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Maladie de répartition mondiale, la lépre affecte environ 12 millions d'in-
dividus (39) dont les deux tiers vivent en région tropicale.

L'expression pathologique de la lépre est directement liée aux réponses im-
munologiques développées par 1'hote vis & vis de Mycobactérium leprae.

Les formesg lépromateuses sont caractérisées par une non réponse cellulaire
associée & une dissémination bactérienne massive. Ce sont ces formes qui po-

sent le plus de problémes thérapeutiques,

Cette endémie lépreuse a &@té exclusivement traitée par les sulfones en mono-
thérapie pendant une vingtaine d'années. ,
Or, & la lumiére des observations faites dans les maladies infectieuses et
dans la tuberculose en particulier (%), la monothérapie expose au risque d'ap-
parition rapide de souches bacillaires résistantes. Il était done logique de
voir apparaitre des résistances aux sulfones gui s'exprimaient par une re-

chute soug traitement.

Mais bien que les sulfones ajent étés utiliséesg pour la premiére fols en 1041
par FAGET et i, la premiére suspicion de sulfono-résistance secondaire ne
fut rapportée qu'en 1953 par WOLCOTT et ROSS (47) et la premiére preuve cli-
nique et expérimentale par PETTIT et REES (29, 30).

La prévalence de cette resistance acquise & la Dapsone varie suivant les

-

pays : Mali 5 % avec une incidence annuelle de 3 % (1, 2) ; Ethiopie 100 %

.avec une incidence annuelle de 3 % (27, 28) ; Burkina Faso 7 % (24),

L'activité bactéricide puissante de la Rifampicine a été illustrée par de
nombreuses études tant chez la souris que chez l'homme (23, 36, 37, U4), son
utilisation dans le traitement de la lépre a réduit considérablement la durée

du traitement.

Si la résistance & la Dapsone est maintenant bien décrite, seuls guelgues

cas de résistance & la Rifampicine ont éné rapportés (6, 13, 14, 16, 17).

En effet, & paviiv de 1977, un certain nombre d'essais de chimiothérapie
comportenant . sdministration de Rifampicine ont été réalisés a L'institut
4
MARCHOUX . Les rdouitats, ciiniques ¢l bactériologiques avaient €té jugés trés
favorables A ‘= {0n du ‘raitement cherz Lous les malades inclus. Aprés quel-
ques anndées J'inacrivité clinique, certains de ces malades ont présenté des
.




signes de rechute. Le but de cette étude est

1) Confirmer expérimentalement ces rechutes cliniques par étude de 1la viabi-
lité de Myuobactérium leprae dans le coussinet plantaire de la souris

(seule methode disponible actuellement).
2) Mesurer la sensibilité de M. leprae a la Rifampicine et & la Dapsone.

Cette étude a été réalisée gréace a 1'Animalerie Expérimentale de 1'Institut
MARCHOUX, gui est la premieére en Afrigue Francophone de 1'Quest.
L'Animalerie bxpérimentale collabore trés étroitement avec le laboratoire de
bactériologie concernant les prélévements de B.H. pour l'établissement de
1'indice bactériologique (IB) et morphologique (IM) dans les diverses formes
de leépre.

Elle a rapidement contribuéf au projet de Kolokani et est fortement encoura-
gée et financée en partie par 1'0.M.S. et 1'A.F.R.F, :kAssociation Francaise
Racoul FOLLEREAU ;.

Nous adopterons le plan suivant : au prealable une revue des principales

données concernant la hactéricologie et la vhérapeutique de la majadie de HAN-

y : = 3
SENsera d'abhod présentée.
Dang un deuxiino Lenns, nous décrirons nos malhodes et les résultats seront

discutésg e! controntés aux données de la littérature.
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DESCRIPTION
La maladie de HANSEN est une maladie & trophisme nerveux, les atteintes par
le bacille sevont donc, a plus ou moins long terme, des atteintes nerveuses,
la prédilection de M. leprae pour les tissus nerveux n'a pas encore é&té
pleinement élucidée.

LUASDEN en 1964 (21) rapporte que les acides aminés nécessaires a la crois-

sance de M, leprae se rencontrent au niveau de la fibre nerveuse.

CLASSIFICATION

La maladie de HANSEN présente plusieurs aspects différents tant du point de
vue clinique, hactériologique, histologique et immunoclogique.

La classification actuelle est celle de Ridley JOPLING adoptée par 1'OMS,

.o ot
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— . —_—
T polaire BB .7LL polaire

Léprw 1nde erminé

o via ctareg

h1. pas de lepre

Fig n"1 Schéma de Ridley JOPLING (33)

Taux des anticorps

Réponse de l'immunité a médiation cellulaire

TT Léepre tuberculolde polaire

BT Lépre Borderline tuberculoide
LL Lépre Lépromateuse polaire

BB Lipre Borderline

BL Lépre Borderiine Lépromateuse




2.1 La forme indétermince

Forme obligatoire de départ de la maladie de HANSEN qui évoluera vers

1l'une des tormes de la maladie ou se guérira pleinement.

2.2 La forme tuberculoide polaire (TT)

Encore appelée forme allergique, c'est la forme non contagieuse de .la
maladie o0 prédominent les lésions nerveuses.

C'est une forme stable, les rares bacilles, trouvés lors des préléve-
ments histologiques, sont localisés au niveau de la fibre nerveuse avec
une prédilection pour la gaine de schwaun. Les malades atteints présen-
tent cependant une réaction d'hypersensibilité retardée (H,R.) que 1'on

peut mettrce en évidence in "vive" ou in "vitro".

2.3 La forme lépromateuse (LL)

Forme multibacillaire et contagieuse de la maladie, nvec présence de
nombreux hacilles disséminés dans. l'organisme.

Les malades présentent une H.R. nulle mais une réaction a médiation
humorale irés importante mais inefficace., Cette forme lépromateuse polaire

est également une forme stable parfois appelée forme anergique.

2.4 Formes Borderlines (BB, BL, BT)

Formes & immunités variables non stabhles pouvant évoluer vers les formes
allergiques (Reversal Reaction) ou anergiques (pown grading reaction).

On y trouve toutes les nuances intermédiaires entre TT polaire et LL

polaire.
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HISTORIQUE

L'agent pathogéne de la lépre fut découvert par Armauer HANSEN en 1873, il
réussit a décéler sur des préparations fraiches et non colorées de tissus
léepreux de petits baAtonnets rectilignes résistant & l'action de la potasse.
Il s'agissait du bacille de HANSEN (BH) mais son interprétation fut constaté
par WIRCHOW, ct ce n'est qu'aprés l'application par NELSSER en 1879 des tech-
niques empleyés par RKOCH pour colorer le bacille de la tuberculose, gue la
nature microbienne des b&tonnets décrits par HANSEN fut définitivement ad-

mise.

CLASSIFICATION

Le bacille de HANSEN est un schisomycéte gqui se place dans
- la classe des aActinomycetales

~ 1l'ordre des Mycobacteriales

- la famiile des Mycobactéries

- le genre Mycobacterium.

L'espéce est Mycobacterium leprae (HANSEN)

MORPHOLOGIE

3.1 Au microscope optique : on distingue 3 formes

- le bacille normal est un bAtonnet immobile, rectiligne ou légérement
incurvé, aux extrémités arrondies dont la longueur varije de 3 a 8
microns et la largeur de 0,3 aqe microns,

Les bhaciiles les plus longs se retrouvent dans la lépre active. Ils
se colorent uniformément en rouge vil' par la méthode ZIELH NIELSON,

basée sur la propriété gue présentent certainsg bacilles de résister

a action de IMacide et de L'alcoo!l aprés avoir été colorés par la
fruchsine 0 ce sont des bacilles acido aleoolo régistants.

- Lo baci o oen inveolution assez volumineux, incurvé, terminé par un
renf lemenl 2n massure moins uniformément coloré, correspondant & une

forme e soulfrance,

- Le bacille en dégénérescence qui se rencontre chez les malades en
traltement et gud doivent étre considérés comme des stades de destruc-

b

tion du pacille.

el o




Deg lacunes décoleorées. dans 1'épaisseur du corps bacillaire donnent di-
vers aspects : bipolaire, en chainette ; enfin la désintégration du ba-

les grains qui se ftransforment en poussiére puis dispa-

cille disperse
raissent.

