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PRÉFACE
Uobsei'vation clinique demeurera toujours le procédé le plus sûr de la séméiologie et du diagnostic : mais tant de recherches de laboratoires ont élargi son domaine, qu'il n'est plus possible aujourd'hui de s'abstraire des enseigne^ ments qu'elles poursuivent.
Jusqu'ici, il semblait que les méthodes plus aiguës et plus précises de l'observation dussent demeurer l'apanage des médecins exerçant dans les grands centres, qui ont à leur disposition des techniques difficiles et des laboratoires où leur réalisation est possible.
Mais les techniques si compliquées de jadis se sont peu à peu simplifiées, au point que tous les praticienSy même ceux qui sont le moins versés dans les travaux de laboratoire, sont capables de les exécuter, pourvu qu'ils y mettent un peu de soin et d'attention. En outre, elles n'exigent plus, comme autrefois, des installations spéciales y un matériel et des réactifs coûteux. Avec une petite armoire, une table bien éclairée, un bon microscope, une menue verrerie, dont le coût est insignifiant, quelques cobayes, etc., chaque pra-
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ticien peut faire dans son cabinet toutes les investigations courantes dont il a besoin.
Mais pour cela, il lui faut un guide à la fois simple et sûr. M, Noël Fiessinger le lui donne en de courtes formules dégagées de tout Vamas des inutilités.
Parmi les nombreuses techniques, il choisit les plus précises et les plus faciles. Chacune de ceHes qu*il propose a été Vobjet d'une vérification minutieuse. Et ces techniques, il les met à la portée de tous en un langage clair, indiquant au praticien ce qui lui est nécessaire pour faire Vessai, la manière de V effectuer, puis ce- qu'il faut voir ; enfin, com-' ment on doit interpréter le résultat de ce que Von voit.
Ce petit livre a une portée beaucoup plus grande que sa forme modeste ne le laisserait supposer. C'est Vœuvre d'un homme compétent qui a vu par lui-même et qui sait bien expliquer ce qu'il a vu.
Je ne doute pas que ce Mémento ne soit appelé à un grand succès et qu'il ne figure bientôt sur la table de tous les praticiens qui sauront gré à l'auteur de leur avoir rendu accessibles des procédés de diagnostic moderne dont ils auront chaque jour l'occasion de reconnaître l'importance.
Professeur Albert ROBIN.
INTRODUCTION
L'époque n'est plus où les médecins se divisaient en deux groupes distincts : les praticiens et les hommes de laboratoire. Aujourd'hui, le laboratoire n'est plus isolé dans une tour, d'ivoire, il a pénétré dans la pratique journalière. La médecine en se perfectionnant a profité de l'association de la clinique et du laboratoire. Ce dernier est devenu l'assistant utile et souvent nécessaire de la clinique. Multiples sont les renseignements qu'il apporte au médecin par l'hématologie, la bactériologie, la sérologie et la cytologie. Ces renseignements, il faut qu'ils ne soient pas le privilège des grands hôpitaux et des services des grandes villes, ils peuvent être procurés au clinicien de campagne soit par luimême, soit avec l'aide des grands centres. Les petites manœuvres de laboratoire sont des plus simples à exécuter, l'installation sommaire est peu coûteuse. De nombreux confrères nous avaient demandé des <( feuillets mémentos » pour leur installation improvisée. Les voici.
Ces feuillets comprendront à l'occasion de chaque examen quatre divisions :
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Ce qu'il faut ; Ce qu'il faut faire ; Ce qu'il faut voir ; Ce qu'il faut dire.
La plupart de ces feuillets, publiés dans le Journal des Praticiens, ont été revus, corrigés et complétés. Us n'ont pas la prétention de tout dire. Loin de là. Leur ensemble ne constitue ni un traité, ni un manuel, ni un précis. Ce sont de simples réponses techniques à des questions que pose la clinique jourilalière. Nous avons réuni plus de cent de ces questions. Certaines paraîtront curieuses, inattendues. Elles me furent posées par des confrères qui m'en démontrèrent Futilité. Quant aux techniques, elles sont aussi simples que possible. Ces feuillets s'inspirent de la nécessité de voir et de faire simplement. Ils sojut à la portée de tous.
DE LA DEUXIÈME ÉDITION
En seize mois, la première édition des Diagnostics Biologiques est épuisée. Elle a été traduite en espagnol. Nous y voyons un encouragement dans la recherche des simplifications techniques. Ce livre est devenu le collaborateur indispensable du praticien. C'est dans ce but que nous l'avions écrit. Cette deuxième édition a été soigneusement revue. Nous y avons apporté quelques changements. De nouveaux chapitres s'imposaient. D'autres devaient disparaître. Nous avons ajouté plusieurs feuillets sur la stérilisation des seringues, la préparation des vaccins microbiens, la recherche des porteurs de germes diphtériques et méningococciques, le diagnostic bactériologique des streptocoques, la concentration dans les matières des œufs de parasites ou kystes, la technique de la coagulation du sang par la méthode de Bloch, le dosage de l'urée par le xanthydrol, le dosage de l'urée du sang par précipitation des albumines à l'acide tri chloracé tique, etc.
