La Recherche du Bacille Tuberculeux dans les Différents Milieux
Pierre-René Thomas
Lu avec liregratuitement.com, la bibliothèque des livres libres et gratuits.
LA
REUIRRCME DE ACLIR TEPERCUHREX
Nouveau procédé d'homogénéisation et de collection
AE
THÈSE POUR LE DOCTORAT DE L'UNIVERSITÉ DE BORDEAUX Mention “ PHARMACIE ”
ok, présentée et soutenue publiquement le Vendredi 19 Juillet 1918 TR. UNIV. N SES 4 BIBLIOTHEEK ai
LEIDEN Pierre-René THOMAS
PHARMACIEN DE [re CLASSE . Né à Cognac (Charente), le 29 juin, 1883.
ES
. BEILLE, prolesseur...... lrésident.
rte MENT (DUPOUY, prolesseur...... ) RONS NES RS UESS SABRAZÈS, professeur... | Juges. BARTHE, professeur adjt.. \ j SAONE TE TROT NS BORDIE AU X
IMPRIMERIE DE L'UNIVERSITÉ VSCADOREI (7, RUE POQUELIN-MoriùRE, 17
M\SIGALASS2 1 7
ete 2e + DOYER:
MM. LANELONGUE. BADAL, JOLYET, DEMONS,
Professeurs honoraires.
MM. MM
; ARNOZAN. Phare Et eee , DUPOUYXY. ; Clinique interne .,..... PITRES. Matière médicale. ........ BEILLE. CHAVANNAZ. Médecine expérimentale... : FERRE. Clinique exlerne....... VILI AR. Clinique cpRelnpIeraNees LAGRANGE. Pathologie et lhérapeu- Clinique c irurgicale inlau- r
tique Péroales e OICASSALT ENS lile et orthopédie....... DENUCE. Clinique d'accouchemts.: PERY (chargé). Le spnecsiseiqu es F- BÉGOUIN.
lomi thologique. SABRAZES. linique médicale des maladune pe ie : LGENTES, dies des enfanis......... :MOUSSOUS. Avalomie générale’ el Chimie biologique... :...2. DÉNIGES.
Hislologié......0,... IN TAUIE Physique pharmaceutique.. SIGALAS. PhySiologie. #4: 10 PACHON:. - Pathologie exolique.._;... LE DANTEC, FIV RTÉDERUNTS RES AUCIIE. Clinique des maladies cula-
Médecine légale ....... VERGER. . nées el syphililiques..... W. DUBREUILH. Physique biologique- el Clinique des maladies des
clinique d’éleclricilé = voies urinaires..,........ POUSSON.
Médicale een ro BERGONIIE. Maladies mentales........ NS Chimie ire ae Ne | Oto-rhino-laryngologie .... MOURE. Hlisloire nalurelle..,... GUILLAUD. |
AVE es PROFESSEUR ADJOINT : re + Toxicologie éa: reprend Lise miss M; BARTHE. : AGRÉGÉS EN EXERCICE :
MM. MM
AMALOMIC Eee. ae PRINGETEAU. 5 ne Anatomie el embryolo- | PICQUE. ne PS Note MICHELEAU.
ER RER Fe LACOSTE (tué. | Médecine générale... 4 LEURET, Hislologie ........ .5, 2 G. DÜBREUEs. DUPERIE. PRYSOlOB IEEE Le DETAUNA Y. Müladies mentales... N... : Parasilologie el sciences MANDOU. ; : GUVYOT. RE
Haburelles rs res N... Chirurgie générale. .... ROCHER. Physique biologique et Î l DUVERGE Y.
Sremédicole 2e RECHOU. Obslélrique PERY.
Chimie biologique el. | À TN EE ÉTEND ee A ES FAUGERE. médicale ..... RE TES CHELLE. Ophlalmologie......... TEULIERES. ( CRUCHET. Bhanie: - BARTHE.
Médecine générale... ! PETGES. De ME NE PC LABAT, * :[ J. CARLES.
CHARGÉS DE COURS
Cours de Clinique dentaire... .... PORTE ere Re A ae se AIM OR VAE Cours complémentaire de Thérapeulique el Pharmacologie, ..... NES Cours complémentaire de Médecine opéraloire..,,.........1.,.. VENOTES Cours complémentaire d'Accouchements.....:.2..........1:..2 PERY: Cours complémentaire d'Ophlalmologie .........:,..........4... CABANNES: Cours complémentaire de Climatologie et Hydrologie médicale... SELLER: > Cours complémentaire de Toxicologie et Hygiène appliquée ....….. BARTHE. ee Cours complémentre d'Analyse chimique quälilalive el quanlilalive. CHELLE. Cours complément'e de démonstralions el préparations pharmaceut. LABAT. Cours complémentaire de Microbiologie..:......,......... NET NS : Cours complémentaire de Puéricullure...,.......:..... ARR CHAMBRELENT
Par délibéralion du 5 août 1879, la Faculté a a qui lui sont présentées doivent êlre considérées
rrêlé que les opinions émises dans les Thèses
comme propres à leurs auleurs, el qu'elle
u’entend'leur donner ni approbalion ni improbalion.
FS
* ff AE
mon Pi
résic
Matière médicale à
vais Professeur de k À at ai
RE
AVANT-PROPOS
L'idée de ce travail nous a été suggérée par notre maître et notre chef, M. le professeur agrégé Jacques Carles, qui a bien voulu nous éclairer de ses conseils; qu’il nous permette de lui exprimer le témoignage de notre gratitude.
Cette lâche nous à été facilitée) aussi par notre confrère, M. Ed. Barthélemy, docteur en pharmacie, ex-élève de l'Institut Pasteur, dont nous fûmes pendant un an le collaborateur et près de qui nous avons recueilli les enseignements et la documentation bibliographique les plus érudits, pour lesquels nous sommes heureux de le remercier.
Ayant confié nos commenceménts d'essais à M. le professeur Beille, celui-ci a eu la bienveillance de nous encourager dans nos travaux en noûs offrant l'entrée de son laboratoire et en acceptant la présidence de cette thèse. M. le professeur Beille voudra bien trouver ici l'expression de notre reconnaissance.
INTRODUCTION
Appelé par les événements actuels à examiner quotidiennement une dizaine de crachats et tout particulièrement à déceler le bacille de Koch, nous avons cherché une méthode relativement rapide, n’exigeant pas un matériel important, n’utilisant pas la chaleur et donnant un maximum de garanties.
Nous avions pour ces molifs été pendant un temps attiré par une méthode séduisarite exposée par nolre confrère, M. E. Cordonnier (Bulletin des sciences pharmacologiques, 21, p. 7, 1917), mais après l'avoir longuementessayée, nous n'avons pu l'adopter (Ed. Barthélemy et R. Thomas, Bulletin des sciences pharmacologiques, n° 9-10, septembre 1917).
Le procédé que nous présentons comme personnel nous a
semblé répondre aux desiderata ci-dessus; disons une fois pour toutes que nous avons, à l'heure actuelle, examiné ‘plus de 1.500 crachats au point de vue tuberculose, sans parler des différents liquides pathologiques où nous avons pratiqué celte recherche.
” Les critiques que nous faisons d'abord des différents procédés d'homogénéisation et de collection n'ont pas porté sur des crachats quelconques dans le but d'infirmer la valeur du diagnostic, mais sur ceux où nous avions trouvé, par quelque procédé que ce fut, des bacilles de Koch. Les expériences ont élé faites comparalivement pour ces différents procédés sur de mêmes échantillons bacillifères. Nous offrons donc ici une étude impartiale portant sur un nombre considérable d'examens.
La méthode personnelle que nous proposons en fin de ce travail nous a paru donner loute garantie pour la recherche du bacille tuberculeux : par une technique simple, on homogénéise très convenablement les milieux suspects et on collectionne avec une certitude absolue les bacilles si peu nombreux qu'ils puissent être. |
Par l'emploi de ce procédé, il nous a été permis de déceler le bacille tuberculeux dans bien des cas où l'examen direct de nombreux froltis était demeuré négatif.
Si cet usage est recommandable pour les crachats, il est presque indispensable pour la recherche dans les autres milieux (pus, liquides pathologiques, lait, sang, matières fécales, ete.).
Nous citerons l'exemple suivant : un enfant eut un abcès de la hanche après une chute; l’examen direct du pus ne révéla aucun germe microbien ; devant celle négative, nous applicimes notre technique d'homogénéisation qui nous permit de mettre en évidence des bacilles de Koch particulièrement nets.
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Les méthodes d’énrichissement.
Parmi les différents produits organiques sur lesquels porte la recherche du bacille de Koch, les crachats liennent la première place; c'est par leur étude que nous commencerons et nous réserverons à celte question une part importante.
