, tandis que certains ensemencements
ne donnent aucun développement.

Deux hypothéses sont possibles devant ces faits:

— Ou bien il y a dans les Iésions deux espéces de mycobac-
téries: ['une cultivable, I'autre non cultivable;

~— Ou bien dans la plupart des échantillons la majorité des
germes observés sont des formes dégénérées non viables.

Sans pouvoir exclure enti¢rement la premiére hypothése, il
nous semble que la seconde mérite toute notre attention.

En effet ces germes une fois obtenus iz vitro, méme s’ils ont
un temps de génération trés long peuvent étre assez rapidement
repiqués a condition de faire ces repiquages massivement. Nous
avons également remarqué que dans la plupart des produits en-
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semencés, les germes étaient dans une trés grande proportion
fortement granuleux et ce, en opposition avec les germes prove-
nant des cultures.

Or, les observations et études récentes faites chez m.leprae-
murium et m.leprae (REES e.a. 1960, SHEPARD 1962, VALENTINE
1962, WATERS e.a. 1962, PATTYN en préparation) ont montré
que les formes granuleuses de ces mycobactéries sont des germes
dégénérés incapables de se multiplier. Nos constatations en rap-
port avec m.ulcerans au Congo semblent donc s'aligner sur celles
faites avec d'autres mycobactéries 4 temps de génération prolongé.

Dans le méme ordre d’idées un deuxiéme facteur pourrait
encore jouer. En effet, le tablean I montre également que du
point de vue bactériologique il y a nettement deux formes de la
maladie. Une premiére dans laquelle les cultures sont assez facile-
ment obtenues, en tout cas assez abondantes (n°® 341, 456 et 475)
ot une grande partie des germes serait encore vivante. Dans la
seconde forme (n° 273, 286, 340 et 45 5) le rendement des cul-
tures a l'isolement fut trés réduit. Nous pouvons admettre que
la majorité des germes qui sont observés sont des formes incapa-
bles de se multiplier. Pour réussir la culture il faut donc non
seulement ensemencer des suspensions trés riches en bacilles, mais
probablement est-il encore nécessaire de faire cette culture 4 un
moment favorable de 1’évolution clinique.

Nous avions songé, 4 un moment donné, que les procédés de
décontamination pouvaient étre la cause des échecs antérieurs de
culture. Mais les observations faites avec la souche 151 — pour
autant qu'elles soient valables pour les autres souches — mon-
trent que ces germes ne sont pas plus sensibles & I'action de la
soude 2 4 % que les autres mycobactéries. Il est évident que si
un prélévement ne contient déja qu'un nombre réduit de germes
viables, la décontamination ne fera que réduire encore les chan-
ces de succés des cultures.

La présence dans les lésions de germes dont une grande partie
est incapable de se multiplier peut également expliquer les échecs
des traitements médicamenteux. Antérieurement (HENNEBERT
‘e, 1962) nous avions admis pour expliquer cet échec qu'un
facteur anatomique devait étre invoqué: la lésion étant caracté-
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risée par une nécrose étendue, nous supposions que les médica-
ments ne pouvaient y atteindre les germes. Sans vouloir enlever
toute signification a cette idée il nous semble maintenant que c’est
la présence de germes morts qui joue le role le plus important.
En effet, comme l'ont montré les expériences de LEacH e.a.
(1954), de FELDMAN e.a. (1957) et de PATTYN e.a. (1964), i
y a parfaitement moyen de prévenir I'apparition de lésions clini-
ques expérimentales chez la souris a I'aide de médications actives
in vitro, La différence entre les deux situations est que I'animal
d’expérience est infecté avec des germes provenant de cultures
jeunes, donc en grande partie vivants et sur lesquels les médica-
ments peuvent agir.

Il faudra donc introduire la notion de 'existence de lésions
cliniques dues a la présence de germes morts. Par ailleurs, on
peut se demander quels sont les mécanismes précis déterminant
['équilibre entre I'hdte et le parasite dans cette affection.

Il est certain qu'au début de I'affection les germes sont vivants.
Ceci a été démontré dans le cas décrit antérieurement (JANSSENS
e.a, 1963) ol & partir des Iésions métastatiques fraiches ou de
récidives, les germes furent promptement isolés.