Un chapitre de physique a été ajouté pour étudier la
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tension du liquide céphalo-rachidien et la manière d'établir jxae courbe oscillométrique. Ces deux techniques n'appartiennent p« au laboratoire, mais à la clinique. Nous avons pensé compléter les d&^nostics biologiques en leur réservant une place à côté des tet^Emqws de laboratoire.
Nous avons aussi corrigé certaines techniques qui se scmt perfectionnées. En fait de technique, la perfection n'est jamais obtenue. On remanie sans cesse.
Ainsi revue, cette deuxième édition est soumise à la critique du public médical. Elle est encore imparfaite, mais du moins elle vise à la simplicité. Ce fut le grand reproche que l'on me fît : faire trop simple, trop élémentaire. Je persévère. Ce livre n'est pas écrit pour les savants, il s'adresse au praticien de laboratoire.
CHAPITRE I BACTÉRIOLOGIE
Ce qu'il faut pour monter le laboratoire du praticien
Le laboratoire.
- Une chambre xîlaire, de préférence exposée au nord (pour
éviter le soleil) ;
- Deux tables : une table face à la fenêtre, assez grande, recou-
verte ou d'une toile cirée ou mieux d'une grande plaque de verre blanc ; l'autre, petite, dans un coin, doit porter Tétuve ;
- Un évier avec un robinet d'eau froide dans un coin ;
- Un placard en bois blanc pour les produits chimiques ;
- Une conduite de gaz à trois branches, deux aboutissant à
la table ; une pour un bec Auer de table, l'autre pour un bec Bunsen.
Si le gaz fait défaut, on peut au besoin se contenter d'une forte lampe à alcool ou d'une lampe à essence minérale (genre Pip), et d'un éclairage puissant (lampe à essence ou à alcool) ; la troisième branche s'arrête au voisinage de la plus petite table à étuve ; -Au dehors, dans la cour, quelques cages, le plus possible
métalliques, pour être facilement lavées. Le tout, bien abrité dans une baraque en planches : le chenil.
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Fig. 1. — Plan du laboratoire.
Le matériel.
- Sur la petite table, une étuve de Roux, de petite étendue, à réglage métallique ; la réunir à la conduite par un tube métallique souple. L'étuve contient un thermomètre, on alFume Tétuve, et avec la vis du régulateur on règle la température toutes les 4 ou 5 heures jusqu'au niveau régulier de Zf\
Lorsque le laboratoire n'est pas chauffé, il arrive que rétuve de Rpux se dérègle et ne puisse atteindre 87®. Il faut alors, ou avoir recours à un chauffage supplémentaire, ou disposer Tétuve dans un coin abrité. Le mieux est alors de choisir plutôt une étuve à eau, système Hearson. Le système Hearson est parfait et la grande masse d'eau empêche les trop rapides refroidissements. Suivant les cas,
on choisira une étuve à chauffage au gaz ou à la lampe
de pétrole.
A côté de la table : un four Pasteur et un petit autoclave
que Ton relie quand c'est nécessaire avec la conduite de
gaz de la table en enlevant le bec Bunsen ; Sur l'évier, un séchoir de bois et un centrifugeur hydrau-
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Flg. 2. — Plan de la table du laboratoire.
lique. On peut aussi utiliser comme centrifugeur, un centrifugeur à main adapté à la table, le modèle le plus puissant dans ce genre est le centrifugeur Jouan (Leune constructeur) ;
Un microscope monté sous son globe ou son cornet {voir plus loin) ; '
Des lames ordinaires (200) et deux boîtes de lamelles (de 22-22) ;
Un porte- tubes à essais de 10 places ;
Deux paniers à tubes en fil métallique ;
Deux cents tubes d'essfais, des tubes à pipette, 20 tubes à centrifugeur, un jeu de petits tubes à hémolyse ;
— Cinq verres à pied, 2 éprouvettes graduées : une à ao centi-
mètres cubes, l'autre à i5o ;
— Trois capsules de porcelaine de 200 centimètres cubes ;
— Cinq flacons de i litre (pour hémoculture) ;
— Cinq flacons compte-gouttes ;
— Deux pipettes graduées de 10 centimètres cubes et quatre de
I centimètre cube graduées au 1/20 (modèle Levaditi).
— Une pissette, que Ton peut monter soi-même avec un bouchon
à deux tubes ;
— Des flacons de i5o à 260 grammes, ordinaires pour réactifs ; - — Cinq, petits entonnoirs en verre qu'on laissera sur les flacons
des colorants avec leur filtre de papier ;
— Cinq entonnoirs plus volumineux (de 5o centimètres cubes
environ) ;
— Un trépied, un treillis de fil métallique ;
— Deux cristallisoirs d un litre ;
— Une platine chauffante ou une lame métallique bien plane
de 5 centimètres sur 26 centimètres et épaisse de 2 millimètres.