Une des vavticularités du®bacille de HANSEN est de se rassembler paral=-
Télemeni fos any aux autres en paguet de cigares. UDans les lésions lé-
promatewses , lew bacllles se regroupent en amas arrondis de 50 a 100

1

microns de diametre que l'on appelile "globl" et qui résulte de 1'agglu-
tination dew bacilles par une substance amorphe, non acido résistante
la gelée.

Le globil est intracellulaire, les bacilles prénétrent dans un macrophage,

s'y multipliient, envahissent la cellule, repoussant noyau et cytoplasme,

provoguanl & la périphérie sa dégénérescence.

3.2 Au microscope électronique

A 1l'aide de cet appareil, des études trés détaillées de M. leprae ont
été faites, soit sur des bacilles isolés, soit sur des coupes ultra fi-
nes de lésions lépreuses.

La.surface bacterienne est recouverte d'une membrane cellulaire cons-
titueée par deux couches épaisses de 10 millimicrons, l'interne de den-
sité modérée, l'externe de faible densité.

La membrance cytoplasmique est constituée de deux couches denses de 3
millimicrons d'épalsseur, séparées par une espéee de faible densité
électronique, :a couche la plus externe étant accollée a la membrane
cellulaire. En un certain point de sa surface, cette membrane s'inva-
gine danz la profondeur du cytoplasme ern une manchon torsade : le méso-
some .

Le cytopiasme bactérien forme un gel apparemment amorphe contenant les
ribosomes qul sent souvent groupés en amas : les polysomes, le noyau

t\
est une formation ovale avant 30 a 60 A de diamétre.

LES ESSAIS DE CULTURE

Malgré les essais de plsueurs chercheurs, on n'est pas encore arrivé & cul-

tiver M. leprae, .




Les milieux les plus divers ont été employés, ceux utilisés dans la culture
du BK (Bacille de KOCH) et des mycoses, les milieux synthétiques et ceux con-
tenant les facteurs de croissance, les milieux en aérobjose et en anaéro-

bicse. Tous ces essais ont ébouti a des résultats toujours contestés.

D'autres tentatives ont été faites d'inoculer les cullules de culture par
deg bacilles acido résistants, vivants, irritants, provenant de lépromes con-
firmés histologiguement.

Le probléme majeur de ces essals d'inoculation de cellule en culture provient
de ce que le temps de dégénération du bacille de HANSEN est nettement plus
long que pour la cellule hdéte. On obtient une majorité de cellules non para-
sitées au point qu'on a l'impression que les bacilles ont disparu dans le
milieu (19).

Pour KATO, 1'échec des cultures de BH peut s'expliquer par le fait que
Mycobacterium aurait des caractéres comparables a ceux de certains microor-
ganismes du scl, il présenterait le méme mécanisme d'accumulation du carbone
et 1l'absence des mémes enzymes : ce serait un bacille autotrophe, raison
pour laguelle il ne détruit pas l'histiocyte dans lequel il vit.

Le sol trés riche en matiéres organiques pourrait jouer un réle de vecteur

dans la transmission de la maladie.

8i la culture de M. jeprae reste encove impossible, par contre des bacilles

non acide résistants ont &né iscolés fréquemment par de nombreux chercheurs

a partir de lasions culanees, Qp sang, moélle osseuse de lépreux.
DELEVILLE (&Y & isolé des germes décrits comme diphtéroides 4 cause de leur

!

ressemblance aves Copryn diphteria. Ce sont des batonnets gram positif irré-
guliers, parfois ramifiés avec renllement terminal ou en altéré, avec ten-
dance a la formation d'éléments coccoides en chapelets, '

Le traitement & .'acide périodique. entraine une acido résistance mais elle
serait due & des substances polysaccharidiques constituant en partie leur
paroi cellulaire.

DELEVILLE qui a réussi des isolements & partir des prélévements provenant de
diverses régions du glohe, désigne cette bactérie par les lettres L.D.C.

(Leprosy derived coryn bacterie Braksdale).




Toutes les souches obfenues présenteraient les mémes caractéres morphologi-

ques et tincturiaux @ 1'aéatude Immunologivue aurait démontré a DELEVILLE la
présence de divers antigénes communs entre M. leprae et sept de leurs sou-

ches. Les dipbrorofdes { (L.D.C.) vivant & faible dose stimulent la multi-

plication de M,

Cet effet n'nwl jas obtenu avec d'autres germes el permet donc de le consi-

dérer comme spécifigue.

La relation antigénigque des L.D.C. avec M. leprae suggére la possibilité de

leur emploil puur des tests cutanés chez les lépreux au méme titre que la lé~-

promine,

COUDERT et al (7) ont obtenu deux souches de mycobactéries sur milieu lowen-
stein-jensen, souches isolées de culture de lépromes humains en provenance
de Rhodésie (Rho) et de Vietnam (Vi), L'ultra-structure, .le comportement in-
tracellulaire, le rdle pathogéne pour les rongeurs ont été étudiés, mais ce
sont les méthodes d'immuno-fluorescence et d'immuno-électrophorése vig a vis
des serums de malades qui ont fait réssortir une parenté structural et anti-

génique étreite avec M. leprae et M. leprae murium,

MUROHASHI aurait cultivé une suspension mycobactérienne obtenue & partir d'un
nodule lépromateux dans un milieu de gélose molle, dépourvu d'éléments cel-
“lulaires, dans leguel i1 avait ajouteé du pyruvinéte el augmenté la teneur

en phosphate et sultate de magnésium. Aprés cinquante semaines a 377 C 1'exa- |
men de frottis réulisé & partir de ces cultures a montré la présence de mi-
crocolonies de bacililes acido-résistants. Des suspensions de ces bacilles in-
jectées par voie intradermique & des lépreux aurait réagit comme le lépro-

mine.

Face a l'isolement de plus en plus fréquent des souches cﬁltivables in vitro
qu'bn dénomme "hacille de HANSEN", en raison de l'origine ayant servi a 1'iso-
lement, le groupe de tvavail sur la microbiologie au congrés international

de la lépre en 1978 a fixé les critéres a appliquer au prétendu succés de

culture in vitro du bacille de HANSEN (22).

- La technique doit réussir dans plusieurs essais différents a partir du ma-
tériel riche en bacilles, a partir de prélévement soit de malades, soit

d'animaux incculés.




- Le degré de multiplication dojt étre significatif, en tenant compte des er-

reurs expérimentaleset d'artefacts.
- Idéalement les Culturés devraient pouvoir #tre subcullivées indéfiniment.
- Les critéres o identification suivants devraient étre appliqués

a) Toutes les souches cultivées devraient &tre identiqUes dans tous leurs

caractéres, y compris leurs sensibilités aux substances antimicrobien-

nes, quolqgue des différences mineures soient possibles, on ne peut en

ef'fet exclure l'existence de biotypes.

b} Les souches doivent posséder des déterminants antigéniques spécifiques

de M. leprae. ’ "

¢) Les souches doivent &tre différentes des espéces actuellement connues

de mycobactéries.

d} Elles doivent se comporter chez les animaux d'expérience comme les sou-

ches de M

. leprae isolées de 1'homme.

e) Des suspensions standardisées doivent fournir des réactions de Mitsuda
négatives chez le lepromateux et positives chez les sujets non léproma-

teux.,

o
|

) La parci celluraive doit avoir la méme composition que celle de M. le-

prae praparée 2 partil de tissus d'animaux inoculés expérimentalement,

g) L'hybridevion de 1'ADN de souches cultivées doit montrer un degré d'ho-
mologie élevé avec celui de M. leprae obtenu a partir de tissus infec-

tés (humain ow animal).

La situation actuelle est gu'aucune souche cultivée prétendue M, leprae ne
remplit les criléres mentionnés. A l'heure actuelle la culture in vitro de

M. leprae n'est donc pas réalisée,

.

v/ e
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RECHERCHE SUR M. LEPRAL !

La mise en évidence du Mycovacterium jeprae

- de poser ave:s uceriitude le diagnostic de lépre, mais rappelons que cette
recherche oot presgue toujours négalive dans les formes allergiques,

de classer le malade et d'apprécier son degre de contagiosité,

d'évaluer les résultats thérapeutigues.

Dans la pratique ccurante, on recherche le bacille dans

la mugueuse nasale
- le suc dermique au niveau d'une lésion cutanée

- le suc dermique du lobe de l'oreille.

- L'examen de la muqueuse nasale se fait en curetant légérement le septum na-
sal ou le cornet inférieur. Un écouvillonnage énergique du nez peut suffir,
L'examen doit porter sur la muqueuse pituitarire et non sur le mucus nasal

qui peut contenir des bactéries acido-résistantes saprophytes.