Les prélèvements directs effectués sur le crachat lui-même, tantôt homogène, tantôt hétérogène, fluide ou épais, ne permettent pas toujours de déceler le bacille dans la prise d'essai. Aussi a-t-on fait appel à de nombreux procédés pour accroître les chances de découverte : ce sont les méthodes d’enrichissement.
Il faut nécessairement homogénéiser le crachat, c’est-à-dire le transformer en une substance fluide, homogène, où les -bacilles seront répartis dans toute la masse. Le second point est de collectionner les microorganismes disséminés dans le liquide
L 3 suspect.
Homogénéisation des crachats.
Les agents fluidifiants.
On a eu recours pour fluidifier les erachats aux substances les plus diverses, les unes scientifiquement choisies, les autres sans aucune apparence de raisonnement ou d'essai.
Nous classerons ici les différents procédés par la nature du fluidifiant, faisant uniquement la critique de la valeur du produit employé, réservant l'appréciation de la méthode complète pour la deuxième phase : la collection des bacilles.
Nous pourrons diviser en trois groupes les substances usitées pour la fluidification :
1° alcalins ; |
2 sucs digestifs;
3° produits divers.
Nous croyons devoir donner ici l'exposé des techniques d’en-
richissement. Pour éviter toute répélition, nous prions le lecteur
de s’y reporter lorsque, dans le cours de ce travail, nous eritiquerons ces procédés que nous avons tous essayés. ;
Méthodes utilisant un alcalin.
IL. Méthode de Biedert
Mélanger 15 cc. de crachats avec 30 cc. d’eau et VIIT à XII gouttes de lessive de soude à 0,2 p. 100. ; * Faire bouillir dans une capsule de porcelaine et ajouter de l’eau jusqu’à consistance fluide.
Transvaser dans une fiole conique, laisser déposer, décanter et examiner le dépôt.
Il. Méthode de Mulhauser (1891).
Modification de la précédente :
Mélanger 1 à 3 ce. de crachats avec six à huit parties de lessive de soude à 0,2 p. 100. Agiter vigoureusement, faire bouillir, laisser déposer, examiner le dépôt.
IT. Méthode de Czaplenski (1901).
Fluidifier le crachat comme dans la méthode de Biedert. Neutraliser l'homogénéisation par de l'acide acétique à 10 p. 100 jusqu'à disparition de la teinte rouge due à quelques gouttes de solution alcoolique de phénolphtaléine. Diluer, centrifuger.
Plus tard, Czaplenski a adopté la méthode de Dilg.
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IV. Méthode de Beitzke
H. Beitzke précise les phases et les doses :
a) crachat, un volume; lessive de soude à 0,2 p. 100, trois volumes ;
b) agiter une minute;
c) ébullition dans une capsule de porcelaine ;
d) ajouter 1 ou 2 gouttes de phénoiphtaléine jusqu’à coloration l'OUSE ; _e) ajouter quelques gouttes d’une solution d'acide acétique à 5 p. 100 en agitant jusqu’à disparition de la teinte rouge ;
f) centrifuger et ajouter deux volumes d'alcool à 95 degrés pour faciliter la centrifugation.
V. Méthode de Courtade-Arnaude
1° Mélanger :
Graham 10 ce.
SSSR ET 100 »
Lessive de soude.......... X gouttes.
Porter à l'ébullition én agitant jusqu’à homogénéisation.
2 Dans un tube à essai, traiter 20 cc. du liquide obtenu par :
Acide ACÉDIQUE See 20e IV gouttes. Éther ordinaire... Se 4 cc. ° \
Émulsionner fortement. Un précipité se forme el est entrainé en surface.
3° Dissoudre le précipité par de la lessive de soude, ajouter un excès d’éther, agiter fortement. Un anneau se forme à la surface de séparation de l’éther et du liquide. La pellicule contient les bacilles.
VI. Méthode d’Ellermann et Erlandsen
(Doppelméthode).
1° Mélanger 10 à 15 ce. de crachats avec moitié d’une solution de carbonate de soude à 0,6 p. 100. Mettre à l'étuve à 37 degrés pendant vingt-quatre heures.
2° Centrifuger, décanter.
3° Mélanger un volume de dépôt avec quatre volumes de soude à 0,25 p.100.
4 Centrifuger. Examiner le culot.
VII. Méthode de Bezançon_et Philibert
1° Mesurer la quantité de crachats que l’on a à sa disposition; :
mesurer une quantité d’eau dix fois supérieure. Le craéhat et la moitié de l’eau sont mis dans une capsule de porcelaine. Ajouter autant de gouttes de lessive de soude qu'il y à de centimètres cubes de crachats.
Par exemple :
CAC AE see Re 10 cc AU Sie MR AT PET _ 100 »
Lessimæ de soude” 0 X goulles,
| as
2° Porter la capsule sur la flamme d'un bec Bunsen et chauffer doucement en agitant constamment. Ajouter peu à peu le reste des 100 ce. d’eau. Chauffer environ dix minutes;
3° Laisser refroidir l'homogénéisation ;
4 Prendre la densité;
5° Si la densité > 1.004, ajouter un peu d'alcool à 50 degrés jusqu'à ce que D — 0,999 — 1.000 ; ï
6° Préléver deux à quatre tubes à centrifuger de l'homogénéisation et centrifuger pendant trois quarts d'heure à une beure dans une turbine ou un centrifugeur électrique ; ,
1° Décanter et étaler le culot sur une lame et laisser sécher : 8° Colorer par la méthode de Ziehl-Neelsen.
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- Outre les alcalins forts, les différents produits à fonction alcaline ont été proposés :
XIII. Méthode de Dilg
Agiter le crachat avec quelques gouttes d’ammoniaque, ajouter volume égal de NaCI à 25 p. 100.
Centrifuger. Rechercher les bacilles à la partie supérieure du tube et non pas dans le culot.
Telles sont les méthodes principales utilisant un alcalin comme fluidifiant. Quelques variantes peu intéressantes ont élé apportées sans aucun profit.
Méthodes utilisant les ferments.
‘. I. Méthode de Spengler.
Mélanger à parties égales le crachat et l’eau liède alcalinisée par de la soude.
Ajouter ensuite 0 gr. 10 à 1 gramme de poudre de pancréatine, mettre à l'étuve à 37 degrés deux à trois heures, ajouter ensuile 0 gr. 10 à 1 gramme de cristaux de phénol. Finalement centrifuger. En vingt-quatre Dettes la solution est parfaitement limpide.
Il. Méthode de Jousset.
Cette technique a été proposée pour la digestion des caillots fibrineux, mais est applicable à la fluidification des crachats. Formule du suc gastrique fluoré :
à Pepsine en paillettes titre 50 du Codex. 1à2 grammes. GIVCERINEpUre TRE Re K : “ äà 10 »
Acide chlorhydrique (22° B.).......... ; / Fluorure/de Sodium Un 3 »
ET RE NAR R EER Ve PAL SE Vi 1.000 cc.
Uliliser 10 à 30 cc. de ce liquide pour un crachat. Porter à l'étuve à 38 degrés pendant deux à trois heures.
D'après l’auteur, on obtient une fluidification parfaite des crachats et même des caillots fibrineux.
Te
HI. Méthodes de Philipp (1896) et de Jochmann (1902).
Ces méthodes utilisent la fluidification spontanée des crachats en les abandonnant simplement pendant vingt-quatre heures à 37 degrés. D'après les ue les bacilles se multiplieraient même.
Méthodes utilisant des substances diverses.
&E Méthode d’Aman.
Agiter le crachat avec du chloroforme et avec des fragments de plomb. Laisser déposer.
Il. Méthode de Hempel (1902).
Dans cette méthode, il y a deux phases :
1° Action de la chaleur à 65°-75 degrés.
Le crachat devient fluide, la mucine se désagrégeant.
2° Action de Hel à un dixième : agiter 10 cc. de liquide fluide avec 1 cc. Hel au dixième, ajouter 1 ce. de réactif de Brucke. Laisser déposer.
D’après l’auteur lui-même, cette méthode ne convient qe aux crachats peu purulents.
VI. Méthode de Strassbürger
L'alcool à 90 degrés est seul utilisé.
Notons que l'auteur l'avait conseillé simplement pour « faciliter la centrifugalion ».
‘Hypochlorites. — Nous devons ici accorder une assez large place aux méthodes utilisant comme agent fluidifiant les hypochlorites alcalins (eau de Javelle, liqueur de Labarraque, antiformine). L'idée de cette méthode est française, mais ce sont surtout les Allemands qui l'ont lancée et accaparée, ayant été même jusqu’à introduire dans le commerce « l’antiformine ».
Nous ne voulons pas toutefois nous étendre sur les discussions dont ce produit a été l'objet. Les différents procédés usitant les hypochlorites adoptent des techniques sensiblement les mêmes; ils ne diffèrent souvent que par la dilution ou par la base (potasse ou soude) conjuguée au chlore.