— Du papier filtre. Faire des filtres petits pour les petits enton-
noirs, grands pour les grands ;
— Deux fils de platine montés. On peut remplacer le platine
par des alliages métalliques dont le prix est moins élevée
Les produits *.
100 grammes d'acide acétique glacial ; 100 grammes d'acide phénique neigeux ; I® Réactifs : i litre d'acide azotique ;
— d'acide chlorhydrique ;
— de lessive de soude ;
— d'eau oxygénée, d'alcool absolu, d'alcool
à 90®, de xylol ;
— de formol à 4o p. 100 ;
i. Forcéiuenl, la description est incomplète. 11 faut se reporter plus loin et fixer ainsi le matériel et les produits nécessaires suivant que le praticien fera de la bactériologie, de l'hématologie, de la cytologie, de Turologie, do la coprologie, de la chimie, ou tout ensemble.
plus les réactifs désignés plus loin, se rapportant aux expériences que Ton doit faire.
a® Colorants : lo gr. de violet de gentiane ;
— de bleu de méthylène ;
— d'éosine ;
— de fuchsine ;
5 gr. d'iodure de potassium ;
— d'iode ;
I flacon de bleu polychrome et de l'éosinate de bleu de méthylène ; 10 gr. de benzidine ; plus les colorants désignés plus loin se rapportant aux expériences que Ton désire faire.
Lés animaux.
Cinq cobayes en cage commune ;
Dix sourb en petite cage à fin treillis et dans du coton.
Choix d'un miprospope
Une première question se pose :
Faut-il un microscope étranger ou un microscope français ? Pour le praticien et pour le savant, les microscopes français suffisent.
Leurs inconvénients : le fini du microscope est moins parfait,
les objectifs forts moins soignés.
Leurs avantages : leur prix est notamment moins élevé. . En général, ils suffisent. J'ai moi-même un microscope français depuis quinze ans et j'en suis toujours satisfait.
Pour le choix, il est nécessaire d'envisager successivement : le statif, les oculaires, les objectifs.
Le statif.
Le statif le* plus simple suffit. Comme pied, je conseille un trépied (modèle Pasteur). Inutile d'avoir un gros tube. Ghoi-
sissez le tube ordinaire avec articulation permettant Tinclinaison, avantage souvent impoiitant pour faciliter Téclairage.
Le statif portera un éclairage Abbe, un miroir à deux faces, et j'insiste sur ce dernier point, une platine mobile. Cette platine mobile sera de préférence le modèle Mal assez à grands mouvements. Les platines à mobilisation oblique ne suffisent pas (modèle Pasteur).
Le tube portera un revolver avec trois objectifs.
Les oculaires.
Inutile d'acheter plusieurs oculaires. Un seul suffit. Prenez-le à votre convenance et à votre œil. Faites- vous envoyer pour choisir, i, 2, 4 ou 6. Plus le chiffre est élevé, plus le grossissement est fort ; plus il est fort, plus il perd en netteté, plus il fatigue. Je vous conseille un « Oculaire compensateur 3 ».
Les objectifs.
Il faut trois objectifs :
Un objectif faible i ou 2.
Un objectif moyen 5 ou 6 pour l'hématologie et les agglutinations.
Un objectif à immersion au 1/12 pour la bactériologie.
L'objectif à immersion doit être choisi. Faites-vous envoyer des objectifs pour les choisir. Examinez une préparation type en ayant soin de recouvrir l'objectif d'une goutte d'huile de cèdre et en surveillant la mise au point. Le meilleur objectif se juge par la luminosité et par l'étendue du champ net sans modifier la mise au point. Les objectifs à immersion français sont quelquefois excellents, mais il faut les choisir. C'est là leur inconvénient. Les immersions étrangères sont excellentes, plus claires, mais aussi plus coûteuses.
Avec le microscope, demandez un globe et un feutre : le globe pour le couvrir, le feutre pour le poser.
Il faut encore une peau de chamois ou des linges fins usagés.
On peut se passer d'un globe, en le remplaçant par un grand
cornet de papier fort, collé, qui peut recouvrir complètement le microscope.
Un carré d'une couverture de laine peut facilement tenir lieu de feutre.
Soins du miorosoope
Ce qu'il faut :
I** Un globe ou un cornet de papier pour couvrir le microscope ;
2** Un feutre pour le poser de façon à Tempêcher de glisser ou une couverture de laine ;
3® Un flacon d'huile de cèdre que les fabricants livrent avec l'objectif à immersion ;
4* Une peau de chamois ou des linges fins usagés ;
5® Une table fixe sur laquelle on pose le microscope.
- Ce qu'il faut faire :
Monter tout d'abord lappareil. L'oculaire doit être en place et ne jamais être changé. Sur le revolver porte-objectif, on visse les deux ou trois objectifs que Ton possède et on les laisse indéfiniment en place. Seul l'objectif à immersion ne doit être vissé ^qu'avant l'usage. Il reste donc une place libre sur le revolver porte-objectif.
L'objectif à impDersion est déposé dans son étui à côté du microscope.
Le tout eet plftcé sur le feutre et recouveit du globe.
