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Depuis 1932 nous avons procede a des nombreuses tenta
tives de culture du bacille de Hansen sur milieux artificiels. 
En sept ans, quatre-vingt-neuf Iepromes recent~, et trois rates 
provenant de Iepreux decedes, ont eM ensemences. Nous avons, 
en outre, pratique trente-cinq hemocultures chez des Iepreux en 
etat de poussee evolutive. 

M~thode8 de pr~levement.-Au debut, nous nous servions comme materiel 
d'ensemencement de lepromes recents, desiniectes, preleves aseptiquement et 
broyes' a la main avec de petits fragments de verre sterilise. Le produit 
de ce broyage etait ensemence, soit sans preparation prealable, soit apres 
un traitement par la soude, l'antiformine, l'acide sulfurique ou l'acide ace
tique, d'apres les techniques employees pour l'ensemencement des expecto
rations des tuberculeux. Nous avons abandonne cette f~on de proceder 
parce que Ie materiel, ensemence immediatement apres Ie broyage, se revelait 
trop souvent souille par des microbes de la peau. Nous craignions, d'autre 
part, que Ie traitement par la soude, par l'antiformine ou par les acides ne 
diminuat la vitalite du bacille Iepreux. Quinze lepromes ont ete ensemen- . 
ces d'apres cette methode. 

Ensuite, nous avons adopte la technique suivante: Un Ieprome recent 
de l'avant-bras, suppose riche en bacilles et a peau intacte, ainsi que la 
peau environnante, sont desiniectes a l'ether et a la teinture d'iode. Puis, 
toute trace d 'iode est enlevee avec de l'alcool a 90°. On fait alors sur Ie 
16prome une ~pplication de neige carbonique par cryocautere pendant en
viron une minute. Le leprome ainsi traite est recouvert d'une petite cap
sule en verre sterilisee, fixee aseptiquement. Au bout de 24 heures, Ie rep
rome cauterise est surmonte d'une vesicule, con tenant environ 1 cc. de sero
site dans laqueUe se trouvent de nombreux bacilles et des leucocytes. Ce 
liquide est ponctionne aseptiquement avec une pipette effilee, puis direct
ement ensemence. Cette technique presente l'inconvenient de ne procurer 
qu'un materiel peu abondant et relativement pauvre en germes. Onze lep
romes ont ete ainsi erisemences. 

Depuis quatre ans, nous procedons de la f~on suivante: Un gros nodule 
16promateux recent, suppose riche en bacilles et a peau intacte, est desin
fecte a l'ether, puis a la teinture d'iode et a l'alcool A 90°. II est entiere
ment excise aseptiquement et toute la peau Ie recouvrant est br(}lee au 
thermocautere. Le leprome est alors introduit dans une petite presse A main 
metallique, sterilisee, que nous avons fait construire specialement. Le suc 
du nodule s'ecoule par les petits trous, situes a la partie inierieure de cette 
presse et Ie tissu iepromateux est retenu presque en totalite. Ce suc qui 
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contient gener'alement une enorme quantite de bacilles, sous forme de globi 
et de petits amas, est ensemence directement, sans traitement prcalable. 
Ensuite, nous introduisons 1 It 2 cc. d'eau physiologique sterile dans la presse 
et Ie leprome est exprime une seconde foi s. Ce deuxieme liquide obtenu 
ne contient, pour ainsi dire, pas de tissu iepromateux et se montre encore 
tres riche en germes. II est egalement ensemence sans traitement prealable. 
Avec ce pro cede, il est tout It fait exceptionnel que les milieux de cul ture 
ensemences se revelent ul terieurement souilles. Cette technique permet d'en
semencer largement quatre It six tubes avec une emulsion extremement riche 
en bacilles de Hansen. Pour nos essais de culture, nous utilisons de pre
ference des nodules Iepromateux recents, provenant de malades en etat de 
poussee evolutive. Soixante-trois prelevements ont ete pratiqucs d'apres cette 
methode. 

N ous nous sommes egalement servis pour nos ensemence
ments, a trois reprises, de rates de Iepreux, decedes a l'hopital 
de Choquan, que les Docteurs Dorolle et Baccialone ont bien 
voulu prelever pour nous. En outre, trente-cinq hemocuItures 
ont eM effectuees chez des Iepreux en etat de poussee evolutive. 

