
technique de laboratoire 

L'ANTIBIOGRAMME 
DU BACILLE DE LA TUBERCULOSE 
EN MILIEU LIQUIDE 
Technique, premiers résultats, intérêt de la méthode 

L'ETUDE de la sensibilité du bacille de la tuber­
culose aux antibiotiques est encore l'une des tâches. 
délicates du laboratoire. 

Délicate pour les biologistes parce que la principale 
Inéthode actuellement utilisée, qui a fait largenlent la 
preuve de sa fiabilité, est techniquement longue à 
réaliser, un peu fastidieuse et parfois dangereuse pour 
le technicien. Il s'y ajoute que lorsque le laboratoire 
en cause ne réalise pas souvent cette technique, des 
erreurs de manipulation peuvent intervenir. Enfin. elle 
nécessite la conservation de milieux de culture de 
Lowenstein avec antibiotique incorporé, donc périssa­
bles. D'autre part, les résultats sont longs à obtenir. 
Nous reviendrons enfin sur le coth d'un antibiogramme. 

Or, depuis nlaintenant plus de dix ans, Bretey et ses 
collaborateurs (9) ont étudié une nouvelle méthode de 
nlesure de la résistance des mycobactéries. 

Cette méthode, utilisée depuis en routine par trois 
hôpitaux parisiens, est en cours d'adoption à l'H.I.A. 
Percy; en voici le principe, la technique d'emploi et 
des résultats comparatifs prélinlinaires avec la méthode 
des proportions en milieux solides. 

I. - PRINCIPE. 

La méthode est basée sur l'étude du métabolisme bacté­
rien par son dégagement d'anhydride carbonique (C02). 

Le dégagement d'anhydride carbonique peut être ana­
lysé quantitativement. 

Il suffit de comparer le métabolisme du bacille de la 
tuberculose en présence des antibacillaires à celui de 
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témoins sans antibiotiques. Il s'agit en somme d'une 
méthode des proportions étudiées en milieu liquide. 

II. - L'APPAREILLAGE. 

Le nlatériel nécessaire pour une telle manipulation est 
le suivant, avec un montage tel que nous le propose 
le schéma de Bretey et Vergez (fig. 1 a et b). Il 
comporte: 

NoOH NoCI ENREGISTREUR 
FLACON 

de GARDE 

Figure n° 1 a. - Schéma général de l'appareillage selon 
Bretey et Vergeze 

Figure n° 1 b. - Vue de l'analyseur (en haut), de l'enre­
gistreur en bas et du perforateur à droite. 
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un analyseur de CO2 de 0 à 4 p. 100: 
un enregistreur potentiométrique ; 
un perforateur de capsule réalisé artisanalement; 

- un distributeur doseur pouvant injecter 5 ml ; 
- une bouteille de CO2 de concentration connue 
(inférieure à 2 p. 100); 
-- des seringues rhéomètres avec des aiguilles longues 
pour pennettre la perforation des capsules et réhydrater 
ou ensemencer les milieux. 

III. - LES MILIEUX DE CULTURE. 

Les flacons de culture sont de type flacon de pénicilline. 
Il s'agit d'un lnilieu de ~ouma~s lyophi!is.é. avec 
r~constitution au moment de 1emploI. Les antIbIOtIques 
sont incorporés dans le milieu Youmans avant la lyophi­
lisation. 

L'institut Pasteur production assure la fabrication et 
ln distribution des flacons. 

Concentration d'antibiotique contenue dans chaque 
flacon: 

Isoniazide : 0,1 y - 0,2 Y - 0,5 Y 
Streptomycine : 2 y - 5 Y - 10 Y 
Ethalnbutol : 7 y - 12 Y - 16 Y 
Ethionamide : 1,5 Y - 2,5 Y - 4 Y 
Rifampicine : 1 y - 2 Y - 4 Y 

Un autre nlilieu est utilisé pour la préparation des 
dilutions : l'eau glycérinée à 2 p. 100. 

IV. - TECHNIQUE. 

L'ensemble de la technique est résumée par la figure 
n° 2. L'ensemencement d'un lnilieu de Youmans (envi­
ron 5 lnl) à partir d'un milieu de Lowenstein permet 
d'obtenir une culture en phase exponentielle. 

1er temps de la technique. 

On prélève environ 1 mg de culture de la même façon 
que pour l'antibiogramme en milieu solide. Ce prélè­
vement est transféré dans le flacon de milieu de You­
lnans. On essaie de dissocier les colonies sur la paroi 
du flacon; il peut persister de petits agglomérats. La 
mise en cuhure est de 3 à 4 jours. 

2e temps. 

Au bout de cette durée d'incubation, il y a lieu d'obtenir 
une densité égale à environ 0,1 mg par ml de culture, 
ce qui correspond, macroscopiquement à une suspension 
bactérienne légèrement opalescente. 

De toute façon, cela a peu d'importance, l'important 
étant que tous les tubes soient ensemencés à partir de 
la lnême solution mère ajustée : la différence portera 
sur le délai de lecture. 