Quand le microscope est au repos il est bon que le revolver porte-objectif soit disposé de façon à ce que l'orifice libre corresponde à l'extrémité du tube du microscope. De cette façon on évite le contact des objectifs avec la lentille supérieure de l'éclairage, contact qui pourrait les briser.
Pour se servir des objectifs montés, il est facile de les diriger dans l'axe de vision par simple rotation du revolver.
Pour se servir de l'objectif à immersion, on commence par fixer sur la platine la préparation à examiner. On dévisse la boîte de l'objectif, on le retire avec précaution et on le dépose sur sa
base, lentille en Tair.^Avec la peau de chamois, on frotte légèrement la lentille et on dépose avec la petite spatule du flacon à l'huile de cèdre une goutte d'huile de cèdre sur la lentille de l'immersion. Montez ensuite votre immersion sur le revolver en évitant de la laisser tomber. Tournez le revolver de façon à amener l'immersion dans Taxe de vision et mettez au point.
Quand l'examen, est fini, on dévisse de nouveau l'objectif à immersion. On l'essuie avec la peau de chamois, toujours avec soin, et on le dépose dans sa petite boîte.
Ne laissez pas votre immersion sur le revolver. Cette habitude est déplorable. Une immersion est un objet de valeur, elle mérité que l'on en prenne soin. Si vpus la laissez en placé, il arrivera qu'un jour vous oublierez de l'essuyer. Vous ne rteûïarquez pas votre faute, car la lentille est en bas. Et le lendemain votre huile est sèche, collante. J'ai vu alors des étudiants prendre du xylol pour décrasser leur objectif et en user avec une telle abondance qu'ils décollaient les lentilles et perdaient leur immersion. Depuis plus de i5 ans, je me sers. d'une immersion qui est aussi claire que le premier jour, mais à la condition de la dévisser après chaque usage.
Si les objectifs se troublent, ne les essuyez qu'avec la peau de chamois. Si la souillure vient du Baume du Canada ou d'hUîle de cèdre, déposez une goutte de xylôl sur la peau et frottez légèrement et avec précaution.
Tous les 8 ou i5 jours, nettoyez tout TappareiJ avec la peau de chamois.
Ne laissez pas encrasser la platine, le xylol vous permettra de dissoudre l'huile de cèdre; ne conflez votre microscope à personne.
En somme, de la douceur et pas de négligence. Et attentibn aux domestiques ou aux garçons de laboratoire.
Comment mettre au point un miorosoope ?
Cette question a Taîr des plus simples. En réalité, c'est une des difficultés les plus décourageantes du débutant.
BACTERIOLOGIE y
Installation du microscope.
En général, pour mettre au point, il est nécessaire de commencer par bien placer son microscope. Il faut le placer en face d'une fenêtre bien éclairée. Il sera vertical ou légèrement incliné suivant la convenance du chercheur.
Ëclairage.
Le miroir est ensuite dirigé de façon à éclairer la préparation • à examiner. Il faut éviter que le microscope soit éclairé par les rayons solaires.
La nuit, je vous conseille d'employer l'éclairage au bec Auer ou dune lampe électrique . d'au moins 3o bougies avec interposition entre la lampe et le miroir d'un ballon d'un litre rempli d'eau distillée faiblement teintée en bleu par une trace de sulfate de cuivre. Avec un petit écran de carton fixé au goulot du flacon, vous éviterez de recevoir les rayons dans les yeux.
Le ballon, sera placé près de l'éclairage et le microscope à environ 5o centimètres du ballon ;• il sera facile de fixer cette distance suivant l'intensité de l'éclairage obtenu.
Pour le début de l'examen supprimez l'éclairage Abbe en l'abaissant et en le tournant en dehors et n'utilisez pas de diaphragme.
La préparation a été fixée sur la platine et disposée à l'aide des vis directrices de façon que la région à examina corresponde à l'axe du microscope.
Fijç. 3. — Microscope.
Mise au point avec un objectif faible (examen de matières, urines, etc.).
Pas d'éclairage Abbe, pas de diaphragme. Miroir concave.
Mettre Tobjectif dans le rayon de vision. Abaisser le tube avec la grosse vis jusqu'à ce que Tobjectif vienne presque en contact avec la préparation en surveillant ce -mouvement.
La mise au point se fera en remontant, Tœil au microscope. On remonte avec la grosse vis et lentement. Quand la mise au point est obtenue, on peut la compléter à la vis micrométrique.
En général, je conseille de ne pas mettre au point en abaissant ; il peut arriver que l'on passe le point et que l'objectif vienne buter contre la préparation, d'où il peut résulter que la préparation ou l'objectif éclatent sous la pression.
Mise au point avec un objectif moyen (6 à 8) (numération du sang, séro-diagnostic typhîque).
On procédera de la môme façon. Abaisser l'objectif jusqu'à contact avec l'objet et faire la mise au point en remontant, maïs à la vis micrométrique.