- Le prélévement du suc dermigue se falt en pratiguant une incision a 1'aide
d'un vaccinostyle, gratter le derme et étendre le suc dermigue sur une
lame. Il ne fautl pas gcarifler trop profondement pour ne pas avoir trop
de sang : «elre méthode est plus pratique car elle permet de faire des
frottis de plusieurs lésions et d'étaler ces divers prélévements sur une

seule iame,.

- Le suc dermique du lobule de 17oreille est précocement positif chez le 1é-
promatelux. Le prélsvement se falt par une scarification légére au vaccino-
style. On elfectus généralement deux prélévements, un a4 droite et un a gau-

che.

5.1 Coloration du frottis

Les lameg (pas plus de 4 a la fois) sont recouvertes de carbo-fuchsine
récemment f'iltrée, puis on les laisse reposer 20 minutes. On les lave
ensuite avec précaution a l'eau du robinet (dans un becher, de fagon
gque le frottis ne recoive pas directement 1'eau).

On les laisse ensuite mouillées jusqu'a ce qu'on les décolore, lame
par lame, en faisaft couler doucement une solution d'acide chlorhydri-

que a 1 % dans 1'éthanol & 70 % sur la lame jusqu'a ce que le liquide




s'écoulant doucement soit incolore. Dés que la décoloration est obtenue,
on lave la lame a 1'eau de Tobinet ef on la laisse mouillée Jjusgu'a re-
coloration différventielle par contact avecd du bleu <~ méthyléne pendant

une minute.

5.2 Evaluation du nombre et de 1'aspect morphologique des bacilles

Indices
T1 est classique de calculer deux indices
- 1'indice bacillaire de RIDLEY

- 1'index morphologique de REES.

- L'indice bacillaire de RIDLEY recense les bacilles acido-alcoolo-ré-
sistants (BAAR) par champ microscopique selon 1'échelle logarithmique
de RIDLEY & JOPLING
Par définition, 1'indice bacillaire est la moyenne arithmétique des
indices déterminés sur les frottis de muqueuse nasale et du suc dermi-

que prélevés sur un sujet en diftérents endroits du corps du malade.

Indice baciliaire BAAR par champ microscopique

6 plus de 1 000 par champ

£ 100 a 1 000 par champ

b ’ 10 & 100 par champ

- T4 10 par champ

D4 1oa 10 pour 10 champs

1+ L~10 pour 100 champs

O+ O par champ .

- L'index morphologique de REES détermine le pourcentage des germes uni-
formement colorés a l'immersion au microscope.
SHEPARD (34) a établi une corrélation entre l'aspect morphologique
des hacilles et leur pouvoir infectieux, confirméﬁt 1'hypothése de HAN-
SEN selon laqguelle les formes fragmentaires ou granuleuses ne sont
que des degrés*divers dans la dégénérescence du bacille, seuls les

bacilles totalement colorés sont viables et contagieux.

En Afrique sa valsur est généralement 4 50 % chez les lépromateux non
rraités © elle diminue rapidement avec traitement et avoisine 0 % aprés
un mois de traitement par la Rifampicine & six mois par les sulfones et

la Clofazimine (19).




INOCULATION DI LEPRAE A LA SQURIS

En absence de culture sur milieu artificiel, 1'inoculation de M, leprae dans
le coussinet plantaice de la souris et I'étude de sa multiplication chez cet
animal sont les sculs moyens dont on dispose actuellement pour prouver la
viabilité des bacilles visibles &4 1l'examen microscopique, apprécier 1'acti-
vité des antibiolique disponibles et tester la sensibilité des bacilles aux
antibiotiques. Dans ce domaine aucun changement fondamental n'a été effectué

depuis la mise au point de la méthode par SHEPARD (34, 38).

6.1 Multiplication de M, leprae chez la souris (10)

En se basant sur les travaux de FENNER, SHEPARD (34) démontre que la
multiplication de M. leprae est limitée dans le coussinet plantaire des
gsouris intacts immunologiguement.

L'inoculation de 5 x 103 m. leprae dans le coussinet plantaire de la
souris est suivie d'une phase de latence qui dure habituellement 3 a4
mois. Pendant cette phase 1'examen microscopique quantitatif ne permet
pas de mettre en évidence les bacilles. Ceux-ci n'apparaissent qu'au 45
mois. Leur nombre augmente progressivement, pour atteindre, autour du

€ . - 6
6 “mois, un maximum de 106,

Lorsque la population bhacillaire atteint 106, la multiplication des bha-
cilles s'arréte en raison de l'acquisition par la souris d'une immunité
spécifique. Le nombre des bacilles viables diminue cnsuite spontanémént,
en moyenne 50 % tous les 2% jours (445,

Par contre chez les souris Lhymectomisées et irradiées, et chez les sou-
ris nudes, la multiplication ne s'arréte pas lorsque la populapion ba-
cillaire atteins 106, elle continue, la population bacillaire peut at-
teindre 107~105 chez les souris thymectomisées et irradiées (31) et
méme 109 voire plus chez les souris nudes.

Le temps de division reste de l'ordre de 14 jours chez les souris immu-
nodéficientes que chez les souris conventionnelles,

L'intérétr des souris immunodéficientes n'est donc pas de donner des ré-
sultats plus rapidement que les souris conventionnelles maig plutdt

de permettre des inoculations plus riches et donec de faciliter la mise

en évidence de rares bactéries persistantes.




La courbe de croissance de M. leprac chex la souris peut étre affectée
par l'administrarvion simultanée d'un antibiotique. Comme I'effet produit
par un antiblctique dépend considérablement de la méthode employée pour
1'étudier.

Deux méthodes sont principalement employées : la méthode cinétique de

SHEPARD (355, et la méthode du nombre le plus probable de COLSTON (4).

Dans la méthode cinétique, l'antibiotigue est administré a4 la souris pen-
dant les 2 moils yui suivent l'aniculation de M. leprae. La courbe de crois-
sance des bacililes est ensuite comparée a la courbe témoin obtenue avec

les mémes bacilles inoculés simultanément & des souris témoins qui ne re-
¢oivent pas d'antibiotique.

Plusieurs éventualités peuvent se produire : (figure n"2)

a) la courbe des bacilles est superposable & la courbe témoin : 1l'antibio-

tique est inactif

b) la courbe des bacilles est paralléle a la courbe témoin mais décalée
dans le temps de 2 mois, c'est-a-dire de la durée d'administration de
1'antibiovigue. Ce dernier a seulement empéché la multiplication des
bacilles tant gqu'il était administré mais la multiplication des bacil-

Il

les a repris Jdos gqu’

s

a fte arrdti. L'antibiotique est dit bactério-
Bl

statiqgue.

¢y La courts des

cilles est décalee dans le temps de plus de 2 molis.
Toutl sc passe comme i, auw moment ot la multiplication reprend a4 1'ar-
rét de !'administration de l'antibiotique, le nombre de bacilles via-
bles éLaii plus Pfaible gu'll ne VYéitait au début du traitement. L'anti-
biotique est dit bactéricide parce qu'il ne s'est pas contenté d'ar-
réter la multiplication bacillaire mais a tué une propertion plus ou
moins importante des bacilles. Bien entendu, 1'antibiotique est d'au-
tant plus bactéricide que la courbe de croissance des bacilles est plus

décalée dans le temps par rapport & la courbe témoin.

d) A l'extréme, avec un antibiotique trés fortement bactéricide, les ba-
cilles inoculés sgront tous tués et il n'y aura plus du tout de crois-

sance.
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L'absence d'activité bactéricide est efficacement démontrée par cete ap-
proche ; toutefois, la plupart des médicaments bactéricides exercent un
effet bactériopansal, c'est-a-dire une bactuvi-iostase prolongée aprés ar-
rét de traitemen! suite & la guérison de cellules atteintes de maniére re-
médiable.

Alors que des médicaments tels que la Clefazimine, persistent dans les

tigsus du suiet aprés la f'in du trajitement.

Une approche modifiée congue pour surmonter ces difficultés et appeler le
nombre te pius probable, o'est ure méthode encore plus précise pour appré-
cier l'aciivivé o un antibiotique. Aprés avolr soumis une population ba-
cillaire 4 L'acuion d'un antibiotigue étudié, des dilutions successives
de cette population bacillaire sont inoculées a4 des souris., La plus forte
dilution ne donnant pas bien & une c¢roissance permet de calculer le nom-

bre le plus probable de survivant & l'action de 1l'antibiotigue.