Milieux de culture.-N ous avons utilise pres de cent milieux 
de culture solides et liquides differents. II serait fastidieux de 
les enumerer tous. Les milieux servant a la culture des bacil
les tuberculeux et ceux employes dans les mycoses ont ete 
experimenMs, et chacun de ces milieux a subi plusieurs modifi
cations a diverses reprises. Des milieux a base d'huitres, de 
chair de poissons, de matiere cerebrale et meme de tissus hu- · 
mains proven ant d'accidenMs ont eM utilises. II a ete procede 
a des essais de culture du bacille de Hansen sur embryon de 
poulet ainsi que dans du liquide aspergillaire d'apres la methode 
de Vaudremer (7). Nous avons prepare des milieux auxquels 
no us ajoutions du liquoi"de Roche, des vitamines, de l'extrait 
globulaire ou des extraits d'organes les plus divers, d'origine 
humaine et bovine. Ces essais de culture ont ete tentes en 
aerobiose et en anaerobiose et cela a des pH variant de 6,5 
a 8,5. Plus de mille ensemencements et reensemencements ont 
eM effectues. 

RESULTATS 

A plusieurs reprises et sur differents milieux, nous avons 
observe au microscope de grands agglomerats de bacilles acido
resistants, tels que les ont decrits Shiga (6), Schlossmann (5) 
et Kulescha (4), mais no us ne pensons pas qu'il s'agisse de 
cultures vraies. Cette multiplication apparente des germes pro
vient plutot, a notre avis, d'une desagregation des globi ense
menees, suivie d'une espece d'agglutination qui semble se pro-
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duire des que la surface des milieux soli des montre une legere 
tendance a se dessecher. Sur les milieux liquides, nous avons 
egalement vu se former quelquefois de petits fragments de voi les 
tres tenus, composes de baciIIes acido-resistants. N ous suppo
sons que ce phenomene est dtl a des. germes qui ont ete en
traines a la surface et agglutines, peut-etre, par de minuscules 
particules graisseuses, provenant du materiel ensemence. 

Jamais, nous n'avons pu obtenir des sous-cultures a partir 
de ces agglomerats de germes. Nous retrouvions evidemment 
de nombreux bacilles en raclant la surface des milieux solides 
ensemences, mais ces baciIIes presentaient une tendance tres 
nette a la degenerescence j de plus, leur nombre diminuait a 
chaque repiquage pour disparaltre completement apres quelques 
passages. N ous estimons qu'il s'agissait, dans ces cas, de trans
ports de bacilles de milieu a milieu et non de cultures vraies. 
Sur les milieux liquides, nous n'avons jamais observe la forma
tion d'un nouveau fragment de voile apres repiquage, et meme 
la particule du voile ensemence disparaissait sans laisser de 
traces, en peu de temps. 

Par trois fois, nous avons obtenu des cultures macrosco
piques de bacilles acido-resistants repiquables en serie. Une de 
ces cultures, provenant de l'abces d'une gaine vasculo-nerveuse 
chez un lepromateux avance, a eM identifiee comme bacille 
tuberculeux eugonique, de type humain, mais de faible viru
lence. Les deux autres sont des bacilles paratuberculeux chro
mogenes, presentant des similitudes biologiques avec les souches 
chromogenes Hyogo, isolees a partir de lepromes que Ie Pro
fesseur Shiga a bien voulu nous remettre lors de notre sejour 
a Tokyo. La premiere de nos deux souches provenait de l'en
semencement du suc d'un nodule tres riche en germes, chez un 
tepromateux avance. La deuxieme a ete obtenue par hemocul
ture chez un tepreux, gravement atteint, de l'hopital de Cho
quan (Dr. Dorolle) . 

Ce malade presentait, depuis une semaine, une courbe de temperature 
a allure septicemique; son corps etait couvert de petites vesicules contenant 
des bacilles acido-resistants. L'examen du sang, etale sur lame, montrait 
d'assez nombreux bacilles acido-resistants, groupeS en petits amas, ou isoles, 
intra- et surtout extracellulaires. A noter que nous n'avons plus retrouve 
de bacilles dans Ie sang de ce lepreux et que les hemoculture~ sont restees 
negatives, des que la temperature est redevenue normale. 

Les bacilles de ces deux souches, provenant de malades 
differents, n'ayant eu aucun contact entre eux, paraissen t etre 
des germes de nature tres proche. Chez Ie premier malade, la 
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culture (trois colonies isolees) a et e obtenue au bout de deux 
mois sur un seul des quatre tubes ensemences (gelose au Sau
ton double, pH 7,5) . Chez Ie deuxieme, 20 cc. de sang ont 
ete melanges au lit du malade avec du Sauton + Iiquoi'de 
Roche (pH 7,2). A partir du sediment de ce baIlon, nous 
avons ensemence, deux semaines plus t ard , plusieurs tubes de · 
milieux differents. Sur un seul de ces tubes (P etragnani mo
difie) il s'est forme une colonie au niveau de I'eau de conden
sation apres un mois et demi d'etuve. Le ballon servant a ce 
repiquage n'a montre ulterieurement aucune culture. 