A d'autres moments de I'évolution de l'affection, la plus
grande partie des germes meurt et leur isolement devient par
contre difficile. JANSSENS e.a. (1959) ont déja fait remarquer
que la nécrose brutale qui survient au cours de linfection 2
m.ulcerans peut étre difficilement interprétée comme le résultat
d'une action progressive des germes. Ils ont formulé deux hypo-
théses de mécanismes allergiques. Sans pouvoir nous prononcer
sur celles-ci, il est néanmoins fort probable que dans la physio-
pathologie des ulcéres nécrotiques les germes morts jouent un
r6le important.

Nous voulons terminer en revenant sur le sujet de la relation
de cause a effet entre m.ulcerans et les lésions cliniques, étant
donné la flore bactérienne associée extrémement riche parmi la-
quelle il y a des staphylocoques et streptocogues hémolytiques,
des Escherichia coli, Proteus, bacilles pyocyaniques, corynebac-
téries, etc.
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Trois arguments sont valables:

1. Ces ulcérations constituent une entité clinico-pathologique
(PATTYN 1961, JANSSENS e.a. 1958, 1959, 1963) dans laquelle la
seule constante est la présence de bacilles acido-résistants, qui
sont tous pour autant qu'ils aient été étudiés m.ulcerans.

2. Le groupe de travail 2 Kasongo (JANSSENS e.a. 1958, 1959)
a observé 4 plusieurs reprises des lésions fermées tels des phleg-
mons dans lesquels les seuls germes observés furent les bacilles
acido-résistants, et qui en culture s’avérérent également étre
m.ulcerans.

3. La malade dont la souche n° 152 fut isolée et dont I'histoire
clinique fut publiée antérieurement (JANSSENS e.a., 1963) déve-
loppa 4 un moment donné de I'évolution des métastases sous-
cutanées qui purent étre excisées avant toute ulcération. Leurs
cultures furent positives pour mz.ulcerans, les images histologi-
ques furent d’autre part typiques des lésions dues  ces germes.

Nous pouvons donc conclure que mz.zlcerans est I'agent étiolo-
gique de ces ulcéres tropicaux nécrotiques & bacilles acido-résis-
tants observés au Congo, quoique les mécanismes de leur physio-
pathologie nous échappent.

RESUME

Le travail concerne I'étude bactériologique de 11 souches de
mycobactéries isolées A partir d’ulcéres nécrotiques observés au
Congo (Léopoldville).

Les souches ont été identifiées comme mz.ulcerans (McCALLUM
e.a., 1948). -

II fut constaté que dans la plupart des lésions humaines un trés
grand nombre de germes sont non viables et ne se développent
pas en culture in vitro. Ce phénoméne peut expliquer les nom-
breux échecs antérieurs de culture 7 vitro de bacilles acido-résis-
tants observés dans des ulcéres nécrotiques. En outre, il est pos-
sible que ces germes morts soient également responsables de
certains phénoménes cliniques, et des difficultés du traitement
médical de I'affection.
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SAMENVATTING

Bakteriologische studie van 11 stammen mycobacterién
gekweekt uit necrotische tropenzweren in Congo (Leopoldstad).

De stammen konden alle worden geidentificeerd als mz.ulcerans
(McCALLUM e.a., 1948).

Vastgesteld werd dat een belangtijk gedeelte der kiemen in de
klinische letsels afgestorven zijn. Dit kan dan de reden zijn
waarom zovele vroegere pogingen om deze kiemen in vitro te
kweken mislukten. Deze dode kiemen zijn waarschijnlijk even-
eens verantwoordelijk voor sommige klinische symptomen der
aandoening.

SUMMARY

Bacteriologic study of 11 mycobacterial strains isolated from
necrotic tropical ulcers originating in the Congo (Leopoldville).

The strains were identified as mz.ulcerans (McCALLUM e.a.,
1948).

An important proportion of the bacilli observed in the clinical
lesions are non viable. This is probably the reason why so often
in the past culture of these bacilli were unsuccessful. The dead
bacilli are probably responsible for part of the clinical symptoms,
and also for the difficulties in the medical treatment of the
disease.
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