LR
VIL. Méthode de de Lannoïse et Girard (1900). (Hypochlorites).
Mélanger :
CTACRA IS ERNEST ES SN 1 volume.
Hatide Javellen #20) »
Agiter, centrifuger, décanter et verser sur le culot V à VI gouttes de solution de soude (40 grammes NaoH par litre); on remplit le tube d’eau et on centrifuge.
On examine le'‘culot.
NVIL Méthode de l’antiformine de Uhlenhut et Xylander (1909).
LA (Antiformine).
Mélanger le crachat avec une certaine quantité d’antiformine à 15 p. 100 variable suivant la nature de l'expectoration. Agiter énergiquement. Centrifuger.
De nombreux auteurs ont apporté des modifications à cette méthode sans grand avantage. Citons : Frankenburger, Huene, Lagrèze, Meyer, Schult, Seemann, Scheven, Thilenius, etc.
IX. Méthode de l’antiformine-ligroïne (Haserodl). j L Traiter un volume de crachat par trois ou quatre fois son
volume d’une solution d’antiformine à 5 p. 100. Laisser en contact vingt-quatre heures dans l'étuve à 37 degrés. Ajouter 1 à 3 cc. de ligroïne. Agiter, chauffer au bain-marie à 60 degrés pendant dix minutes. On voit se former à la surface une mince pellicule où l’on doit rechercher les bacilles.
* Plusieurs auteurs ont adopté celte technique avec ou sans modification. Citons : Lange, Nitsche, Kôügel, Bogason.
X. Méthode Hole
‘ (Antiformine acétone-élher).
Mélanger cinq parties de crachats avec une d’antiformine. Après homogénéisation, ajouter un volume double d'eau et fina-
“hop
lement après une nouvelle agitation, une dernière proportion double d’acétone-éther à parties égales. On agite encore quelques secondes. Les bacilles?se trouveraient enlre la couche acéto-éthérée et la solution.
Ce procédé a été appliqué aussi à la recherche du bacille de Koch dans les selles (Frida, Rittel, Villenko et les urines Semionow). f
XI. Méthode de E. Cordonnier
Préparation de l’histoluol : Dissoudre au mortier 25 grammes de chlorure de chaux dans 250 ce. d’eau. Filtrer après trois heures de contact, laver le résidu avec 195 cc. d’eau. D'autre part, dissoudre 50 grammes de carbonate de soude cristallisé dans 19%5 cc. d'eau. Mélanger les deux solutions. Laisser déposer. Filtrer et compléter le volume à 500 cc. avec de l'eau.
Technique : Dans un flacon, agiter à l’aide de perles de verre le crachat avec la moitié de son volume d’histoluol. Agiter très vigoureusement et si besoin est ajouter de l'histoluol jusqu'à fluidification parfaite: Centrifuger. Étaler le culot. Aucune fixation ne serait nécessaire (??).
L'auteur applique ce procédé à l'urine et aux différents milieux. Pour l'urine, usiter l'albumine de Meyer et Eu le coagulum albumineux à la façon d'un crachat.
Nous signalerons une méthode récente utilisant un produit non encore usité à notre connaissance :
XIL Méthode de Mile Giraud et E. Darrien (1917). (Pyridine).
Dans un verre conique, on mélange avec un agitateur : 10 ce. de crachats avec 15 ce. de pyridine. On laisse en contact jusqu’à fluidification; généralement cinq à dix minutes (?). Centrifuger.
Faire des frollis avec le culot et la pellicule de surface s'il vient à s’en former, ce qui n'arriverait que rarement.
Résumé historique de la question.
Soude. — Parnii les alcalins, le premier usité fut la soude diluée. Telle est la méthode initiale dè Biedert qui atlaquait le crachat par la lessive de soude à 0,2 p. 100 à l’ébullition.
Czaplenski emploie aussi la soude, mais a soin, après la fluidification, de neutraliser à la phénolphtaléine par de l'acide acétique à 10 p. 100 et dilution par de l'eau.
H. Beitzke, reprenant la même méthode, fixe Les doses et les phases de la technique.
Courtade-Arnaude (1902) utilise aussi la soude diluée agissant à l'ébullition sur le crachat, ensuite partiellement neutralisée par l'acide acétique dilué. ;
Carbonates et soude. — Ellermann et Éiandren reprennent la méthode de Biedert, mais commencent par attaquer le crachat par une solution de carbonate de soude à 6 p. 1.000. Ils portent vingt-quatre heures à l'éluve à 37 degrés. Le dépôt décanté est repris par de la soude à 2,50 p. 1.000.
Borax. — À. Kühne agite le crachat à froid avec une solution concentrée de borale de soude. Wendrimer ayant conseillé PORC d'acide borique, Slraus, qui rapporte cette modification, s’y rallie.
Ammoniaque. — Dilg traite le crachat par quelques gouttes d’ammoniaque, puis ajoute un égal volume de NaCI à 25 p. 100 non pas dans un bul fluidifiant, mais pour augmenter la densité du mélange.
, deux Français, de Lannoïseel Girard, Thomas. è
ont les premiers conseillé l’eau de Javelle diluée au tiers. Le culot de sédimentation est repris par V ou VI gouttes de soude à 40 p. 1.000. C'est une méthode en deux temps du genre de la méthode d'Ellermann et Erlandsen, mais en utilisant un hypochlorite. !
Neuf ans plus lard, toute une série d'auteurs semblent ignorer les travaux français et donnent des procédés calqués sur celui cidessus énoncé. L'hypochlorite est lancée dans le commerce sous le nom d'antiformine. Selon les auteurs qui ont analysé ce produit, ce serait une solution d’'hypochlorile de potasse ou desoude. D'après Bezançon et Philibert, l'anliformine donne à froid une homogénéisation parfaite comme l’eau de Javelle d’ailleurs, à chaud en quelques minutes. j ;
Ed. Goodmann a conseillé (1910) la liqueur de Labarraque et plus récemment encore E. Cordonnier (1917) qui dénomme son produit histoluol en en publiant la formule (voir ci-dessus aux exposés des méthodes). .
Ferments digestifs. — Spengler fait digérer le crachat par la pancréatine précédée d'un traitement alcalin à la soude. Jousset emploie un suc gastrique fluoré. Philipp et Jochmann utilisent la fluidification spontanée du crachat à une lempérature favorable. S FRE
Acide phénique. — L'acide phénique a été proposé par Hem-. pel, Van Ketel, Hammond.
Formaline. — La formaline a été proposée par Quensel (1901).
Alcool. — L'alcool préconisé par Strassbürger, 1901.
Pyridine. — Un nouvel agent fluidifiant, la pyridine, a été recommandé récemment (1917), par M'*° Giraud et E. Darrien.
Critiques rapides de l’action des divers fluidifiants.
Nous avons essayé toutes les méthodes ci-dessus énoncées comparativement sur des échantillons de crachats semblables et notoirement tubérculeux. Nous répétons ‘qu’en ce moment nous criliquons uniquement la question fluidification, négligeart volontairement les autres phases que nous apprécierons plus loin.
La soude, premier agent utilisé, ne donne pas toujours des homogénéisations parfaites : son action est fonction de sa dilution. Si Fon met peu de soude (dilution), le crachat n’est pas altaqué entièrement. De plus, on ne peut ajouter une quantité de soude trop considérable, son action caustique et alcaline risquant d'attaquer les bacilles acido-résistants, à la fois, disons-nous, par son aclion caustique et fortement alcaline qui peut d'ailleurs altérer la liqueur de Ziehl ultérieurement ; l'emploi de la chaleur ne fait que compliquer la méthode et augmente les inconvénients ci-dessus énoncés. C’est en partie pour y obvier qu'on a proposé l'intervention d'acide pour neutraliser l’action brutale de la base, Malheureusement, ce pallialif arrive trop tardivement lorsque l'attaque s’est déjà produite énergiquement. ;
Les alcalins plus faibles, carbonates, borax, nous ont paru réaliser Le but cherché : même à froid la fluidification est suffisante pour permettre des étalements finaux parfaitement lisibles quelle que soit la nature du crachatpourtant si variable. On peut, eu outre, avantageusement remplacer l’action de la chaleur par une technique mécanique en agitant dans un flacon bouché, à l'aide de perles de verre, à la façon dont on défibrine les liquides pathologiques.
Point n’est besoin de l’aide d'un acide comme dans les méthodes à la soude pour annihiler partiellement l'action alcaline qui, en l'espèce, est faible. L'acide acétique, proposé comme neulralisant, dissout il est vrai théoriquement la fibrine et ne précipiterait pas l’albumine. \
Toutefois, Straus adopte l'addition d'acide borique au borax qu'il fait agir ensemble puisqu'il prépare une solulion saturée de ces deux produits; l'acide a, de plus, l’avantage d’être faible, de même nalure que celui du sel alcalin.