3e temps. 

On ensemence 1 ml de cette solution mère ajustée, dans 
un 1er tube de milieu contenant 1,5 ml d'eau glycérinée. 
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Figure n° 2. - Résumé de la technique. 

Après mélange soigneux de cette suspension au rhéo­
lnètre (1a pipette à bouche est à prescrire formellement, 
en raison des dangers de contamination); on prélève 
1 lnl de cette 1re suspension que l'on transfère dans 
19 lTll d'eau glycérinée qui constituera la dilution à 
2 p. 100. 

De m8me, on fera un 3e « passage », vers un 3e tube 
contenant lui aussi 19 ml d'eau glycérinée, ceci consti­
tuera notre dilution à 0,1 p. 100. 

Chacune de ces trois dilutions après une agitation soi­
gneuse et prolongée permettra d'inoculer les trois 
flacons ténl0ins à raison de 1 ml par flacon : on dispo­
sera ainsi des trois témoins, 40 p. 100, 2 p. 100 et 
0,1 p. 100. 

4e temps. 

Les 15 flacons des différents antibiotiques seront ino­
culés à partir de la solution-mère ajustée, à raison de 
1 ml par flacon. 

Ln dernière manipulation consiste à introduire de l'air 
filtré dans chaque flacon pour équilibrer la pression 
interne avec la pression atmosphérique. 

Ce détail est particulièrement important pour la lecture 
de l'antibiogramme. 

Les flacons sont placés à l'étuve à 37° avec si possible 
brasseur d'air intérieur. 
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V. - LECTUR.E DE L'ANTIBIOGRAMME. 

Le Inoment favorable pour la lecture est celui où le 
témoin 0,1 p. 100 est bien visible macroscopiquement, 
soit après 8 à 12 jours d'étuve à 37°. 

i\ ce nl0ment de la culture, de petits flocons se mettent 
en suspension lorsqu'on agite le flacon : en cas de 
doute, l'examen à la loupe favorise l'interprétation. 

La mesure se fait en perforant le flacon avec un trocard 
à double canal : 

- Le premier canal pernlet d'inoculer en profondeur 
du flacon 5 ml de liquide de déplacement. 

- Le deuxième, situé près de la garde, permet l'éva­
cuation du gaz dégagé par la culture. 

Ainsi, un volume constant est évacué et transféré dans 
l'analyseur qui a été étalonné préalablement sur une 
concentration connue d'anhydride carbonique. Dans le 
même temps, l'enregistreur est mis en route, ce qui 
permet de conserver sur document les déviations de 
l'analyseur. 

Ainsi, lors du passage des différents témoins, l'enre­
gistreur va permettre d'ajuster l'aiguille de l'enregistreur 
sur l'échelle du papier semi-logarithmique : cette aiguille 
sera ramenée à : 

0,1 pour le témoin à 0,1 p. 100; 

2 pour le témoin à 2 p. 100; 

40 pour le témoin à 40 p. 100. 

La lecture des cultures pourra être réalisée et l'enre­
gistrement des sensibilités et des résistances sera prati­
qué. Il y aura lieu de noter le nom de chaque antibio­
tique sur le document au moment des passages de 
façon à les repérer correctement pour l'interprétation 
(fig. 3). 

VI. - L'INTERPRETATION DES DONNEES DE 
L'ENREGISTREMENT. 

Point capital de cet examen, l'interprétation des résul­
tats suppose la connaissance préalable des seuils de 
résistance clinique pour chaque antibiotique. De même 
que pour le milieu solide où les concentrations critiques 
ont été fixées expérimentalement, le seuil critique décidé 
expérimentalement par les protagonistes de la méthode 
est de 2 p. 100 pour l'ensemble des antibiotiques actuel­
lement étudiés. 

VII. - RESULTATS. 

L'étude de la sensibilité de 78 souches de bacilles de 
la tuberculose a été réalisée à la fois par la méthode 
en milieu liquide et en milieu solide. 

La méthode traditionnelle des proportions en milieu 
solide a servi de référence. 

Sur ces 78 antibiogrammes, la concordance a été totale 
(tableau 1). 

Seuls ont pu être comparés les antibiotiques suivants : 
1soniazide (R) ~ Rifampicine (R), Streptomycine (R), 
Ethanlbutol (R). 

L'ethionamide a été testé en milieu liquide, mais n'a 
pu être comparé en milieu solide, car cette dernière 
méthode ne teste plus l'ethionamide. 

11 a été procédé à des essais de reproductibilité des 
résultats. Ces essais ont été malheureusement limités. 
Ils ont porté sur l'étude d'une souche de bacille de la 
tuberculose résistant à plusieurs antibiotiques. 

Les résultats des relevés d'enregistrement figurent au 
tableau II. 

TABLEAU 1. - Etude de la sensibilité de 78 souches de 
bacilles de la tuberculose. 