N
o
m .
b :
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‘ a 10 1 \Oﬁ
, : \)
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,1(-.)3 O . 3 . - - 0 ' . LI » . . .. -
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¥
Fig n & Appréciation de l'activité d'un antibilotique sur M. leprae
chez la souris selon la méthode cinéticque.
S
| {n) Pas d'activité (b)) bactériostase (c¢) bactéricidie
Début Fin d'intensité croissante (d) bactéricidie totale.
de traitement .

GROSSET et al Acta Leproleogica 1982-86-87
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Persistance de M. leprae apres chimiothérapie

Malgré 1'administration prolongée d'antibiotique, un certain nombre de M.
leprae sensibles aux antibiotiques administrés survient au sein des lé-
sions. Ces bhacilles, appelés bacilles persistants ("persisters"), sont res-
ponsables des rechutes qui surviennent aprés arrét du traitemenﬁ. De tels
microbes persistants ont été mis en évidence dans d'aﬁtres maladies gue

la lepre, par exemple les staphylococcies, les streptococcieé, fiévre ty-

phoide, brucellose et bien entendu ls tuberculose.

Le phénoméne de persistance microbienne n'est donc pas spécifique a la
lépre. 11 pourrali toutefois étre plus fréquent dans la lépre que dans les
autres maladiss infecticuses, peut-&tre que les populi-ilions bacillaires
sont plus abondantes gue dans les autres maladies infectleuses ou parce
que les moyens de défense de l'organisme sont plus perturhés.

I1 n'était pas étonnant que la persistance microbienne soit fréquente chez
les malades traités par .a Dapscne. Car cet antiblotique a une faible ac-

tivité bactéricide. -

Pour COLSTON (4), en effet aprés deux mois de traitement quotidien de la
souris par la Dapsone, & une posologie équivalente a 100 mg/j chez 1'homme,
22 % des bacilles inoculés sont encore vivants. Alors que pour la Rifam-
picine, aprés deux mois de traitement quotidien par la Rifampicine, 0,01%
seulement des bhacilles inoculés sont encore vivants.

Toutefois des persistants ont pu étre mis en évidence aprés 5 ans de

traitement par la Rifampicine (43).

L'inoculation & la souris est actuellement le seul moyen biologidue de ré-
véler la persistance de M. leprae aprés chimiothérapie.

Mais on ne peut inoculer gue 5 X 107 ou 10t M. leprae dans le coussinet
plantaire des scuris nurmalg du point de vue immunologigue. Il est donc
difficile érvudier la persistance microblenne.

Mais par contre 1'emploi des souris immuno déprimées, auxquelles on peut
inoculer plus de bacilles, permet d'apprécier avec plus de précision le

phénoméne e persistance,

L'étude recente de @hingleput—Bamako rapporte des taux constants d'envi-
ron 1¢ % de persistance a 3, 12, 24 mois, quel gque soit le protocole thé-

rapeutigue utilisé dans cette étude (40, 41, 45).
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Jusqu'en 1941, il n'existait pas de médicaments antilépreux réellement effi-
‘cace, puisque 1l'huile d'hydrocarpus (chaulmoogra) a laquelle on recourait de-

puis des siécles en Chine et enlnde s'était révélée de valeur médiocre,

En. 1941 Guy FAGET utilisait pour la premiére fois un dérivé disubstitué de la
Dapsone (Promin*) par voie intraveineuse pour soigner la lépre aux U.S.A,
Actuellement, la Dapsone, la Clofazimine et la Rifampicine sont les principaux

antilépreux.

1. LA DAPSONE

1.1 Historigue

La sulfons mére a été synthétisée er 1908 par FROMM et WITMANN. Trente
ans plus tard J. FOURNEAU et al de 1'Institut Pasteur montraient son
activité vis a vis de la streptococcie expérimentale de la souris.

En 1939, RIST, Mile BLOCH et HAMON rapportaient l'activité de la sul-
forne mére in vitro sur le BK et in vivo sur la tuberculose de cobaye
du lapin et des oiseaux.

Mais ce médicament montrait une importante toxicité liée a la forte

posologile.

Les dérivés moins toxiques furent alors préparés et utilisés d'abord
dans la tuberculose, puis dans le traitemént de la lépre. En 1941,
FAGET et al utilisaient la Promin* (dérivé disubstitué a la léprose-
rie de Carville en Louisiane). Ces résultats furent remarquables qu'ilé
marquaient une nouvelle étape dans le traitement de la lépre.

Ces dérivés sulfonés étaient chers, ce gqui limitait leur emploi, de
plus l'expérimentation a révéléd qu'ils n'agissent que par la sulfone
mére .iuérée dans l'organisme,apres leur dégradation celle-ci fut

alors empioyee seule. 4

1.2 Constiiution ohimigue

a'est une sulione symétrigue a deux noyaux.

Nl 50, 7 Ny

C'est 1la “-4%' diaminodiphenyl sulfone (DDS) et sa formule brute est :

CqoHqoN,058 248,34 (poids moléculaire).
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Elle est spécialisée sous les noms déposés suivants :

Disulone®, Dapsone®, Avleosulfone.

Sa toxicité a forte dose (1-28/j) dans le traitement des infections
streptococciyues a amené les chimistes & synthétiser des dérivés par
introduction dans la molécule de substituants qui devaient soit dimi-

nuer Ga toxicite, solt accoitre T'activité.

- Les sulfones M monosubstitués : expérimentés en un laps de temps
Limydroxydihylsulfone @ métabilisée dans 1'organisme en un dérive
glycine gqui a été synthétisée sous le nom de phénylglycine sulfone
ou {(ciloprome).

- L'exosulfonyl ou succinylsulfone

- Les sullones M'M disubstitués : largement expérimentés

- La Promin* ou diamino 4-4' diphenylsulfone diglucose de sodium qui
a été utilisée par FAGET par voie intraveineuse & la dose quotidien-
ne de 2.5%g, 32 % DDS.

- Cimedone ou paradiphenyl M'- propyl aminophenyl sulfone tétra sulfo-
nate de sodium ou sulphetrone 27 % DDS fut expérimenté pér LAVIRON
et LAURET & 1'Institut MARCHOUX avec d'excellents résultats (19).

- Chaulfone ou bis dihydrochaulmoogryl 4-~4' DDS : 32 % DDS, elle
fut utilisée a la dose de 200 mg/j.

- L'Avlosulfone ou diéthyl 4-4' DDS disulfonate de sodium 50 % DDS ;
utilisé a la dose de 800 mg en IV trois fois par semaine avec des

résultats équivalents & ceux de la DDS.

1.3 PrésenLation

I1 existe actuellement deux présentations.

~ Spus forme de comprimés dosés A 100 mg de diami;.» diphenyl sulfone,
! : [

Tils wonn pr

fsentés en spécialités sous le nom de Dapsone® ou Disu-
lone™ utilisé dans Jle traitement de masse. Le Disulone fer contient
en plus du DDS, 20 mg de protoxalate de fer pour lutter contre 1'ané-
mie aui peul ;ompliquer le traltement.

Il existe également une Disulone 40 mg + 80 mg de protoxalate de

N

fer.

e/
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- Seus fourme de suspension retard @ la difficulte «du traitement de

masse en Afrique neire provient du fait qu'il est nécessaire dfal—
ler distritder le médicament & de nombreux malades dispersés sur

de vastes régions. Ce qui a nécessité l'emploi des suspensions re-
tard permettant des injections hebdomadaires ou bimensuelles.

La DDS parentérale est une suspension & 25 % de DDS -dans du chaul-
moograte 4'éthyle (1 ml = 250 mg DDS) administrée tous les 15 jours.
Cette forme a été utilisée & 1'Institut MARCHOUX par SCHNEIDER et
RAYROUX.

Actuellement il existe une forme long. retard : la 4-4" diacetyl
DDS ¢u DA DDS ou Hansolar, injectée par voie intramusculaire & la
dose de 22% mg tous les 15 jours, elle libére 2-3 mg de DDS par
jour et, selon les expérimentateurs, elle présenterait une activité
comparable a4 celle de la DDS.

Par contre, le D.A. DDS ne doit &tre utilisé que lorsque le malade

est hactériclogiquement inactivé, dans un traitement d'entretien

B(ﬁf‘i f:)_“l: R .;I-' &

La prise guotidienne représente ia méthode la plus souvhaitable, la po-
sologic est de H0-100 mg (1-2 mg/kg de poids corporel).