C’est ce procédé que nous avons adopté pour notre technique spéciale; nous nous sommes assuré que, dans les conditions de l'expérience, notre solution salurée de borate de soude et d'acide borique histolyse très convenablement les crachats même à froid, sans l'adjonetion évidemment d'aucun acide ultérieure-
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ment; nous verrons d'ailleurs plus loin la particularité originale de notre méthode à ce sujet.
L'ammoniaque utilisée par Dilg agit bien sur certains crachats peu denses, mais souvent elle donne une homogénéisation visqueuse, filante, ne convenant pas pour des étalements minces.
Malgré notre désir, reprenant l'étude de l'eau de Javelle, nous l'avons abandonnée; elle n'était d'ailleurs pas conciliable avec la deuxième phase de notre méthode. "
La fluidification semble souvent parfaite macroscopiquement, mais ne l’est pas sous l'objectif; il est difficile, même après des filtrations nombreuses, d'obtenir une solution limpide d’hypochlorite. On obtient finalement des élalements épais, abandonnant toujours un dépôt amyloïde, donnant un vilain aspect microscopique. La coloration ou plutôt la décoloralion des froitis est difficile, longue, et la prolongation de-ce temps dans la technique Ziehl-Néelsen peut occasionner une décoloration totale, souvent partielle, des bacilles acido-résistants.
Notre but étant de trouver une méthode rapide, nous avons négligé les méthodes ingénieuses, trop excellentes même ‘de digestion par les ferments diastasiques. On a objecté que les bacilles eux-mêmes pouvaient êlre attaqués.
L'acide phénique a élé proposé, nous ne savons sous quelle idée directrice. Bezançon et Philibert ont vu, comme nous l'avons absolument remarqué nous-même, que non seulement le phénol ne fluidifie pas le crachat, mais encore qu'il Le coagule brutalement, donnant un coagulum (out à fait inutilisable pour des recherches bactériologiques.
Il serait peut-être même ingénieux de recueillir ce précipité el de l’attaquer (à la façon dont on opère en utilisant l’albumine de Meyer).
La formoline est encore d'une utilisation fantaisiste : un très nolable précipité se produit comme il fallait s'y attendre, surtout comme dans la méthode de Quensel, où celte funeste propriété est accrue par l'addition d'alcool à 96 degrés. Même à 90 degrés, l'alcool, en effet, préconisé par Slrassbürger, coagule les albuminoïdes du crachat et on obtient un culot abondant de centri-
fugalion. Et l'auteur recommandait d'ajouter l'alcool pour « faciliter la centrifugalion » |
D’après Bezançon, les alcools plus faibles, 60 ou 50 dégrés, pourraient être utilisés; ils donnent, en effet, un précipité minime ne gênant pas trop.
Enfin, la pyridine, récemment proposée (1917) (sans parler de son odeur inutile à ajouter à celles da laboratoire), ne fluidifie pas toujours parfaitement, donnant souvent un mélange
filant et très difficilement centrifugeable.
La collection des bacilles.
Les différentes méthodes proposées pour la recherche du bacille tuberculeux ont été critiquées par des auteurs évidemment dignes de foi, mais qui, dans leurs recherches de contrôle, n'ont fait que répéter les essais proposés et ont donné leur appréciation globale sur les résultats obtenus. [ls n'ont su scinder ni leurs expériences, ni leur estimation selon les deux grandes phases nécessaires : fluidificalion du milieu et collection des bacilles, de sorte que, quand on lit les résultats des travaux.de ces chercheurs, on a simplement une opinion générale, sans être fixé sur le vice ou l'avantage des différents temps du procédé critiqué.
Nous avons précédemment fait l'étude systématique, expérimentalement contrôlée, des moyens usités pour homogénéiser_ la prise d'essai, nous avons donné impartialement sur celte phase le résultat de nos constatations, négligeant volontairement l'appréciation du deuxième temps : la collection des bacilles.
Le crachat est donc fluidifié par les différents procédés si nombreux et les bacilles sont répartis dans toute la masse au moment de l'agitation. Si nous abandonnons le tout au repos, il est.vraisemblable que le poids spécifique du microbe interviendra, que l’action de la pesanteur agira pour le précipiter, si possible, au fond du récipient. C’est là l’idée directrice des méthodes de sédimentalion, c'est même l'idée inaugurale des procédés d'enrichissement.
En 1886, dans le Berliner Klinische Vochenschrift, Biedert écrivait :
« Deutschmann avait remarqué que lorsque, après avoir laissé
Aron.
déposer du pus, il inoculait les couches supérieures du liquide, Jamais l'animal ne se tuberculisait; tandis que, en injectant le dépôt, il pouvait révéler sa nature tuberculeuse. Gelte expérience m'a fait présumer que dans les liquides pauvres en bacilles, c'était dans le dépôt formé après un certain temps que les bacilles devaient être le plus facilement décelés ».
Partant de cette base, différents auteurs : Biedert, Kühne, Wendrimer, Slraus, se contenfent de ce mode de séparation, décantant le liquide surnageant et examinant le dépôt. Aman et plus récemment Lœæffler modifient en ajoutant du chloroforme qui gagne le fond entrainant les bacilles. Cette variante fut sans doute apportée parce que la sédimentation se fait parfois difficilement, le crachat souvent mal histolysé ne se déposant qu'imparfaitement et de plus les résultats étant bien inconstants comme nous le verrons.
C'est ce qui explique que Nebel eut l’ingéniosité d'aspirer le liquide à travers une bougie Berkefeld et d'examiner le dépôt des parois après raclage.
L'introduction dans les laboratoires des centrifugeurs mécaniques à fait renoncer à la sédimentation ; la centrifugalion, en effet, permet d'aller plus vite et de collectionner au fond des tubes les parties les plus denses, à la surface Les plus légères.
La plupart des auteurs l'utilisent dans leuis techniques : Beitzke, Spengler, Quensel, de Lannoïse et Girard, Dilg, Ellermann et Erlandsen ct les plus modernes, etc.
En 1902, Courtade-Arnaude pensa qu'en ajoutant à l'homogénéisalion -un liquide léger, l’éther, ce solvant des graisses, serait capable d'attirer les bacilles « gras » comme le bacille de Koch, et les amènerait à la surface du liquide. En 1909, la ligroïne est proposée pour le même usage (Jacobson, Lange, Mitsche) ; en 1900, Koslow ulilise dans le même but un mélange d'éther et d'acétone.
On voit donc que les chercheurs étaient peu salisfaits des différents moyens utilisés qui ne leur donnaient que des résultats inconslants. Sans idée directrice ou presque, on recherche les bacilles tuberculeux tantôt en haut, tantôt en bas. De là l'inégalité des résultats, comme nous allons le montrer.
En 1903 pourtant, Dilg avait essayé de préciser un peu Îles conditions de l'expérience ; par des recherches méliculeuses, il tenta de déterminer le poids spécifique du bacille de Koch. On conçoit la. difficulté’ d'isoler les bacilles qui, même après une histolyse macroscopiquement parfaite, sont souvent adhérents à des cellules, à des déchets quelconques qui les entrainent aussi aisément que s'ils devaient leur précipitation à une densité propre plus élevée. Quoi qu'il en soit, Dilg accuse pour le bacille de Koch une densité — 1.010 à 1.080. Faisons donc remarquer dès maintenant que celte densité est supérieure à celle de l’eau, les crachats étant un peu Dés denses (d’après Bezançon et Philibert).
Dilg, avons-nous vu, fluidifie par l'ammoniaque; si l’on abaisse la densité par de l’eau alcoolisée et centrifuge, on trouve les bacilles dans le culot (Bezançon et de Jong), mais l'auteur les collectionne dans l’eau salée, NaCI 25/100 D — 1.1933, centrifuge et constate que les bacilles sont plus nombreux en surface que dans le culot; lisons bien : il y en a à la fois en surface et dans le culot. :
Il'est évident que le propre poids du-bacille est annihilé en partie par la densité même du véhicule, et selon toute vraisemblance, dans un liquide peu dense, les bacilles gagneraient le fond; dans un liquide dense, la surface.
Bezançon et Philibert ont étudié {out particulièrement la densité du liquide collecteur, et c’est pour cela que dans leur méthode à la soude, ils conseillent d'abaisser la densité au moyen de l'alcool dilué. Leur mélange ainsi obtenu ayant une densité inférieure à 1.010-1.080, ils recueillent au fond,du tube les bacilles tuberculeux.
Dans une thèse de l'Université de Montpellier (1912), Corone (L’homogénéisation des crachats) critique cette affirmation. D'après lui, en effet, l’abaissement de la densité est inutile, les densités des crachats fluidifiés à la soude ne s’élevant pas audessous de 1.007. | 2
Nous empruntons au Traité des crachats de F, Bezançon et S.-[. de Jong le tableau suivant donnant non pas la densité des
crachals, mais la densité des crachats homogénéisés avec les diverses substances :
Densité seule. Homogénéisation.