Ces deux souches presentent des caractei'es biologiques iden
tiques, mais leurs courbes du pH different legerement dans les 
cultures sur milieux liquides. Les repiquages s'obtiennent faci
lement, apres une semaine environ, sur milieux a l'oeuf et meme 
sur milieux ordinaires, a l'etuve et a la t emperature du laboratoire. 

Ces germes se sont montres avirulents pour Ie cobaye, Ie 
lapin et Ie singe. Injectes a fortes doses par voie sous-cutanee, 
ils provoquent chez ces animaux un nodule qui peut s'abceder 
ou qui se resorbe progressivement. M eme inocules sous la peau, 
melanges a de l'huile de paraffine, ou inj ectes p~r voie intra
cerebrale aux lapins, ces bacilles ne manifestent aucune virulence 
appreciable. 1. Bertrand, J . Bablet et F. Bloch, qui recom- . 
mandent, depuis 1937, la voie intracerebrale chez Ie lapin pour 
determiner Ie type originel des bacilles tuberculeux (1) et aussi 
pour discriminer les bacilles du groupe paratuberculeux (2), ont 
experimente nos deux souches chromo genes en 1939 (3) . Ils ont 
constate, comme nous, que l'inoculation intracerebrale directe 
ne provoquait pas de troubles notables de la sante generale, 
ni de manifestations nerveuses. Chez les animaux sacrifies au 
bout d'un mois ou de deux mois, les lesions histologiques loca
les etaient des plus discretes, la reaction des meninges et des 
plexus choroides a peine esquissee (legere hyperplasie endotM
Hale). Le point d 'inoculation etait toutefois marque par un 
nodule residuel, forme de corps granuleux et de macrophages 
a granulations pigmentaires. En se basant sur ces resultats, 
ces auteurs classent nos deux souches chromogenes dans Ie groupe 
des bacilles paratuberculeux.1 

1 Ces memes auteurs ont egalement classe comme bacilles paratubercu
leux les Bouches acido-resistantes, provenant de lepreux, que Shiga a bien 
voulu nous remettre. Par contre, l'inoculation intracerebrale au lapin du 
bacille de Kedrowsky, isole d 'un granulome lepreux vers 1925, leur a permis 
de conclure qu'il s'agissait d 'un bacille tuberculeux de type bovin, isole chez 
un Jepreux. 
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Un M acacus cynomolgus, recevant une alimentation carencee 
en vitamines B, a subi, en vingt mois, quinze series d'inocula
tions a fortes doses de ces germes par les voies les plus diverses 
(jusqu'a 2 cgr. par seance). Au debut, les inj ections sous-cuta
nees determinaient la formation de nodules infiltres qui , quel
quefois, s'abcedaient. Au bout d'un an, les lesions locales se 
montraient de moins en moins importantes. Elles se formaient 
et disparaissaient de plus en plus rapidement. Finalement, l'inj ec
tion de fortes doses sous la peaun'etait plus suivie de reactions 
locales visibles. Ce singe est mort a la suite d'une hemiplegie, 
trois mois apres la derniere inoculation. La recherche des bacilles 
acido-resistants dans les regions cutanees et sous-cutanees inj ectees, 
ainsi que dans les differents organes, a ete negative. Aucune 
constatation necropsique n'a permis d'affirmer que cette mort etait 
directement due aux inoculations experimentales. 

M ais, inj ectees par voie sous-cutanee a la souris blanche, 
immediatement apres leur isolement, ces souches provoquaient 
la mort des animaux par septicemie (bacilles et retrocultures 
positifs dans Ie sang du coeur, Ie foie, la rate et les poumons). 
Actuellement, apres quatre ans de culture sur milieux artificiels, 
l'inj ection de la meme dose ne produit chez les souris que l'ap
parition d'un nodule qui se resorbe plus ou moins rapidement. 

Les essais entrepris, par aill eurs , en vue de provoquer avec 
ces deux bacilles, cultives il est vrai depuis un certain temps 
sur milieux art ificiels, la reaction de Mitsuda chez quelques lepreux 
de type nerveux n'ont pas abouti. Cette constat ation incite a 
ne pas considerer ces souches acido-resistantes comme des c~ltures 
du bacille de H ansen. II pourrait s'agir de bacilles paratubercu
leux qui se seraient fixes dans l'organisme amoindri de lepreux. 
A noter cependant que sur environ mille deux cents hemocultures 
pratiquees chaque annee a l'Institut Pasteur de Saigon, chez 
des suj ets non lepreux affectes de maladies les plus diverses, on 
n'a jamais pu isoler un bacille paratuberculeux quelconque. 