Pour la mimération du sang, attention de ne pas enfoncer la lamelle de l'hématimètre. Il faut savoir que cette lamelle est souvent d une épaisseur telle que la mise au point est impossible avec un 8, d'où la nécessité de recourir à un objectif plus faible, de préférence un 6. •
Pour le séro-diagnostic y on peut employer l'éclairage Abbe, mais à la condition de le diaphragmer fortement ou de l'abaisser de 3 à 4 millimètres. La préparation doit être éclairée en gris et non en grande lumière. C'est la condition essentielle pour bien voir les bacilles. On met au point en remontant, en cherchant comme point de mire des globules rouges ou des bulles d'air. Recommencer avec patience ; il est souvent difficile d'arriver à mettre au point.
Il faut tenir compte de plusieurs obstacles : il ne faut pas que l'objectif soit mouillé par la culture, il faut que la lamelle soit bien au-dessus de la lame et non au-dessous comme certains débutants le font quelquefois.
Mise au point avec un objectif à immersion (hématologie, bactériologie).
Mettre bien la lame de façon que le dépôt à examiner soit audessus, ne pas se tromper de face.
Placer Téclairage Abbe sans diaphragme de façon à obtenir la plus grande luminosité. Miroir plan.
Visser l'immersion, la braquer sur l'objet, rabaisser de façon que Thuile de cèdre que Ton a déposée au préalable sur la lentille vienne en contact de la lame, obtenir lentement avec la grosse vis le contact entre la lame et Tobjectif. Mettre au point en remontant à la vis micrométrique. Pas de violence, pas d'énervement, de la douceur et de la patience. Quand on obtient la mise au point, compléter l'éclairage en dirigeant le miroir plan et en le tournant jusqu'à convenance.
Il peut arriver que l'on ne puisse pas mettre au point. Il faut / alors s'assurer que la lame est bien en place. L'huile peut avoir été déposée sur le mauvais côté de la lame. On retire la lame et on s'assure que c'est bien sur son côté mat qu'a été déposée l'huile de cèdre.
Lorsque l'examen est fini, relever le tube avec la grosse vis, essuyer les objectifs, enlever l'objet.
Comment faire du bouillon de oulture 7
I® Des tubes à essais stérilisés à l'autoclave, à 120** en l'absence de four Pasteur ;
2® Un flacon d'extrait de viande Liebig ou de la peptone Chapoteaut ;
3® Une solution de soude diluée ;
4** Du papier de tournesol, du papier filtre ;
5** Des ballons et entonnoirs.
Ce qu'il faut faire :
a) Bouillon à Vextrait de viande :
I** On dissout à feu doux 5 grammes d'extrait de viande Liebig dans i.ooo centimètres cubes d'eau ; laisser refroidir ;
a** Éprouver sur papier de tournesol. Si le milieu est acide, TalcaUniser légèrement en ajoutant une ou quelques gouttes de
soude diluée. Filtrer sur un ballon ;
3® Chauffer dans un ballon, à II 5", à rautoclave ;
4® Filtrer à chaud sur un filtre mouillé ;
5® Répartir dans les tubes stériles ;
6** Stériliser les tubes à lautoclave, à ii5®, pendant trente minutes.
b) Bouillon au poisson. — Etant donné le prix de la viande, on vient de conseiller remploi des milieux au poisson. On découpe 5oo grammes de chair de merlan pour I litre d'eau ; cuisson 20 minutes. Filtrer sur papier, stériliser à 120® pendant ao minutes, le milieu est neutre au tournesol.
c) Bouillon à la pepfone.
Milieu T :
I® Dissoudre à feu doux, I litre d'eau distillée, 5 grammes de sel,
. Fig. 4 . — Autoclave.
dans Ao grammes de peptone Chapoteaut, 2 grammes de glucose pur.
2* Alcaliniser fortement à la soude diluée en éprouvant au papier de tournesol ;
3* Filtrer, répartir dans des tubes stériles ;
4® Stériliser les tubes à Tautoclave, à iiB**, pendant trente minutes.
Comment préparer une gélose 7
I* 'Du bouillpn stérile à la viande, au poisson, au Liebig ou à la peptone ;
2*. Dé l'agar-agar coupé en petils brins et lavé pendant une heure dans l'eau froide.
Ce qu'il faut faire :
1° Ajouter au bouillon 2 ou 3 p. lod d'agar-agàr ;
2" Faire fondre à la chaleur en agitant le mélange avec un agitateur ;
3® Alcalinîser ;
Ix^ Filtrer à chaud dans l'autoclave ouvert, mais recouvert de son couvercle, ou mieux dans un entonnoir spécial. Cette fîltration n'est pas toujours nécessaire. Dans la préparation de la gélose T, on ne filtre pas et on emploie le milieu liquide T (p. i7).
5® Stériliser en ballon à 11 5® à l'autoclave. Répartir rapidement en tubes avec un large entonnoir muni d'un tube de caoutchouc qu'on écrase avec une pînce pour le fermer. Pour le milieu T à gélose non filtrée, on laisse les flocons les plus volumineux se déposer au fond du tube avant de l'incliner.
Comment préparer l'albumine d'œuf è la soude ?