Lessive de soude diluée à 1 goutte pour 10 cc: 1.000-1.001 0.990-1.004 Borax, acide borique (8 à 12 gr.) saturée ...….. 1.045 1.040 Eau de chaux ..... MAN ST TER CS 1.000 4.000 Bande Jivelle pures 22e. vue... 1 040 1.035 DÉTENTE PSS EE 1.010 1.010 Sol. carb. de soude à 0,6/100....... M a 1.000 1.000
Ammoniaque : Lee :
990 couttes eau. 2842 ve entrant er 1.000 1.000 ANNE LPS OO ee 1.120 au moins. 1.110-1.120 AD HFOPAINE PUNON Pause sert da Poe e 1.120 1.110 Antiformine duuée.-2 2. 20 She ca 1.065 1.060
Il ressort de ce tableau que la densité des diverses homogénéisations oscille entre 0,990 et 1,120.
Nous voyons done que Corone est d'accord avec les constalations du tableau ci-dessus. |
A l'appui de son dire, cet auteur fait les expériences suivantes :
On prépare trois solutions de densités connues :
Solution 1. — Gomme arabique + eau... HE en De h0iS: _ Solulion 2. — Gomme arabique + eau alcoolisée ..... Di" 010; Solution 3. — Gomme arabique + eau alcoolisée ,.... D'= 986,
On ajoute aux trois solutions des poids égaux de poudre de litharge, on agite. :
On constate, au bout d'un temps donné, que le dépôt formé dans le tube 3 est très légèrement supérieur à ceux des tubes 1 et 2. Ces derniers sont sensiblement égaux.
Conclusion : L'influence de la densité, à peine sensible quand il s’agit de grosses variations (1.015-986), devient à peu près nulle pour les différences minimes (1 015-1.010).
Nous avons répélé les expériences ci-dessus et admettons qu'elles sont exactes. Notons que la centrifugation n'intervient pas, que le liquide a une viscosité due à la gomme arabique et surtout que, vis-à-vis des densités des véhicules (1.015-1.010- 986), la poudre de litharge a un poids spécifique considérable.
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Nous continuons à citer les expériences de l’auteur précédem-
ment nommé :
Influence de la densité des corps en suspension.
1° On agite dans des volumes égaux d'eau pure des volumes égaux des poudres suivantes : litharge, charbon, lycopode.
2° On centrifuge;
3° Au bout d'un temps donné, on constate que c'est la poudre la plus dense qui a été la première précipitée, ce qui est naturel. Les poudres de charbon et de lycopode, bien que plus légères que l’eau, ont été en majeure partie entrainées au fond.
Conclusion : Comme il fallait s’y attendre, le poids spécifique des corps en suspension intervient pour faciliter ou gêner la centrifugation. Mais, et c'est là le fait intéressant, on arrive à centrifuger des corps dont le poids spécifique est de Hhancoupe inférieur à celui qui les tient en suspension.
Ayant repris ces essais peu scientifiques, nous n'avons pas observé les! mêmes résultats : la poudre de lycopode, dont les propriétés vis-à-vis de l'eau sont bien connues (elle s'enfonce dans l’eau lorsque l’enduit cireux des spores est dissous ou manque), est un mauvais témoin; sa densilé d’ailleurs = 1.060, c'est-à-dire plus dense que l'eau. L'épreuve n’est pas de ce fait concluante; de plus, le ch#rbon dans ses pores peut capter de l’eau, à la façon de toute poudre susceptible de s’imbiber; c'est un fait banal à constater : un morceau de bois seç flotte sur l'eau,imprégné de ce liquide, il tombe au fond d'autant plus vite qu'il emprisonne plus d’eau.
Aucune argumentalion n'est donc à lirer de ces essais. Si une parle de la poudre ne tombe pas au fond du tube, c'est précisément parce qu'elle demeure plus légère, ne s’hydratant pas et parce qu'aussi d'autres facteurs que la pesanteur interviennent. On connait le procédé de Haÿ à la fleur de soufre pour la recherche des acides biliaires dans l'urine.
La conclusion est erronée et nos essais nous permettent de la rectifier ainsi :
On n'arrive pas dans un liquide simple, fluide, tel que l’eau, à
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centrifuger des corps « dont le poids spécifique est de beaucoup inférieur à celui du liquide qui les tient en suspension ». Citons encore
Influence de la viscosité. .
1° On prépare dans quatre éprouvetltes des solutions de densités égales et de compositions différentes :
Éprouvelte n° 1 : eau + gomme arabique........ D = 1.004 — NO PEAU ERP INC LME nec D — 1.004 — n° 3 : eau + carbonate de soude... ... D=N00€ — n° 4 : eau + chlorure de sodium, .... D = 1.004
Les deux premiers mélanges sont visqueux.
2° Au même moment, on verse dans ces éprouvetles un poids égal de poudre de litharge;
3° On agite;
4 On surveille de demi-heure en demi-heure les progrès de la sédimentation. On constate que les deux premières éprouvettes (liquides visqueux) restent troubles longtemps après que les deux autres se sont clarifiées.
Conclusion : « La viscosité intervient indépendamment de la densité, dans . sédimentalion des corps en suspension dans les liquides et son action est très sensible », à
Que M. Corone nous permette de dire que ce n'est pas une découverte : la polion gommeuse des pharmacies et certains collutoires glycérinés n’ont pas d’autres prétentions que : de tenir en suspension les produits médicamenteux destinés à être uniformément répartis dans la masse après agitation.
Nous admettons donc évidemment que la viscosité intervient el que son aclion est, en effet, très senstble.
Dans la suite de son ouvrage, Corone critique l'addition d'alcool à l’homogénéisalion à la soude; il constate que la quantité nécessaire pour abaisser la densité dilue trop considérablement les bacilles; il remarque aussi qu'en augmentant la densité par la dissolution de NaCI par exemple (D = 1.030-1.050), on u’a pas de bons résultats en cherchant les bacilles dans le
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eulot de centrifugation. Ceci nous suffit et nous servira d'argument en faveur de notre procédé que nous exposerons plus loin. |
En résumé, du travail cilé, nous ne pouvons retenir que deux faits contrôlés par nous-même :
Pour collectionner les bacilles au fond du tube de centrifugalion dans un crachat fluidifié, homogénéisé, il faut nécessai-
rement deux conditions :
1° Que la densité ne soit pas trop considérable (D <1.030-1.050);
2° Que la viscosité n’intervienne pas!!
On ne saurait contester à Bezançon et Philibert d’avoir singulièrement éclairé la question de la densité. Par des expériences bien conduites, ils ont démontré la nécessité absolue de déterminer la densité du crachat rendu fluide, et de l’abaisser lorsqu'elle est supérieure à 1.080 si toutefois on veut collectionner les bacilles en culot. Ce n’est donc pas sans raison que pour ce faire ils conseillent d'ajouter de l'alcool faible pour diminuer la densité. Évidemment cette addition dilue les bacilles, mais on a la certitude d’en trouver dans la prise d'essai au moins autant que si l’on avait recherché sans mettre de l'alcool, les germes élant disséminés dans le mélange. -
Dés études d'Auclair, il ressort en effet très manifestement que des bacilles mis dans de l'eau salée de densité voisine du bacille de Koch tombent au fond, restent au milieu ou gagvent la surface. probablement suivant les ‘partieularilés du poids spécifique du bacille lui-même. Dans la pratique, des débris
cellulaires incomplètement histolysés entraînent les microorga-
nismes. Cela confirme les essais de Dilg qui, dans une solution de NaCI à 25 p. 100, D — 1.192, trouve les bacilles épars après centrifugation.
Nous avons tenu à répéter nous-même les expériences des différents auteurs qui se sont occupés de cette question spéciale et nous avons tenu compte particulièrement de certaines affirmalions de Corone. 5
ee
: Nous avons collectionné par quelque procédé que ce soit des bacilles de Koch et nous sommes assuré par examen microscopique que l’histolyse était parfaite.
- Nous avons ajouté une anse de cette concentration des microbes à des liquides de densités et dé nature différentes et avons cherché où se trouvaient après centrifugation de temps égaux les germes cherchés. | |
Le tableau suivant résume nos résultats ?
En culot En surface 19BenroL De 104 6e ane totalité 0 29-Bau dislillée,: D —1.000. 2... totalité 0 30 Eau distillée NaQI 2 p. 100 : D — 1.014. totalité très rares. À Eau salée NaCI 11 p. 400 : D— 1.081. disséminés. 5° Eau salée NaOI 25 p.,100 : D — 1.192. majorilé très rares. 60 Sous-acélale Ph. : D —1.320........ 0 tolalité.
(liqueur officinale).
Les résultats sont tout autres si l'histolyse est incomplète, la densité réelle étant ‘égale à celle du bacille ajoutée à celle des débris cellulaires ou autres qui y adhèrent. Dans ces cas, la majorité des bacilles se trouvent en culot et sur la préparation colorée on peut voir nettement des bacilles sur des cellules inaltaquées. C'est, en plus d’autres, une raison principale des échecs dans les différentes méthodes de recherche.