Une dose quotidienne inférieure i 100 mg ne devrait pas &tre édminis—
trée 4 des aduites pesant plus de 20 kgp. Cette posologie fait appa-
rajtre dans le serum, aprés 4 heures environ, des pics de concentra~

tion maximale inhibitrice (CMI) de Dapsone sur M. leprae.

Ces hautes concentrations du médicament vont inhiber la multiplica-
tion des mutants de M. leprae qui présentent une résistance légeére
a la:Dapsone, voire de degré modéré, mais ces valeurs de pointe di-
minuent rapidement aprés quelques heures,

Il est dés lors fort important de donner la Dapsone & pleine posolo-
gie dés le début et de ne pas réduire la dose pendant les réactions
lépreuses (39).

La prise habdomadaire a été utilisée en Afrique avec 10 mg/kg de

poids corporel cHagque semaine, avec un maximum de 600 mg pour un adulte

Enfin e traitement bimensuel utilisait D.A. DDS qui est une sulfamide

long-retard et est administré par voie intramusculaire & des doses
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de 225 mp toutes les 10 semaines,

Cetts 'wome ne doit pas @tre prél'erée par rappoct a la Dapsone orale,
parce cue les concentrations sérigues sont beaucoup plus basés qu'
avec lo¢ raltement standard par voie buccale et pourrait favoriser

1'émergence de bacilles de HANSEN sulfonco-résistants.

Mode d action

Apreés administration par vole orale, la DDS est totalement absorbée
au niveau de 1'intestin gré&le dans la proportion de 95 %, elle est
retrouvée dans la peau, le foie, les reins et est &4 un taux deux fois
plus élevé dans le tissu lépreux que-dans le tissu sain (19),

Son action est essentiellement bactériostatique.

Elle agit en interférant dans la synthése de 1'acide folique par com-
pétition avec 1l'acide para aminobenzoique, M. leprae se fragmente et
prend un aspect granuleux.

La DDS s'élimine par les urines.

L'action bactériostatique de la DDS est lente, la négativation bac-
tériologique demande 3-6 ans (39) chez les lépromateux IM tombe &

zéro, 5-6 mois de traitement par DDS,

Aux posclogies quotidiennes, actuellement recommandées, la Dapsone
est bien tolérée. Les effets secondaires chez les lépreux sont rares
malaises, sensation de faiblesse, fiévre,

A ¢bté de ces symptoémes mineurs et transitoires, 11 peut survenir

- une hémolyse importante chez les sujets trés &dgés ou trés jeunes ou
chez ceux qui souffrent d'un déficit en G6PD (Glucose 6 phosphate

Déshydrogenase) (39,

- dermatite exf'oliatrice, néphrite et hépatite ..°

De fabrication peu couteuse, rapidement absorbée par 1l'organisme, la
Dapsone a transfprmé le pronostic de la lépre. Malheureusement elle

provoque des états réactionnels graves par leurs conséquences, au ni-
veau du nerf en particulier. Enfin, l'apparition d'une sulfono-résis-
tance nécessite l'association d'autres médicaments spécifiques a la

DDS dans le traitement d'attaque et de consolidation.
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RIFAMPICINE (RMP)
La Rifampicine est un antibiotique derivé des produits du métabolisme d'un
champignon du Var, découvert en 1957 : Je streptomyces mediterranei.

De nembreux produits isolés a partir de c¢e microorganisme, 1'un des
premiers & avoir &ié obtenu fut la Rifampycine B.
SENSL et coll. synthétise un nouveau deéerivé de la Rifampicine Rifamycine
AMPE .

2.1 Constitution chimique

C'est une poudre cristalline, de couleur rouge brique, stable sur mi-
lieu acide, oxydé en guinone sur milieu alcalin.

Sa formule chimique est : méthyl 4- piperazinyl I imino methyl 3 - ri-
famycine 5 V.

Ce produit est commercialisé sous la forme de gélule contenant 300

mg de produit pur, sous les noms de Rimactan* et de Rifadine.

2.2 Mécanisme d'sctionla Rifampicine a une action originale, différente

des autres antibiotiques, et bénéficie de trols priviléges

- Cl'est un bactéricide puissant puisqu'il paralyse dans les bactéries
1'ARN polymerase, indispensable & la synthése de 1'ARN messager,
dons a4 La synthése des protéines.

2
- T1 congerve son pouveoir bacléricide sur des germes résistants aux

antibiorigaes usuels.

- Son acrivité therapeutique est sans danger, en effet, son action

1

vérivaple qui est 1'inhibition spécilfique de 1'information bio-

logiagus n'intéresse que les bactéries, la Rifampicine ne pouvant

agir sur 1'ARN polymerase des cellules animales. -

2.3 Posologie
l.es premiers rééultats du traitement de la lépre ont été publiés en
1970 (20, 32).
La posclogie habituellement recommandée s'établit entre 450 et 600

mg par jour.
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La dose unique de 600 mg tue 99,9 % des bacilles lépreux en quelques

jours et rend non infectieux un lépreux multibacillaire (39).

Bien que les bacilles soient rapidement tués, la vitesse de régres-
gion de 1'indice bactériologique, la rapidité de l'amélioration et
1'incidence des réactions a 1'E.N.L. (érythéme noueux lépreux) chez
les lépromateux sont identigues & celle qu'entraine la Dapsone.

e

Méta

Administrée var vole orale, la Rifampicine est rapidement absorbée
par le tube digestif, concentrée dans le foie, diffusée dans le sang
et les tissus 4 des concentrations actives.

Le temps de demie vie de la Rifampicine est de 2-3 heures chez 1'hom-

L'élimination principale de la Rifampicine s'effectue par la bile et
les selles (80 %), l'excrétion rénale (20 %) n'est cependant que com-

plémentaire, 1l'urine pouvant avoir une teinte rose orangée,

La concentration plasmatique maximale de la Rifampicine est atteinte
deux heures aprés son absorption, baissant & partir de la troisiéme

heure, pour s'infléchir au zéro a la 24% heure.

La diffusion de la Rifampicine est excellente dans les tissus et les

cellules a l'exception des organes riches en lipides.

La diffusion dans lda peau semble égale a4 celle du sang, la concentra-
tion est élevée dans les poumons, le foie, la rate et les muscles,

faible dans le systéme nerveux riche en lipides.

Toxici:#
La Rifampicine est bien tolérée par leg patlents mais il faut cepen-

dant signaler

- Des réactions cutanées caractérisées par un oedéme accompagné d'un
érythéme au niveau du visage, avec congestion des conjonctives.
'
- Des réactions éastroﬂintestinales : nausées, vomissements, anore-

xies, douleurs abdominales.
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- Des raactions hépatiques qui se caracltérisent par une élevation du

taux de transaminases, solt par un ictére de tyve retentionnel.

-~ Purpura thrombocytopenique.

- Une anémie hémolytique aigle gui peut se compliguer et provoguer

une atteinte rénale.

- Un syndrome grippal.

- Une chute tensionnelle.

La Rifampicine est le médicament le plus bactéricide a 1'égard de M. leprae.
Généralement bien supportée, elle entraine une amélioration clinique spec-
taculaire en quelques semaines et une chute de 1'indice morphologique qui
avoisine O % en moins d'un mois.

La Rifampicine doit étre administrée sous surveillance médicale.
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CLOFAZIMINE (LAMPRENE) ou B663

Le principe actif du Lampréne est une iminophenazine substituée, colorant
rouge vif synthétisé en 1954 par Vincent BARRY et coll & Dublin en col-

laboration avec GEIGY.

En 1962 BROWNE et HOGERZELL publiérent le premier rapport sur l'emploi du
Lampréne au Nigéria (3).

La Clofazimine est fortement lipophile et se dépose dans les tissus adi-
peux et les celliules du systéme réticulo-endothélial et elle est captée

par les macrophages dans 1'ensemble de 1'organisme.

La demie vie d'élimination plasmatique aprés une dose unigue ou en adminis-
tration itérative de capsule de Lampréne a 50 ou 100 mg est de 10 jours
(39). T1 est denc impossible de détevrminer la concentration minimale inhi-
bitrice dans ie¢ plasma car l& substance n'est pas distribuée avec homogé-

néité dans

tlssus on raison de-son accumulation tissulaire marguée (9).