Nous avons, en outre, observe des faits qui paraissent in
diquer qu'une culture macroscopique du bacille de H ansen a 
probablement eM obtenue. II s'agit d'un ensemencement pra
tique sur un milieu specia12 avec Ie sue d 'un leprome recent, 
contenant de tres nombreux bacilles. Onze mois plus tard, 
nous avons observe, dans deux des quatre tubes ensemences, 

2 De nouveaux essais sont actuellement en cours. La composition de 
ce milieu nutritif ainsi que les rl!sultats obtenus seront I'objet d' uD prochain 
memoire. 
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plusieurs colonies minuscules (environ 0 mm. 5 a 0 mm. 8 de 
diametre), surelevees, lisses, de forme ronde et de coloration 
grisatre. Des etalements sur lames ont demontre qu'il s'agis
sait de bacilles, non degeneres, fortement acido-resistants, groupes 
en amas et disposes cote a cote parallelement, presentant toutes 
les caracteristiques du bacille de H ansen. Les repiquages, ef
fectues sur Ie meme milieu ne montrent pas de cultures ap
parentes nettes, un an plus tard. Mais on observe sur lame, 
apres grattage du milieu aux points OU une legere culture paralt 
visible a la loupe, de nombreux et tres importants amas de 
bacill es non degeneres, fortement acido-resistants , ayant Ie meme 
aspect que Ie bacille de Hansen provenant de lesions recentes. 
De ces amas bacillaires partent de nombreuses trainees, lege
rement contournees, formees de bacilles groupes parallelement. 
En ce qui concerne les petites colonies remarquees dans les 
premiers tubes, il ne pouvait s'agir de particules du leprome 
puisque Ie suc ensemence n'en contenait pas. En outre, ces 
colonies n'ont apparu qu'environ onze mois apres l'ensemen
cement. D'autre part, nous n'avons jamais vu sur d'autres 
milieux de culture, vingt-trois mois apres l'ensemencement, les 
bacilles nettement augmenter en nombre et conserver leur as
pect normal. De tous nos nombreux essais, effectues pendant 
sept ans, nous estimons que seul ce resultat represente une cul
ture macroscopique probable du bacille de Hansen. Nous pour
suivons actuellement les essais avec ce milieu special, en pra
tiquant des repiquages un peu plus precoces, dans Ie but d'ob
tenir des cultures en serie. Le resultat recherche est d'une 
importance telle qu'il merite que de nouveaux efforts soient 
patiemment entrepris dans cette voie. 

RESUME 

Depuis 1932 no us avons procede a de nombreuses tent
atives de culture du bacille de Hansen sur milieux artificiels. 
Le materiel d'ensemencement a ete preleve d'apres diverses 
methodes. L'expression mecanique des lepromes, excises asep
tiquement, semble la plus favorable. En sept ans, quatre-vingt
neuf lepromes recents et trois rates, provenant de lepreux de
cedes, ont eM ensemences. N ous avons, en outre, pratique 
trente-cinq hemocultures chez des lepreux en etat de poussee 
evolutive. Environ cent milieux de culture solides et liquides 
differents ont servi aces essais. Plus de mille ensemencements 
et reensemencements ont eM effectues en aerobiose et en ana
erobiose et cela, a des pH variant de 6,5 a 8,5. 
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Trois cultures en serie de bacilles acido-resistants ont ete 
obtenues. L'une a ete identifiee comme bacille tuberculeux eu
gonique de faible virulence, de type humain. Les deux autres 
sont des bacilles paratuberculeux chromogenes, avirulents pour 
Ie cobaye, Ie lapin et Ie singe. Ces germes ne se sont reveles 
virulents pour la souris blanche qu'immediatement apres leur 
isolement. Chez Ie M acacus cynomolgus les injections en serie 
de ces bacilles ont ete suivies de phenomenes com parables a. 
ceux observes chez Ie singe inocule en pluf' ieurs seances avec 
des bacilles de Hansen. N ous ne croyons pas pouvoir deduire 
de cette similitude de reaction chez les singes que les bacilles 
chromogenes isoles par nous representent des cultures du bacille 
de Hansen. Car, si l'on se base sur les resultats negatifs de 
la reaction de Mitsuda constates avec ces souches chromogenes 
chez quelques lepreux de type nerveux, l'hypothese suivante 
parait plus plausible: Le bacille de la lepre serait un bacille 
paratuberculeux et l'organisme du Macacus cynomolgus ne se 
montrant que tres peu sensible a. la lepre humaine, reagirait 
vis-a.-vis du bacille de H ansen et des bacilles paratuberculeux, 
consideres comme non pathogenes pour l'homme, d'une fa90n 
analogue. 

N ous avons, en outre, observe des faits qui paraissent indi
quer qu'une culture macroscopique du bacille de Hansen a pro
bablement ete obtenue apres onze mois d'incubation sur un 
milieu special. Les repiquages, effectues sur Ie meme milieu ne 
montrent pas de colonies nettement visibles, un an plus tard, 
mais les etalements sur lame revelent indiscutablement un debut 
de culture. De nouveaux essais sont actuellement en cours. 
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