Influence de la viscosité.
Nous avons préparé des solulions aqueuses de glycérine :
Glycérine à 10 p.100...... D = 1.0245 Glycérine à 30 p. 100 ...... D — 1.0907 Giycérine à 70 p. 100...,... D —1.201
On ajoute à chaque solution une anse de bacilles. On agite et on centrifuge pendant des temps égaux.
Dans la solution de densité la plus faible D — 1.02, on trouve quelques bacilles en culot. On n'arrive plus à en trouver
dans la D — 1.090. On n'en trouve jamais dans la solution de densité supérieure.
Avec Corone, nous notons donc l’action antagonisle de la viscosité s'opposant à la centrifugation et à l’action du poids spécifique du bacille. Cr \
Nous:devons dire ici que le crachat lui-même a une viscosité propre en plus de celle du liquide collecteur ou histolysant; c'esi ce qui nous à fait abandonner nos essais de détermination de la viscosité (Voir CI. Martin, « Tension superficielle », thèse de Bordeaux). La viscosité comme la tension superficielle croit avec la densité des liquides. Mais ceci (Ramsay) n’est exact que pour les liquides simples; pour les solutions ou mélanges, on n’observe pas de proportionnalité vraie entre les coefficients de viscosité el de tension superficielle de deux liquides et ceux de leurs mélanges.
Si, d'autre part, nous agitons avec de l’éther ces différentes solutions glycériques ci-dessus mentionnées et que nous centrifugions, nous trouvons, d'une manière constante, les bacilles captés par le liquide léger, en surface; disons que presque . jamais il n'en reste dans le culot. es
L'éther est émulsionné et l’on sait que d’après Duclaux une émulsion est d'autant plus stable que le liquide émulsionnant a une plus grande viscosité, que le liquide émulsionnant donne, par agitation, une mousse plus persistante. |
Des critiques que l’on vient de lire, il ressort manifestement qu'il convient de donner la préférence à une méthode utilisant un liquide dense, dont l'extrême densité ne sera que peu influencée par celle du crachat. On doit donc trouver plus judicieux l'emploi des collections lourdes où l’on collectionne, grâce à l'entrainement d’un liquide de très faible densité, les bacilles en surface. La viscosité de plus du liquide émulsionnant et celle possible, surajoutable du crachat, accroissant les garanties.
Telles sont les constalations expérimentales qui nous ont amené au choix de notre méthode personnelle que nous allons
exposer.
Nouveau procédé d’homogénéisation et de « collection ».
La densité du bacille de Koch nous étant connue, nous n'avons pu, pour le choix d’une méthode, tomber dans Îles mêmes errements que beaucoup d’auleurs qui négligeaient ou ignoraient cette notion fondamentale. Nous avons déjà dit que cette densité est comprise entre 1.010 et 1.080; les crachats étant généralement hétérogènes ont des densités très variables, mais en majorilé supérieures à celle de l'eau.
Nous avons donc donné notre préférence à une méthode augmentant d'une manière considérable la densité, jointe à la _ viscosité du mélange : crachat agent fluiditiant. © :
De cette façon, nous avons la certitude, en collectionnant en surface et a fortiori avec l’aide de l'ascension d’un liquidè léger, de ne plus trouver aucun bacille dans le culot de centrifugation, mais la totalité à la partie supérieure du tube.
Comme dans les méthodes précédemment données, il nous fallait un liquide susceptible de dissocier le crachat, de le fluidifier et répondant aussi aux notions de densités désirées. Jadis nous avions fait de nombreux examens, privé de centrifugeuse, par la méthode peu théorique et si inconstante de Straus par sédimentalion. Nous avions trouvé que l'histolyse élait suffisante pour permeltre des frollis facilement lisibles; le borate de soude et l’acide borique donnent en effet, à tous points de vue, des résultats assez satisfaisants.
Notre choix fut done arrêté sur la solution aqueuse saturée de borate de soude et d'acide borique, d'après Stroscheim, cité par Straus et par Pertig :
Faire dissoudre 8 grammes de borax et 12 grammes d'acide
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borique dans Q. S. eau bouillante;, ajouter encore 4 grammes de borax et filtrer. Ce liquide a, à 15 degrés, une densité D — 1.045. x
Technique :
1° Dans un flacon bouché à l'émeri, mettre un volume de crachat; dissocier avec des perles de verre en agitant vigoureusement; & °
2 Ajouter un égal volume de la solution aqueuse boricoboratée ; agiter cinq minutes et plus jusqu’à fluidification parfaite ; |
3° Ajouter : glycérine officinale un volume égal à celui qui est dans le flacon (crachat + liquide d’histolyse); agiter de nouveau ; e . Æ Dans les tubes équilibrés de la centrifugeuse, verser le” mélange définitif en ménageant une place pour mettre une couche d’éther d'environ 2 centimètres de hauteur: obturer les tubes avec les doigts; agiter; ef
8° Centrifuger le plus longuement possible; avec une centrifugeuse à mains à 1.800 tours, l'opération ne demande généralement pas plus de cinq minutes.
On voit alors le liquide du tube, dans la majorité des cas (si. l'histolyse a été bien faite), sans culot et l'éther nettement séparé à la partie supérieure du tube ayant comme limite une pellicule. ic ae
Avec un fil de platine replié en spirale dans un plan perpen-diculaire à l’axe, on recueille la pellicule et on la dépose sur une lame; avec une autre lame, on dilacère par frottements successifs. Les frottis ont l'air généralement (rop chargés, mais il n'en est rien. On peut, pour plus de sûreté, adjoindre un prélèvement à la pipette du liquide éthéré qui contient aussi des bacilles.
On laisse sécher de préférence à l’étuve.
ILest important d'éviter, en cueillant la pellicule, de plonger trop profondément l'anse qui entrainerait un peu de glycérine el donnerait des étalements luisants et séchant mal. Si ce petit
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accident arrivait, n'y prêter que peu d'attention, les manipulations ultérieures élimineront par lavage le corps visqueux.
Fixer comme d'habitude trois fois dans une flamme bleue sans prendre garde à l'aspect luisant que la lame pourrait conserver. 3
Colorer à chaud, suivant la technique Ziehl-Neelsen ou toute - autre. Volontairement, nous négligeons de parler des différentes méthodes de coloration ; toutes peuvent être usilées avec notre procédé. |
Par la technique Ziehl-Neelsen on obtient de très bonnes prépa-. rations où les bacilles apparaissent nets au milieu de très rares déchets cellulaires qui facilitent le repérage des plans.
Comme la théorie nous Le faisait prévoir, nous n'avons pour. ainsi dire jamais trouvé de bacilles dans le culot, même après une longue centrifugation.
Dans le cas le moins favorable à notre procédé, c'est-à-dire
lorsque le crachat à une faible densité, nous pouvons nous rendre compte que malgré tout, malgré l’abaissement de la densité du mélange, agent fluidifiant du crachat, l'homogénéisation, après addition de glycérine, alteint toujours une densité supérieure à celle des bacilles de Koch les plus denses. _ Si nous reprenôns les-criliques exposées dans la thèse de Corone (/oc. cit.), elles sont un argument ‘en faveur de notre procédé. Le liquide en effet que nous usitons est non seulement un liquide dense dont la nécessité s'impose pour recueillir en surface, mais aussi un mélange visquéux tenanten suspension Îles microorganismes qui n’ont de ce fait aucune tendance à s’isoler dans le culot, même par centrifugation. La facilité de séparation de l’éther (non miscible au véhicule) pour lequel, suivant les idées de Courtade-Arnaude, les bacilles acido-résistants auraient une certaine affinité, entraine le microbe à la surface où il est aisé de le collectionner. |
Un inconvénient allribué à beaucoup de procédés est que, généralement, la fixalion est difficile.
Avec notre technique, nous avons une fixalion parfaite, inmmédiate, par la façon habituelle à la flamme (trois fois à la manière dont on coupe le pain).
Thomas. 3
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Il est loisible d'ailleurs de fixer à l'alcool absolu, à l'alcooléther, à l'alcool acélone.
Un autre avantage qui nous fait échapper aux critiques exactes de dilution est que nous ne diluons en somme qu'au quart,
puisque :
CPACDAL EEE Re RE 1 volume.