Antibiotiques Accord 

Sensibles Résistants 

Streptomycine G4 14 

Isoniazide 79 01 

78Ethambutol o('100 p. 100) 

78 o(100 p. 100) 
Figure nQ 3. - Exemple d'enregistrement. 
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TABLEAU II. - Enregistrement de cinq dosages (souche 
N° 2515 59). 

40 - - - - - - - - ­
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VIII. - DISCUSSION. 

1) Discussion de nos résultats. 

Sur quatre antibiotiques la concordance avec la méthode 
de référence est totale. Cela paraît spécialement impor­
tant à souligner, d'autant que du point de vue clinique, 
les résultats n'ont montré également aucune discordance. 

2) Discussion de la méthode. 

Les points de discussion les plus importants concernant 
cette méthode ont porté sur les points critères de résis­
tance. 

Dans un premier temps, Bretey, Vergez, Mme Jahan et 
Brouet avaient fixé dans un tableau complexe lors de 
leur publication de 1973, les différents pourcentages 
retenus comme seuil de résistance. Ces chiffres étaient 
généralement bas et ont posé des problèmes d'interpré­
tation. 

Actuellement, les différents utilisateurs de cette méthode, 
retiennent un seuil plus élevé qui se situe à la hauteur 

TABLEAU III. - Concentration en microgramme par ml. 

Faible Moyenne 
Antibacillaires 

Solide Liquide S L 

Isoniazide 0,1 0,1 0,2 0,2 

Streptomycine 2 4 5 

Ethionamide 1,5 2,5 

Ethamhutol 7 2 12 

Rifampicine 2 

du témoin à 2 p. 100 pour le flacon de concentration 
moyenne. 

JI faut dire qu'en pratique, la résistance se manifeste 
le plus souvent pour les trois flacons (concentration 
d'antibiotique faible, moyenne et forte). 

Mais l'interprétation est beaucoup plus difficile lorsque 
les niveaux sont dissociés. On retient généralement en 
pratique, la position du flacon de concentration moyen­
ne : s'il dépasse ou égale le 2 p. 100 la souche est 
considérée comme résistante. 

Les réserves qu'ont faites les auteurs à propos des 
souches qui avaient une activité comprise ou égale au 
0,1 p. 100 ne paraissent plus justifiées. 

Une critique relativement sévère a été faite à propos 
des concentrations trop élevées dans les flacons 
(tableau III). 

Cette critique n'est pas fondée, car la concentration 
présente dans les flacons est plus voisine de la concen­
tration sérique que celle du milieu solide. 

f\insi, pour certains antibiotiques comme l'Ethambu­
toI (R), les concentrations des flacons sont très diffé­
rentes du milieu solide. De plus, pour la Streptomy­
cine (R), 4 ug/ml en solide donnent 5 ug/ml en liquide 
(tableau III). Inversement pour la Rifampicine (R), on 
al, 2 et 4 gammas en liquide contre 40 gammas en 
solide. 

C'est pour cela que certains ont pu dire que les deux 
méthodes ne sont pas comparables, car elles « jugent » 
le métabolisme du bacille sur des concentrations diffé­
rentes des mêmes antibiotiques. 

En pratique, il n'en reste rien et d'autre auteurs (Mn1e 
Offredo et coll., communication orale au symposium 
sur les mycobactéries Institut Pasteur, février 1981) ont 
lTIontré la bonne concordance de la méthode sur une 
beaucoup plus grande série. 

Forte Pic Demi-viesériqueS t 

0,5 2,5 - 5 1 à 1,3 h à acétyleur 
rapide 

10 3 à 4 h à acétyleur 
lent 

10 15 à 20 G à 8 h 

4 à 4 3 h 

1G 15 3 h 

4Q 4 10 D 15 3 h 
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TABLEAU IV. - Avantages et inconvénients comparés des procédés en milieu liquide et en milieu solide. 

Inconvénients : Liquide 

Technique Déli'cate 

He,lativement 

Sensible aux pollutions Oui 

Appareillage Relativement coûteux 

Avantages: 

Temps d'apparition des cultures 8 à 12 jours avec 

Solide� 

A:ssez délicate� 

Peu 

Aucun 

28 jours - 40 jours 
ori·entation !au 14e jour 

Reproductibi 1ité Bonne Pas toujours bonne 

Concentration des -antibiotiques Très bonne (Iyophylisée) Moyenne 

Permet de tester l'Ethionami,de Oui Non 

1nterprétation Immédiate Comptag.e de colonies 

EncorTlbrem'ent dans l'étuve Faihle Notahle 

Prix de revient 120,65 F TTC (fin 1982) 

Il reste donc à dégager les avantages et les inconvé­
nients comparés des procédés en milieu liquide et en 
milieu solide que nous présentons sous forme du 
tableau IV. 

CONCLUSION. 

La méthode gazométrique représente-t-elle un progrès? 

C'est certain quant à la rapidité de ses résultats, la 
facilité de sa lecture et quant à son prix de revient. 
Ses résultats paraissent fiables. 

Ces avantages sont un peu contrebalancés par l'inves­
tissement en matériel et une mise au point technique 
assez délicate. 
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