Pour enrichir les milieux, on préconise l'adjonction d'ascite ou d'albumine d'œuf à la soude. La préparation de cette albunaine est des plus simples.
1° Dissoudre 2 blancs d'œufs à 5o" dans 200 centimètres cubes d'eau distillée ;
a® Agiter constamment en évitant la mousse ;
3® Ajouter i centimètre cube de soude à 10 p. 100 ;
4' Bépartîr en tubes et stériliser à uo"-u5* pendant 20 minutes.
Comment préparer une gélose riohe ?
Ce qu'il faut :
1° Des tubes contenant 6 centimètres cubes de gélose à 3 p. loo stérilisée, gélose ordinaire ou gélose T ;
2** De l'ascile stérile, conservée en ampoules scellées à la lampe (on peut se procurer dans le commerce des ampoules d'ascite), ou de l'albumine d'œuf à la soude conservée en tubes stériles ou en ampoules ;
3** Une pipette de 2 centimètres cubes stérile ;
Ix^ Des boîtes de Pétri stériles.
Ce qu'il ,faut faire :
I® Faire fondre au bain-marie les tubes de gélose ;
2° Après liquéfaction complète, laisser refroidir vers 45®. Ajouter alors à chaque tube a centimètres cubes d'ascite ou d'albumine d œuf à la soude. Mélanger en agitant et couler immédiatement en boîte de Pétri.
Pour préparer les géloses ascites sucrées et tournesolées, incorporer dès la liquéfaction complète de la gélose, les solutions sucrées et la teinture de tournesol. Laisser refroidir à 45®. Opérer ensuite comme pour la gélose ascite simple.
Pour la culture du méningocoque et du gonocoque, les géloses à Tascitc sont préférables aux géloses albumineuses.
Stériliser au four Pasteur ou au four de ouisine
Dans la chaleur sèche un séjour de 3o minutes à 170® suffit à détruire tous les germes.
Au FOUR PASTEUR.
Ce qu'il faut :
I® Un four Pasteur ;
2® Le gaz, de préférence aux lampes à pétrole (genre Ultimus) ; 3® Les objets à stériliser : objets de verrerie (pipettes.,, tubçs^ fioles, boîtes de Pétri, etc.) ;
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Objets de porcelaine ; .
Filtres, instruments.
Les tube», flacons, fioles, pipettes sont bouchés au coton ordinaire. Déposer le coton sur Torifice, le pousser avec une pointe
Fig. 5. — Grwde étuve de J^oux,
mousse (crayon). Le bouchon doit être, peu serré et plonger de a à 4 ceatimètres dans le récipient.
Les boîtes, verres, cristallîsoirs sont enveloppés ou recouverts de papier-filtre.
Ce qu'il faut faire :
i^ Mettre dans le panier les objets à stériliser, préalablement séchés avec soin ; introduire le panier dans le four ; 2® Placer le couvercle, enfoncer le thermomètre ; 3** Allumer le gaz au contact même du bec au moment où Ton ouvre le robinet pour éviter toute explosion ;
4® Chauffer doucement ; à 170**, baisser la rampe en veilleuse,
maintenir à cette température, éteindre après 3o minutes ;
5® Ne jamais abandonner l'appareil en fonctionnement ;
6® N'enlever le couvercle qu'après refroidissement, retirer avec soin les objets en les déposant sur un journal.
On peut utiliser, à défaut de four Pasteur, le stérilisateur Lequcux, qui, étant de I etit volume, ne permet que la stérilisation du petit matériel (pipettes, aiguilles, seringues). Il est formé d'une boîte en cuivre à double paroi chauffée par deux lampes à alcool. On pousse le chauffage à la même température que pour le four Pasteur.
Au FOUR DE CUISINE.
On peut stériliser aussi d'une façon plus pratique pour le médecin de campagne, il suffit d'un fourneau de cuisine. Les
Fig. 6. — Etuvo électrique.
objets à stériliser sont disposés dans des paniers métalliques sans soudures que Ton dépose sur une série de briques appliquées elles-mêmes sur la paroi inférieure du four à cuire du fourneau. On recouvre les objets avec une feuille de coton cardé, sans toucher les parois du four. Chauffer porte fermée. On saura que la température de stérilisation sera obtenue quand le coton cardé jaunit légèrement. Retirer alors les objets eii les déposant sur un journal pour qu'ils refroidissent. Il arrive au début que certains cotons brûlent, un peu d'habitude suffît.
iStérilisation à Tautoclave
Elle est basée sur le principe suivant : dans ane atmosphère de vapeur d'eaa, exempte d'air, tous les germes sont tués par exposition pendant 20 minutes à une température de ii5®.
Elle est indiquée :
Pour ]a stérilisation des milieux de culture, sauf le sérum coagulé ;
Pour la stérilisation des seringues destinées aux prélèvements ou aux injections ;
Pour la stérilisation des récipients bouchés au coton ;
Pour la stérilisation des cultures bactériennes à jeter.