3.1 Actiong tné

peutigues

La Clot

simine doit occuper une place de choix dans la thérapeutique
de la l!evre lépromateuse 4 cause de sa triple activité

- son activite spécifique & l'égard de M. leprae

- son action anti-inflammatoire : ce qui rend possible la poursuite

du traitement cHez les réactionnels (E.N.L. et réactions reverses)

~ pour prévenir et traiter une résistance a la sulfone mére.

3.2 Tolérance
La CLofazimine est généralement bien tolérée et non toxique aux doses

thérapeutiques normales (100-200 mg/jour).

Au niveau de la'peau, elle provogue une coloration rougedtre. Cette
celeoration est due & l'accumulation du produit au niveau des lésions

lépromateuses. .
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Cette hyperpigmentation disparait aprés le traitement en 2 a4 6 mois..
Au niveau du tube digestif : des effets secondaires gastro-intesti-
naux ont été signalés (nausées, vomissements, douleurs épigastri-
ques) .

La CLofazimine est dépourvue d'effet embryotoxique tétratogéne ou

mutagéne {39).

La CLol'azimine représente donc le traitement de choix du lépromateux,
en particulier du lépromateux africain souvent difficile & revoir aux
centres de distribution de médicaments lorsqu'il présente un E.N.L.
Bien que le médicament soit sur le marché depuis 1969, un seul cas

de lépre résistant 4 la Clofazimine a été signalé jusqu'ici, 11 le
fut en 1982 (429,

La Clofazimine ne présente pas de résistance oI née  avec les au-
tres méricaments anti-hanséniens.
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ETHIONAMIDE - PROTHIONAMIDE

L'Ethionamide (Trecator), le Prothionamide (Trevintix) diffusent rapidement
dans l'organisme apréds leur absorption crale et s'éliminent par les urines.
8i ces deux médicaments sont bactéricides a 1'égard de M. leprae chez la

souris, ils le sont modérément chez 1l'homme. Leur activité est plus rapide-

que celle deé la Dapsone mais plus lente qué celle de la Rifampicine.

les . .. o oo
On u%lllse essentiellement chez les malades sulfono-résistants ou pour rem-
placer la Clofazimine souvent Pefusée a cause de la coloration qu'elle pro-
voque.

La résistance apparalt rapidement quand ils sont utilisés en monothérapie,

La dose quotidienne ne doit pas dépasser 475 mg, car ce sont des médica-
ments toxiques guil provoguent une augmentation des transaminases, des po-
lynévrites, des syndromes dépressifs, des hépatites avec ictéres.

Des nouveaux médicaments : les fluoro quinolones se sont révélés trés ac-

tif's contre M. leprae dans 1'infection du coussinet plantaire chez .la souris
(15, 26).
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POLYCHIMIOTHERAPTE

La polychimicthérapie des malades multibacillaires a deux objectifs (11) :

- de prévenir la sélecticn de mutants résistants
- tuer la plus grande guantité de bacilles de facon a obtenir un taux maxi-

mal de rechute { £, % %) aprés arrét du traitement.

Les schémas recommandés par 1'OMS (46)

- Lépre multibacillaire

. Rifampicine 600 mg une fols par meils sous surveillance
. Dapsone 100 mg par jour en auto-administration
., Clofazimine 300 mg une fois par mois sous surveillance et 50 mg par

jour auto-administrée.

Le schéma peut &tre complété par 1'administration mensuelle de 500 mg d'
Ethionamide ou de Prothionamide.

Lorsque l'emploi de la Clofazimine est absolument hors de question en rai-
son de la coloration que ce médicament donne aux lésions cutanées, il

faut envisager de la remplacer par 250-375 mg d'Ethionamide ou de Prothio-
namide auto-administré gquotidiennement.

I1 convient de poursuivre le traitement associé au moins deux ans et si
possible plus longtemps, Jjusqu'a la négativation des examens bactériolo-

giques.

- Lépre paucibacillaire ’

dans la lépse paucibaciliaire, la population bactérienne est au maximum
d'environ 0V microorganismes.

Le schéma &

. Rifampicine 600 mg une fois par meis pendant 6 mois

. Dapsone 100 mg par jour pendant 6 mois.




CHAPITRE IV

RESISTANCE MEDICAMENTAUSE DE M. LEPRAE (18, 25)
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De trés nombreuses souches bactériennes ne sont pas en pratique aussi sen-
sibles aux antibiotiques Que le spectre d'activité de chacun de ces pro-
duits pourrait le laisser croire., En effet, depuis 1'introduction successi-
ve en thérapeutiaue des différents antibiotiques, la sensibilité des bacté-
ries a beaucoup Gvoiué de sorte que la proportion de souches résistantes

dans de nombreuscs aspéces est actuellement importante.

Plusieurs facteurs sont responsables de cette évolution
- des facteurs propres aux bactéries, Pacteurs génétiques, expliquant l'ap-
parition des bactéries résistantes & un ou plusieurs antibiotiques (mais

il s'agit de phénoméne rare),

- des facteurs [avorisant la diffusion des souches bactériennes résistantes.
Ils tiennent esgssentiellement & nos habitudes thérapeutiques et & un mau-

vais usage de l'antibiothérapie.

1) Définition de la résistance médicamenteuse

Il y a résistance médicamenteuse lorsque la concentration minimale inhi-
bitrice (CMI) d'un produit vis & vis d'une souche bactérienne différe
signifiicativement de celle qui a valu pour une série de souches sauvages,
c'est-a-dire provenant de malades jamais traités par le médicament et

sélectionnds avant l'application sur une grande échelle du médicament en

question.

3
ndaire et primaire
‘ o acquise o ) )
Historiquencnt la résistance est touujours la premiére a [laire son appa-

rition, elle résulte en effet de la sélection de populations résistan-
tes chez Jos malades porteurs & i'origine de germes sensibles lorsque

le malade, avec une résistance secondaire, inflecte des personnes de leur
entourage, ceux-ci développent une maladie résistante d'emblée : on la
désigne sous le terme '"résistance primaire",

A noter que la résistance secondaire n'apparait que chez les malades
multibacillaires alqrs que la résistance primaire peut exister tant dans

dans des formes paucibacillaires que multibacillaires.
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L ) - . .
Comme il n'es! pas possible de s'assurer avec certitude si un malade n'a

pas ¢té traitd antérlieurement, nn remnpiace actuellement le terme résistance
primaire par -elui dde resistance initiale.
La résistance n'est donc pas le résultat Jd'une adoption progressive de for-

mes sensibles aux médicaments auxquels 1ls sont exposés, et on n'a jamais

vu jsuq'ua présent une souche résistante redevenir sensible (25),

Seuls les malades multibacillaires (LL, BL, BB) de la classification RIDLEY
J. courent le risque de voir apparaitre une résistance médicamenteuse gqui
résultera de la sélection de mutants résistants par le traitement é&tant don-
né Jleur importante charge bactérienne, jusqu'a 10t1 germes dont 10 % peut
étre vivants.

I1 s'ensuit gue

- s8i le traitement est régulier et & dose élevée, entiére, seuls des mutants

3 résistance élevée peuvent survivre et apparaitre,

- 81 le traitement a été & faible dose, ou irrégulier, des mutants & résis-

tance faible peuvent é&tre sélectionnés.

Preuve de l'existence d'une résistance medicamenteuse

Une résistance médicamenteuse doit étre suspectée lorsqu'un malade rechute
sous traitement. ou ne répond pas comme prévu au traitement ou provient de

l'entourage o'un malade reputé résistant.

3.1 Essai clinique

Aprés évaluvation minitieuse du malade {clinigue, bactériclogique et
histologinue) un traitement entierement supervisé est administré. Au
bout de 6-9 mois, une nouvelle évaluation décide si le malade a regres-

s8é ou noil.

3,2 Test de sensibilité médicamenteuse dans le coussinet plantaire de la

.

souris
Une biopsie cutanée d'un endroit avcec un IB de 3 ou plus est préle-

vée lors de 1l'essal clinique et des souris normales inoculées dans une
ou deux pattes arr&éres avec 5 x 103 bacilles ou 104 bacilles. Les sou-

ris sont divisfées en différents lots, un lot ne recevant pas de médi-
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cament servan‘ de contrdle, d'autres vecevant. le (s) médicament (s) & tes-
ter aux doses appropriées. Six a douze mols aprés 1l'inoculation, les souris
sont examinéc:.