Liqueur boralée........... 1 »
Evene rc eeceroae 2 »
Dans plusieurs procédés, on dilue d’une manière beaucoup plus considérable (10 fois au moins dans le procédé à la soude), cela nécessite des capacités des tubes centrifugeurs plus grandes ou leur multiplicité. En opérant avec deux tubes de 15 ce. d’une centrifugeuse à main, nous avons une prise d'essai pratiquement suffisante. |
Disons aussi que paf notre technique, qui n'utilise que des agents fluidifiants n’attaquant pas dans les conditions de l'expérience les bacilles acido-résistants (comme on l’a reproché à la soude), on a des préparations normalement colorables avec la réaction spécifique des bacilles de Koch. L'action de l'alcalin n'a pas besoin d'être limitée par l’adjonction d'un'acide quelconque. Notre solution histolysante contient d’ailleurs de l'acide borique ; de plus, dans le processus de notre technique, il se passe avantageusement des modifications. On sait, en effet, que le borale de soude a une réaction alcaline en solution aqueuse et acide en solution glycérique. L’addition de la glycérine change donc la réaction du milieu, la faible acidité de l'acide borique ne peut avoir aucune action ultérieure néfaste.
Comme pour loute recherche habituelle du bacille tuberculeux, il conviendra de suivre une technique usitée pour les bacilles acido et alcoolo-résistants, particulièrement pour le cas de l'urine, du lait, des matières fécales (bacilles du Smegma, du lait, de Mironescu).
Nous croyons devoir donner ici la technique de décoloration récemment proposée par M. Bayard (Bull. de pharmacol., n* 3-4, mars-ayril 1918), Ce procédé s'applique lout à fait bien à notre méthode et nous a fourni des préparations remarquables à tous points de vue.
/ DU Préparer la solution suivante :
Alcool a60 degrés... sr 80 grammes.
Acide borique pur erist.......... OS:
(en excès pour alleindre saturation).
Fillrer au moment du besoin et ajouter :
Glycérine officinale..,.....,..:. 20 grammes.
On recouvre le frollis des crachats avec la solution de Ziehl habituelle et, les premières fumées obtenues, on supprime la chaleur. À ce moment, sans laver la lame colorée, verser une quantité suffisante du réactif glycéro-alcoolique d'acide borique; le liquide devient rouge immédiatement. Rejeter quelques secondes après et verser une nouvelle quantité du réactif; recommencer jusqu'à ce que le liquide qui s'écoule ne laisse plus trace de cette couleur rouge. Finalement, laver copieusement, surtout pour enlever la glycérine qui empêcherait la dessiccation; attendre ce nouvel élat de siccité pour procéder à la seconde coloration du fond au bleu de méthylère.”
Il faut, pour la décoloration, deux à cinq minutes, suivant l'épaisseur de la préparalion quand il s'agit de crachats étalés directement. Avec notre lechnique d’homogénéisation et de collection, l'opération est beaucoup plus rapide et varie d'une demi-minute et moins à deux ou trois minutes. -
On a, par ce procédé, une sécurité absolue, l’action ménagée du liquide décolorant ne risquant pas de dépasser le but cherché; de plus, Le fond coloré au bleu à une teinte nette contrairement à ce qui se produit parfois par l'action des acides minéraux et particulièrement de l'acide azolique qui teinte souvent en jaune sale la préparation.
L'avantage de notre procédé d'homogénéisation et de collection est d'être applicable non seulement pour la recherche du bacille tuberculeux dans les erachats, mais aussi dans tout autre milieu suspect. S
Nous avons pu déceler aisément ainsi des bacilles de Koch
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dans les matières fécales, urines, pus, et dans les liquides pathologiques.
Nous donnerons rapidement la technique appliquée à chaque
milieu.
Application du procédé de l’auteur à la recherche du bacille tuberculeux dans les milieux autres que les crachats. |
La question de la recherche du bacille tuberculeux dans les différents milieux, urine, matières fécales, lait, sang, pus, liquides pathologiques, est intimement liée’à la. recherche dans les crachats. Les conditions sont loujours les mêmes; homogénéiser et collectionner. Aussi les échecs sont dus aux causes que nous avons énoncées précédemment; ils sont imputables, soit à une fluidification imparfaite, soit à un mode de collection erroné.
Nous ne nous étendrons donc pas longuement sur cette question, les criliques déjà faites étant applicables ici même. Nous nous contenterons de donner l'adaplalion pratique de notre procédé à ces recherches particulières.
Dans l'urine. — Il est évident que, dans ce milieu, la fluidifi-.
calion est inutile, les bacilles étant disséminés dans le liquide; nous disons disséminés, la densité de l'urine oscillant entre 1.014et1.028. Si, par centrifugation simple, on a quelque chance de rencontrer les bacilles dans le culot, on ne peut avoir une sécurité absolue et de plus.il serait nécessaire d'opérer sur une quantité considérable. Aussi a-f on imaginé d'entraîner les germes dans un coagulum que l'on traite ensuite comme un
crachat.
C'est en somme à ces deux modes, collection directe et
digestion d’un dépôt artificiel, que sont empruntées ces diffé-
rentes méthodes pour la recherche du bacille de Koch dans
l'urine. Nous citerons les travaux de Bezancçon et Philibert (1908), de Courmont et Mandoul (1904), d'Ellermann et Erdlansen (1908), de Fournier ct Beaufumé (1902), de Guerbet, etc.
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Le procédé bien connu à l'albumine de Meyer est particulièrement applicable à notre méthode ; nous l'indiquerons.
Préparation de l’albumine de Meyer :
Verser un blanc d'œuf dans un flacon de 150 cc. muni de perles de verre; lui ajouter poids égal de glycérine et 1 p. 100! du poids total du mélange, de salicylate de soude dissous dans son poids d'eau. Agiter fortement et filtrer au papier.
Vérifier la réaction acide de l'urine ou l'assurer par quelques gouttes d'acide acétique. S'il n'y a pas d’albumine, ajouter à chaque 100 ec. d'urine 1 cc. d’albumine de Meyer. Chauffer dans une capsule de porcelaine. Agiler jusqu’à ébullition tumultueuse. Jeter sur un filtre sans plis mouillé, entrainer le coagulum sur le filtre. Laver sonmairement avec de l’eau chaude et égoulter. Ouvrir le filtre à plat, l’essorer, racler le coagulum et l'agiter dans un flacon avec des perles de verre en présence de quantité nécessaire de notre solution borico-boratée. Ajouter après fluidification parfaite double volume de glycérine, agiter et centrifuger avec de l'éther. Cueillir la pellicule, la partie éthérée, étaler, colorer. J
Il nous faut faire remarquer que souvent les urines où la recherche doit s'effectuer abandonnent spontanément un dépôt se sédimentant convenablement. Ce précipité a entrainé des bacilles, et il est alors possible de se contenter de traiter ce dépôt par Le liquide borico-boraté, suivant notre technique usitée pour les crachats; tous les temps sont les mêmes. Nous avons pu ainsi déceler nettement des bacilles acido et alcoolo-résistants.
Pour les raisons énoncées précédemment, nous ne trouvons pas qu'il suffise de centrifuger simplement l'urine, cette centrifugation ne risquant que de recueillir des bacilles denses souvent trop rares, peut-être aussi entrainés mécaniquement par des déchets cellulaires. Si l’on veut aller rapidement, il est plus judicieux d'augmenter la densité de l'urine par l'addition de glycérine (deux volumes) et de rechercher les bacilles en surface dans un couche éthérée après centrifugation du mélange.
Dans les matières fécales. —— Comme l'a fait remarquer de Nabias, on ne pratique pas assez souvent la recherche du
bacille de Koch dans les selles. Il s’y trouve cependant fréquemment et permet un diagnoslic certain; le procédé de découverte en est d’ailleurs facile sans avoir recours aux ingéniosités proposées par divers auteurs. Là encore, nous ne ferons que citer des noms, les techniques, toujours basées sur les mêmes principes, ‘apportant les avantages ou les causes d'erreur que nous avons reconnus ailleurs. |
Des travaux intéressants, surtout médicaux, ont été ii sur ce sujet par Anglade (1901), Bezançon et Phuibert (1908), Courmont et Mandoul (1904), de Nabias (1905). QT
Ce dernier indique le processus suivant pour déceler le microbe tuberculeux dans les selles. |
Triturer une certaine quantité de matière avec de l'alcool faible (40 degrés), de force proportionnelle à la fluidité des excreta. Ajouter de l'éther; laisser déposer. On fait un prélèvement sur la couche blanchâtre qui se dépose en surface et on colore par les procédés habituels.
Pour plus de sûreté, nous opérons comme il suit :
Triturer une certaine prise de matière avec notre liquide borico-boralé qui a l'avantage d'attaquer les albumines et certains déchets alimentaires que l'alcool ne fait que précipiter en donnant finalement des préparations peu lisibles. Ajouter de la glycérine double volume, puis de l'éther assez abondamment pour n'avoir pas une solution trop concentrée des corps gras. Agiter et centrifuger. Gomme toujours, on recueille ensurface et on colore normalement.
Cette technique donne toute garantie et l’on est vraiment surpris de la quantité généralement très considérable des bacilles acido et alcoolo-résistants collectionnés.