Ce qu'il faut :
1® Un autoclave Chamberland, le petit modèle suffit (fig. 4) ; .2** Une source de chaleur (gaz ou lampe Prîmus ou Ultimus) ;
3^** Les objets à stériliser bouchés au coton et recouverts de papier ou d'une compresse épaisse pour éviter la condensation de l'eau. Les objets non bouchés au coton sont enveloppés dans du papier. Ces objets sont disposés sur le panier de l'autoclave, ouverture en haut, en évitant de mettre les orifices au contact des parois latérales oiîi l'eau se condense.
Ce qu'il faut faire :
I® Verser dans la chaudière de l'eau en quantité suffisante pour atteindre un peu au-dessous du fond du panier vide ;
2** Introduire dans la chaudière le panier chargé ; 3® Poser la rondelle de caoutchouc et sur elle le couvercle que l'on fixe en serrant fortement les écrous deux à deux (en même temps lès écrous de chaque côté d'un même diamètre) à la main ; éviter le serrage à la clef ;
4° Ouvrir le robinet d'échappement. Allumer le gaz en évitant de laisser le robinet de gaz ouvert avant d'approcher l'allumette, de façon à ne pas avoir d'explosion. Chauffer doucement ; 5° Surveiller le robinet. Au début, la vapeur s'échappe en jet
discontinu, entrecoupé d'espaces clairs ;
quand le jet est continu, on ferme le robinet ;
6** Ne pas perdre des yeux le manomètre. Quand l'aiguille est arrivée à iiô", baisser la flamme en fermant le robinet de façon à maintenir la température de 110** ; avec les lampes Ultimus, on déplace la lampe sur le côté et on l'éloigné ou la rapproche suivant que la température s'élève ou s'abaisse ;
7® On doit maintenir 20 minutes à 11 5°.
Ce temps écoulé, on éteint le chauffage ; 8** Quand l'aiguille du manomètre est descendue au zéro, et seulement à ce moment, ouvrir le robinet du couvercle pour laisser échapper la vapeur, dévisser les boulons, enlever le couvercle, retirer le panier ; pour éviter de les refroidir trop vite, déposer les objets sur un journal déplié ;
9° Si les bouchons sont mouillés, porter quelques heures à l'étuve pour les sécher.
Maniàre pratique de préparer du sérum coagulé pour cultures d'angine
On peut, dans un petit laboratoire, préparer soi-même son sérum coagulé. On en fait une cinquantaine ou une centaine de tubes, suivant les besoins.
Fig. 6. — Four Pasteur.
Ce qu'il faut :
i** Un ou deux bocaux de i à 2 litres bouches avec un coton stérilisé a 120** ;
2° Des tubes à essais stérilisés à sec à 170® (four Pasteur) pendant 3o minutes, ou à chaleur humide à iSo** pendant 20 minutes ;
3® Une pipette à boule ou une pipette de 10 centimètres cubes stérile ;
4° Un couvercle métallique de boîte de biscuits et du sable fin.
Ce qu'il faut faire :
I** Recueillir le sang à labattoir. On y part avec le où les bocaux stériles. Durant la saignée du bœuf, on laisse échapper les premiers jets de sang, puis on recueille le sang qui vient ensuite dans le ou les deux bocaux. Recouvrir les bocaux. Les laisser à Tabattoir pour la rétraction dans un coin frais de l'appartement du concierge pendant 24 heures ;
2® Le lendemain, le sang est apporté au laboratoire. Avec un fil de platine flambé, on décolle le caillot, on ferme et on incline le récipient de façon à obtenir une décantation de 24 à 48 heures ;
3** Après ce temps, on aspire le sérum surnageant à la pipette stérile et on le répartit dans les tubes à essais stériles, à raison à peu près de 4 centimètres cubes par tube. Les tubes sont fermés au coton stérile et capuchonnés de papier ;
4** Préparer l'appareil à coaguler. Déposer sur un feu doux une marmite contenant de l'eau et, sur cette marmite, déposer le couvercle de la boîte de biscuits par sa face externe. On remplit le plan à rebords (face interne) avec le sable fin. Porter l'eau à l'ébuUition et la maintenir â Tébullition ;
5® Déposer les tubes de sérum dans le sable, en leur donnant l'inclinaison suffisante, les recouvrir ensuite d'une légère couche de sable ; les tubes doivent ne pas toucher les bords du couvercle ;
6** Quand l'appareil est chaud, les tubes coagulent en une denii-heure. On s'en aperçoit quand la colonne de sérum solidifié est parfaitement compacte en position verticale. Si la prise n'est
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pas faite, remettre le tube en place, le surveiller tous les 5 minutes ;
7® Quand le sérum est solidifié, laisser refroidit*. Le sérum doit être demi-transparent et très légèrement ambré. On les capuchonne ou non de papier et on les porte 24 heures à 87® pour vérifier s'ils sont aseptiques ;
8® Une provision peut être conservée k mois et plus.