En général la résistance secondaire (acquise) s'acquiert de deux maniéres

- résistance par mutation chrosomique

- résistance extra chromosomigque.

La prémiére forme survient lors de mutations au niveau du chromosome bac-
térien, Ces mutations sont des phénoménes généralement spontanées, rares,
stables,, héréditaires et dues au hasard, donc indépendant de 1l'emploi de
l'antibacillaire. Celui-ci ne fait que revéler 1'existence des souches ré-
sistantes en détruisant les souches sensibles. La résistance par mutation

chromosomique ne se produit qu'a l'encontre d'un seul type de médicament.

Le second type de résistance acquise est 171é soit 4 l'existence de plasmide

(génes) en liberté dang le cytoplasme de la bactérie, soit a4 1'apport du

facteur de v stance par un bactériophage d'une bactérie a4 1'autre. Le

transfert dos cuaracitéres de résistance s'opére sous 1'influence d'un facteur
de transferc : WY dresistance transfevt {factor).

Etiologie de ia Lstance médicamentedse

Des germes appals sent comme mutants dans Lloute population bactérienne,
également ern absence de fout produit antibactérien.

Pour M. tubercutosis la fréguence de mutation est de 10“6~10'7 dans les

P . . ~§ e I
résistances taibles et & 10 8 a 1079 pour les fortes résistances.

Pour 109 ‘M. tuberculosis, on pourrait s'attendre a trouver 100-1 000 bacil-

les mutants faiblement résistants, 10-100 modérément résistants et 1-10 hau-

tement résistants.

En absence de produit antibactérien, ces mutants sont désavantagés par rap-
port au reste de la population. Le facteur sélectif que constitue le pro-

duit antibactérien renverse totalement cette situation : les formes sensi-
blef; meurent, les résistants survivent et se multiplient, remplagant pro-

gressivement les organibmes sensibles dans la population bactérienne.




5) Prévention de ia résistance médicamenteuse

Par analogie avec le traitement de la tuberculose et autres affections mul-
tibacillaires, vout malade multibacillaire doit étre traité par une combi-

naison médicamenteuse dés le début du traitement.

“En effet, si la proportion de germes mutants résistants vis & vis de 2 od‘

.3 médicaments est respectivement de 107X, 107¥, et 1072, la proportion de
germes & résistance double ou triple est de 107(X * ¥) ot ge 10=(x + y + 2).
En terme réel 1011 M. leprae, comporte 1010 germes sensibles & deux produits,
environ 10” germes résistants au premier 10u germes résistants au second ;

‘mais 10712 seulement aux deux produits a la fois c'est-a-dire non existant.

Le traitement combiné signifie 1'administration de deux ou plus de produits

en méme temps et d'emblée, et non pas 1'un aprés 1l'autre. Ce procédé, en
effet, ménerait inévitablement & une sélection de germes résistants aux deux
"~ produits 1'un aprés l'autre.
. La proportion estimée de mutants résistants est : 1077 pour la Rifampicine

et 10”'6 pour la Dupsone, la Clofazimine et les Thionamides.
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LES MALADES
Depuis 1986, Z% malades multibacillaires ont été biopsiés, présentant tous

des signes en faveur d'une rechute clinique caractérisée par :

Apparition de nouvelles lésions

IB 2 2+

Nombre de BAAR/g tissu supérieur ou égal a 107
IM =5 %.

1

Ces malades ont &té traités, soit par la Rifampicine seule ou en association
avec d'autres médicaments anti-hanséniens.

La confirmation experimentale de ces rechutes cliniques a été réalisée &
1'Animalerie bapévimentale de 1'Institut MARCHOUX.

Les renseignenents ithérapeutiques nous ont &Lé Pourhis par le Service Recher-

che Appliquée. g
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. METHODES

2.1 Préparation des échantillons de biopsies cutanées pour 1'inoculation

4 la souris

2,1.1 Lames pour la préparation des frottis standards

Cn emploie les lames standards pour examen microscopique 76.x
25 mm, sur lesquelles 4 cercles de 8 mm de diamétre ont été mar-

qués par dépolissage.

2,1.2 Nettoyage des lames

Dégraisser, faire ftremper dans de l'acide citrique. a 50 %
vendant 24 heures

Faire bouillir dans du "Dec:cmt__'soj’é 2%

Laver 4 1'eau de robinet

Faire bouillir dans de l'acide nitrique a 50 %

aver a4 1l'eau de robinet

Hincer plusieurs fois 4 1'eau distillée

Conserver les lames dans un mélange 50/50 acétone et alcool.

2.1.3 Délivrance du volume standard de suspension bacillaire

Le volume standard de suspension bacillaire est déposé sur le
cercle de 8 mm de diamétre au moyen d'une anse de platine de 2
mm. lL'anse standard est réalisée de la méme facon qu'une anse
bactériologique mais courbée & 45° et 1'anneau de fil est lége-
rement ouvert de facon que le contenu soit complétement libéreé
dés le contact avec la lame de verre.

On preléve la suspension en y plongeant 1'anse, puis en la reti-
rant verticalement. On dépose 1'échantillon standard sur la lame
en placant l'anse horizontalement au centre du cercle, puis on
étale toute la suspension en passant deux fois sur la circonfé-
rence interne du cercle, On passe 1'anse aprés chague préléave-

ment et oon fait quatre Prottis par dilution.

2.1.4 Vixation etrcoloration des frottis standards
»

Oy Jaisse les frottis sécher a i'air, puis on les fixe A la cha-

wwr pendant 5 minutes sur une plague chauffante, et on expose
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aux vapeurs de formol & 40 % pendant 5 minutes, puis fixés a
nouveau par la chaleur pendant 5 minutes.

Les frottis fixés sont colorés par la fuchsine a froid.

Microscopie

dtilisation d'un microscope de bonne qualité, avec un sys-
Leme d'éclairage a@équat est. indispensable. 11 faut pour cela
e miloroscope hinocculaire muni d'un objectif x 100 et d'occu-
taire x 6 oou 1.

Lloasl nécessaire de connaitre 1'aire du champ ouvert par ce
sysivéme optique pour chaque microscope utilisé pour la numéra-
tion des BAAR, L'aire est déterminée & partir du diamétre du

champs mesuré avec un micrométre optigue a chambre claire,

Numeration des BAAR

La lame est placée sous microscope avec une goutte d'huile &
immersion et ajustée sur la platine de facon que le premier
champ microscopique complet du frottis se trouve sur un méme
diamétre que celui-ci. On compte les BAAR dans le premier champ
au total dans huit champs.

Les guatre frottis correspondant & la dilution étudiée sont comp-
tés de la méme facon et on fait la moyenne des BAAR comptés dans
les quatre frottis. Quand le nombre de BAAR est élevé, on dilue
la suspension pour obtenir une numération de 20-100 BAAR par
champs le long du diameétre du frottis coloré,

Lorgqgue leg BAAR sont en petit nombre, on les compte non pas

par champ, mals directement le long d'un diamétre et on fait la

moyenne des gquatre frottis.

Calcul de la concentration de BAAR/ml _de suspension

Lus suspensions de M. leprae pour numération des BAAR sont di-

dans de 1l'albumine bovine 0,1 % dans l'eau distillée sté-
rile. L'albumine est employée pour faciliter 1'adhérence des

BAAR & la lame.
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Aprés avoir déterminé le volume de liquide délivré. par 1'anse et
1'aire couverte par huit champs microscopiques, on peut calculer
le facteur de conversion en fonction de l'anse et du microscope

urilisé comme suit

[ = aire du cercle de 8 mm X _ 1 ml

aire du champ microscopique x 8 V/volume délivré par 1'anse

-

. - . Pk
soit  Fo= M x4" 4
Mxro x 8 v
cayorn du champ microscoplgue en mm
Yow voiume délivré par 1'anse en ml

Le nombre de BAAR/ml de suspension est égal au facteur de con-
version (F) multiplié par la numération moyenne des huit champs

multiplié par la dilution de 1la suspension.

Pour notre microscope, marque leitz, le facteur de l'anse est

5,444 x 104 ml.

Préparation de biopsie pour l'inoculation aux souris

La méthode consiste & donner le meilleur homogenat total possiblé de

la biopsie. Elle emploie des matériaux stériles. On pése le tissu biop-

sié de

{(albumi

facon & déterminer le volume minimal de liquide de suspension

ne bovine a 0,1 % dans 1l'eau distillée stérile).