Dans le lait. — La présence du bacille de Koch dans le lait de femme n'a pas été absolument démontrée. On ne l'a pas trouvé non plus dans le lait de chèvre, d' ânesse et de jument. On a prétendu l'avoir fréquemment rencontré dans le lait de vache, mais il parait vraisemblable qu’il y a eu confusion avec des bacilles acido-résistants relativement assez communs (bacille
he de la fléole des prés, bacille de Müller des graminées, bacille de Corvin).
Il est admis toutefois par Nocard et d'autres auteurs que le bacille de Koch, lorsque la mamelle présente des lésions tuberculeuses, peut envahir Les canaux sécréteurs et passer dans le lait. Contrairement à ce que l'on pourrait supposer le bacille ne se développe pas dans le lait, mais sa présence et sa viru- ‘ lence rendent nécessaire la recherche.
Le lait étant, comme le dit Duclaux, une émulsion de corpuscules gras à la faveur d’un albuminoïde, la caséine, il est vraisemblable que les bacilles demeurent répartis dans toute la masse; la densité du liquide est d’ailleurs voisine de celle qui leur est propre. La dilution considérable a amené à trouver des procédés de collection qui donnent souvent des échecs. La sédimentation simple qui a été proposée n'offre aucune garantie, la crème du lait gagnant la partie superficielle, entraine certainement les organismes qui n’ont aucune raison pour tomber au fond du récipient, bien que le liquide sous Jan devienne plus éclairei, moins émulsionné.
La btoéatos simple du lait ne donne pas non plus des résultats satisfaisants pour des raisons analogues ; la centrifugation n’est qu’une sédimentation rapide.
On à proposé aussi de faire porter l'examen sur les flocons de caséine précipités d'une manière quelconque. Bayard et Cerbelaud indiquent la technique suivante : On traite le lait dans une boule à décantation à robinet (20 à 30 cc.) par 40 à 50 cc. de liqueur ammoniacale d'Adam; on agile, on laisse au repos. La couche supérieure contient tout le beurre, ‘la couche inférieure opaline renferme le sucre de lait, la caséine et les bacilles. On laisse écouler environ 10 cc. que l’on divise dans les tubes de la centrifugeuse, en additionnant chaque tube de 8 à 10 ce. d’eau stérilisée. On réunit les culots dans un seul tube, on ajoute deux volumes d'eau aseplique, on centrifuge de nouveau et on fait des lames avec le sédiment obtenu. Les traces de caséine fixent énergiquement les bacilles.
Procédé de l'auteur. — Nous appliquons aussi notre procédé
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à la recherche du bacille de Koch dans le lait. Le processus est analogue à celui usité avec l'albumine dans l'urine, la caséine étant dans lemilieu, on utilise sa précipitation.
Agiler vigoureusement le lait et non pas le laisser se sédimener; en somme, on émulsionne le beurre et les microorganismes. On opère ensuite comme pour le dosage du lactose.
Dans un vase à précipiter, on place 50 cc. d'alcool de 50 à 60 degrés acidifié par de l'acide acélique (50 gouttes par litre). On fait tomber goutte à goutte le lait (20 à 25 ce.) en agitant à chaque arrivée des gouttes dans l'alcool. On laisse au repos et on filtre sur un filtre humecté d'alcool.
Recueillir Les flocons de l’albuminoïde en raclant le filtre; on peut opérer sur une prise d'essai plus considérable et on aug-
mente les chances de découverte. Les grumeaux de caséine sont
introduits avec des perles de verre dans un flacon bouché et on y ajoute quelques gouttes de notre solution borico-boratée. On agite très vigoureusement jusqu'à fluidification parfaite. On ajoute alors un double volume de glvcérine officinale. On répartit après agitation dans les tubes du centrifugeur et on y met une quantité d'éther assez considérable. Après centrifugation, on fait un prélèvement sur la partie supérieure, on étale; les bacilles sont très adhérents à la lame après simple fixation à la chaleur. ARRETE
On colore suivant la méthode habituelle en n'oubliant pas évidemment le temps à l'alcool pour éliminer les causes d'erreur fréquentes, en l'espèce, dues aux bacilles: acido, mais non alcoolo-résistants. É
[est très peu recommandable de colorer le fond au bleu, ce qui ne donnerait aucun résultat intéressant et teinterait en plus trop énergiquement toute la masse au détriment de l'évidence des bacilles de Koch.
Cette technique nous a donné des résultats excellents et nous paratt préférable à toute autre, tant par-sa simplicité, sa rapidité, que par la certitude relative qu'elle peut offrir. ù
Dans le sang. — D'après Natbhan-Larrier et Bergeron, le bacille tuberculeux se trouverait, cinquante fois sur cent, dans.
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le sang des malades atteints de tuberculose ouverte. Pour déceler le microbe, ces auteurs conseillent l’hydrohémolyse. On recueille 10 cc. de sang par ponction veineuse que l’on
mélange immédiatement à 100 cc. d’eau distillée stérile. On
agile, l’hémolyse se produit. On centrifuge et on fait des étale-
ments avec le culot.
Le but de cette méthode est évidemment d'opérer sur une
prise d'essai restant fluide; c'est aussi l'idée directrice de la
technique à la sangsue proposée par Gary; d'autres auteurs, imbus des mêmes principes, recueillent le sang en milieu citraté ou anticoagulant. |
Pour d’autres, au contraire, on utilise avec avantage la coagulation spontanée du sang et on opère la recherche sur les caillots (Bezancçon, Griffon, Philibert et aussi Joussel).
Nous nous rallions à ce genre de méthode et opérons comme il suit. |
Procédé de l’auteur. — On prélève le sang par ponction veineuse ; on le laisse se coaguler spontanément en récipient stérile; si le sérum surnage mal,-on centrifuge. Le coagulum est agité très vigoureusement avec notre solulion borico-boratée, en présence de perles de verres. On ajoute double volume de glycérine et un peu d'’éther, on centrifuge et on collectionne en
surface, on fixe à la flamme normalement. N
Dans le pus. — La recherche dans le pus est souvent infructueuse ; c'est généralement en raison de la cytologie et de l’absence de germes microbiens que l'on porte le diagnostic de tuberculose. Nous avons pu cependant (dans l'exemple cité dans notre introduction) déceler le bacille de Koch par notre lechnique; c’est le même modus faciendi que pour les crachats. On opère sur le pus absolument comme si c'élait un crachat. Il y a
lieu toutefois d’agiter longuement et vigoureusement au premier.
temps en présence des perles de verre et de la solution boricoboratée.
Liquides pathologiques. — En effectuant, l'examen cytologique des liquides pathologiques, nous avions remarqué que
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les germes étaient souvent entrainés dans le coagulum albumineux-fibrineux qui se forme spontanément; de là, la nécessité bien connue de défibriner lorsque l'on veut étudier les éléments cellulaires. Quand il s’agit simplement de rechercher les germes microbiens, on a tout intérêt au contraire à provoquer ce. coagulum de l'albuminoïde et la méthode que nous utilisons devient de ce fait calquée sur celle de l'albumine de Meyer pour l'urine.
On porte à l'ébullition le liquide suspect en l'acétifiant légèrement; on filtre, on racle le filtre, ou, si l'on veut aller plus vite, on centrifuge convenablement le liquide chauffé (on prélève alors le culot ou tout ce qui est coagulum). On opère l’attaque des flocons par agitation avec la solution alcaline boricoboratée. On ajoute deux volumes de glycérine, un peu d'’éther et on collectionne en surface à notre façon habituelle.
Telles sont les adaptations particulières de notre méthode aux différents milieux où l’on est susceptible de découvrir le bacille de Koch. : | HOT
Ayant l'habitude de toujours faire un examen préalable d’un frottis direct prélevé sur un échantillon moyen du milieu suspect, nous avons été frappé de la différence des flores après. exämen d’un étalement provenant de l'homogénéisation.
Pour un crachat, par exemple, riche en sapophytes, à l'aspect de la lame directe, nous avons trouvé après homogénéisation un pourcentage considérablement augmenté Le certaines espèces, tandis que d’autres se sont appauvries.
Il nous semble que ceci nous montre très manifestement qué
les divers germes microbiens ont des densités différentes qui
leur sont bien particulières.
On ne saurait donc négliger la question de densité du liquide collecteur pour le choix d'une technique d’enrichissement.
Actuellement, le pronostic de la maladie n’est pas influencé par la numéraliôn des germes. Quand on recherche des bacilles de Koch dans un milieu, on veut pouvoir les trouver s'il y en a. IL ne faut pas avoir la prétention de capter tous les microorganismes, mais être assuré d'en collectionner toujours la majorité,
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quelques-uns échappant parfois, pour des causes diverses, au prélèvement.
Il nous a semblé que beaucoup de méthodes, excellentes en théorie, n’offraient pas ces garanlies; notre technique d'homogénéisation et de collection nous à paru répondre à ces desiderata.
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