Les propovtions utilisées sont les suivantes

poids de la piopsie Volume de liquide de suspension

jusgu'a

(g) (ml)

0,000 0,5
INSIIY; 1,0
i, 080 . 1,5
Gyl 2,0
0, A 50 2,5
0,400 . 3,0

cond/ e
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La biopsie est déposée dans une boite de pétrie tarée, on enléve la plus
grande partie de la graisse et on pése de nouveau. Puis on émince le

tissu a4 fond avec des petits ciseaux courbés, et on transvase le tout en
s'aidant des ciseaux dans le broyeur homogénéiseur contenant le liquide

de suspension nécessaire.

Les tissuz &mincés sont homogénéisés A fond, et on prépare des frottis
standards pour le dénombrement des BAAR.
On calcule je nombre de BAAR/ml d'échantillon, BAAR/échantillon et BAAR/

g tissu,

Inoculaticn e M. leprae & la souris

Le volume ' iroculum étant de 0,0% ml par coussinet plantaire de la sou-
ris, nous inoculons ].Ou BAAR comme nombre maximale de bacilles inoculés
par patte de souris de sorte qu'il est fréguemment nécessaire de diluer
la suspension avant 1l'inoculation.

2.3.1 Etude de la viabilité de M. leprae

Pour chague cas de suspicion de rechute clinique, nous inoculons
10“ BAAR aux deux coussinets plantaires des pattes postérieures

a un groupe de 10 souris femelles. On recueille ensuite les cous-
sinets plantaires et on y compte les BAAR, s8ix & douze mois aprés

1'inoculation des bacilles.

2.3.2 Etude de la sensibilité aux médicaments

.1 Mesure de la sensibilité de M. leprae & la DAPSONE

Trois lots de dix souris sont inoculés en méme temps que
le lot témoin (lot servant pour étude de la viabilité)

repartis comme suit

- un lot de dix souris avece la Dapsone incorporée dans
t

o

a nourriture a la concentration de 0,01 %

- un lot de dix souris avec la Dapsone incorporée dans

ia nourriture a 0,001 %

un lot de dix souris avec la Dapsone incorporée dans

la nourriture & la concentration de 00,0001 %.

v/
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2.3.2.2 Mesure de la sensibilité de M. leprae & la Rifampicine

Un lot de dix souris est conjointement inoculé avec le
ot des souris témoins pour mesure de la sensibilité de
M. leprae.

La solution de Rifampicine est a 1lg/1.

La Rifampicine est donnée par gavage oesophagien une fois
par semaine a raison de 10 mg/kg (0,2 ml pour une sou-

ris de 20g et 0,3 ml pour une souris de 30g,

Collecte de M. leprae dans les pattes de souris

Au moment voulu, les souris sont sacrifiées et épinglées sur une plan-
che & dissection, les pattes arriéres disposées de fagon que les cous-
sinets plantaires scient tournés vers le heut. On recuellle chaque cous-

sinet plantaire avec une série d'instruments stériles.

Lorsqu'ils sont homogénéisés dans 2,0 ml d'albumine bovine a 0,1 % dans 1l'eau

distillée, on étale une goutte de chague suspension dans une boite de

pétrie en plastique. B

Chaque coussinet plantaire est prélevé entier du talon & la base des
doigts avec de petits ciseaux & becs courbés et déposé dans la goutte
de suspension. qui se trouve dans la boite de pétrie. Puis, avec une
lame de scapel pointue, tout le tissu restant du coussinet et le tissu
situé entre les og sous-jacents sont curetés et ajoutés au tissu déja

recueilli.

Avec les mémes ciseaux, l'ensemble du tissu recueilli est finement émin-

cé et dipcue dabs un broyeur pour érre homogénélise a fond aprés-addition
7

de la toreitié Jdu liguide de suspension (2 ml/patte et 3 ml pour deux

pattes ).

Or prépate des {rottis standards pour dénombrer les BAAR dans ces ho-

mogénéitas plantaires.

On obtient le nombre total de BAAR/coussinet plantaire qui est égal au

nombre de BAAR/m}"x 2 {coussinet plantaire recueilli dans 2 ml de liqui-

de de suspension) ou égal au nombre de BAAR/ml x 3 (coussinet plantaire

recueilli dans 3 ml de liquide de suspension. 2
*

- Les résultats seront donnés 6-12 mois aprés 1'inoculation des bacil-

les,

R A




Les réconltes positives sont celles yul donneront une multiplication

de M, leprag supérieure ou égale a 1.0 x 107 BAAR/patte de souris.

- Les rechuies sont confirmées expérimentalement par la multiplication

de M. leprae dans le coussinet plantaire chez au moins une sOouris

- La sensibilité de M. leprae & un médicament est traduite par 1l'absence

de multiplication chez les souris traitées par ce médicament.
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Préparation des colorants Thélep

Solution de carbo fuschine

C'est un mélange de deux solutions

1

Solution 1 (solution 10 % de fuschine basique dans 1l'alcool a 95 %)

Peser Fuschine bhasique en poudre........... lg .. 0. 28

Mesurer Alcool absolu ou & 95 %............10 ml ou...... 20 ml
mélanger ces quantités,

Solution o {(solution acqueuse de phénol a 5 %)

Mesurer PFhénol ligquide.......oo. ... oo 5 mloou., ..., 10 ml

mesurer ean dietilide, ., ... S 9% ml ocu..o.o. ... 190 ml
mélanger ces quantibtés

On ajoula

20 ml de ia molution (1), ..o onnn.., Carbo fuschine a 10 %

180 ml de ta solution (2)....... e veve... Solution de phénol a &5 %

Solution alcoolo-acide chlorhydrique concentrée & 1 7

Préparer alcool a 710 %
mélanger : alcool absolu.,............. 70 ml

eau distillée.............. 30 ml
faire couler lentement dans un récipient contenant
- 1 ml d'acide chlorhydrique concentré

- 99 mi d'alcool & 70 %.

Solution de bleu de méthyléne

Mélanger apres avoir pesé ou mesuré les ingrédients :

dissoudre 0,6 g de poudre de bleu de Méthyléne

- dans 60 ml d'alcool a 9% % puis

ajouter 140 mil d'eau distillée,

Les solutions de carbo-fuschine et de bleu de Méthyléne

1) doivenr &tre toujours fPiltrées au moment de la coloration
*
2) peuvent &tre gardécs dans des flacons bhouchés 3 mois & la tempéra-

ture du laboratoire.
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Préparation de la solution de Rifampicine & lg/litre

La solution de Rifampicine se prépare en eau gélosée a 0,05 g/1.

Préparaticn de !'gau gélosée a4 0,05 g/litre

Peser 0,09 g de Bacto Agar. Faire fondre doucement dans un litre d'eau
distillée iusqu'a limpidité du liquide. Répartir en flacons de 100 ml
bouchés & vis avec capsule intérieure. Autoclaver a 120° pendant 20 mi-

nutes. Gavder & 1'abri de la poussiére.

Préparation de 100 ml de solution de Rifampicine a lg/litre en eau gé-

losée
Peser 100 mg de poudre de Rifampicine : placer la poudre dans un mor-
tier en porcelaine stérile et broyer finement. Ajouter petit a petit la
plus grande partie du contenu d'un flacon de 100 ml d'eau gélosée tout
en continuant a broyer et & homogénéiser. Verser la suspension obtenue
dans un flacon de 100 ml stérile bouché & vis. Rincer le mortier avec
les quelques millilitres d'eau gélosée restants et ajouter l'eau du rin-

cage A la suspension déja faite.

Conservation de la solution de Rifampicine

La suspension de Rifampicine se garde au réfrigérateur & 4 C pendant
un mois. bas totalemenl limpide quand elle vient d'étre préparde, elle

le devient aprés une nuit aw réfrigérateur.

Emploi de la soiution de Rifampicine

Sortir la soluticn du réfrigérateur. Agiter doucement pour &tre sir gque

la Rifampicine est bien dissoute. Traiter les souris par gavage, une fois
par semaine. Le traitement débute le jour ou le lendemain de 1'inocula-

tion et centinue toutes les semaines jusqu'au sacrifice des souris (en

général entre 8 et 10 mois).

Volume de solution % administrer

Les souris &gées de 4 a4 8 semaines pésent environ 20 g. Elles recoivent

0,2 ml de solution de Rifampicine a 1 g/litre, soit 0,2 mg de Rifampi-

cine pour un poids dé 20 g = 1 mg pour 100 g ou 10 mg/kg.