La stérilisation des seringues
11 n'est pas dé question plus importante pour le médecin et pour' le bactériologiste. Si on veut faire des prélèvements à la seringue d'une façon rigoureusement aseptique, tels" par exemple que des hémocultures, il faut un matériel à Tabri de tout« infection secondaire, la stérilisation est nécessaire. L'ébullition ne suffit pas et expose aux plus grossières erreurs par la fréquence des contaminations extérieures. Lorsque le praticien sera habitué à cette technique de stérilisation constante, il la généralisera en l'appliquant au matériel d'urgence. Nous ne nous occuperons que des seringues et des aiguilles.
Ce qu'il faut :
i^ Gomme seringues, il n y a pas à hésiter, on ne doit employer que des seringued en verre. La seringue de Roux à piston en amiante a l'inconvénient de s'abîmer rapidement par les stérilisations successives et de perdre ainsi son étanchéité. En pratique il faut :
Une seringue de 20 centimètres cubes pour les prises veineuses nécessaires au dosage de l'urée sanguine ;
Plusieurs seringues de 10 ou 5 centimètres cubes pour hémocultures, réaction de Wassermann, injections intraveineuses, ponctions exploratrices ;
Plusieurs seringues de ^ 2 centimètres cubes pour petits prélèvements ou petites injections.
2® Les aiguilles seront de préférence en platine. Mais si l'acier n'est pas assez résistant aux stérilisations successives, le nickel ou
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les alliages seront d un excellent usage. On prépare actuellement des! aiguilles résistantes et pas chères. Il faut :
Une aiguille à ponction lombaire, le genre Tuffîer suffît pour la pratique ;
Une aiguille courte et de gros calibre pour les saignées veineuses ;
Plusieurs aiguilles moyennes de a à 5 centimètres de long. 3* Ce matériel doit être stérilisé tout monté, c'est-à-dire l'aiguille adaptée à sa seringue. Il faut donc rengainer pour la stérilisation. La meilleure gaine est un tube de verre dans lequel plonge la seringue entièrement. Les tubes varient suivant l'importance de la seringue : Gros tube de 4>5 sur 26 pour la stérilisation des seringues de 20 centimètres cubes, de 3 sur i5 pour la stérilisation des petites seringues. Nous conseillons les tubes ordinaires régulièrement calibrés. On a utilisé des tubes effilés de façon à empêcher la seringue de trop appuyer sur la pointe de l'aiguille. Ils ont l'inconvénient d'être fragiles au nettoyage et au chauffage. Les aiguilles isolées comme les aiguilles à ponction lombaire seront stérilisées dans des tubes à essais ordinaires ou de petits calibres.
4* Pour empêcher les aiguilles montées de porter sur leurs pointes, on peut les introduire dans un petit verre à pipette coupé à la longueur suffisante pour empêcher le contact de la pointe de l'aiguille avec le fond du tube.
. Là technique est différente suivant le mode de stérilisation.
Stérilisation à Vautoclave Stérilisation au four Pasteur
Avantages :
Permet de vaseliner les serin- Evite l'humidité qui rouille les gués et les rend ainsi plus aiguilles d'acier et altère les
étanches embouts.
Inconvénients : Peut faire casser les seringues
, . . . . , si les pistons sont humides.
Laisse persister une certaine , . . .
, . ,. , , , , ' Les seringues sont moins
humidité dans les tubes. .^ , ^ ^ , .
étanches et peuvent laisser
passer de l'air entre le piston et^ le corps de la seringue.
Technique : Dans les deux cas, la seringue et laiguille contenant son mandrin doivent être très propres et ne porter aucune souillure de sang ou de substance albuminoïde quelconque.
Bien sécher séparément le piston, la seringue et Taiguille.
On monte la seringue de la même façon et 9i on utilise le tube à pipette protègepointe, ce tube est vaseline en dedans.
Vaseliner le corps de piston, l'embout et Taiguille. La seringue est introduite toute montée dans le tube, dont le . fond est occupé par un gros tampon de coton bien tassé recouvert d'une feuille de papier-filtre plié en quatre. L'aiguille contient son mandrin qui ressort par sa pointe en se coudant.
La seringue appuie sur sa pointe pour que, dans l'ouverture du tube, ce soit l'extrémité du piston qui tombe dans la main. On ferme ensuite le tube avec un fort bouchon de coton.
Stérilisation 30 minutes à 170'
Stérilisation 20 minutes à il5°.
Les instruments, à la sortie de Tautoclave, seront séchés à l'étuve ou mieux près d'une source de chaleur.
Les tubes ne sont ouverts qu'au moment de l'emploi. Ils peuvent se conserver plusieurs mois stériles à la condition d'être en milieu sec.
Comment reoueillir du pus peur Texemen baetérielegique
Ce qu'il faut :
I** Des tubes pour pipette fermés aux deux bouts par de louate et stérilisés au four Pasteur i.
Au moment de l'emploi, étirer une pipette : porter la partie moyenne du tube à pipette dans une flamme bleue (Bunsen, dialuméau, forte lampe à alcool), le maintenir dans la flamme en tournant, de façon à chauffer uniformément toutes les faces du tube jusqu'à ce que le verre devienne rouge et se ramollisse. Alors, retirer brusquement le tube de la flamme et, en exerçant une traction régulière sur les deux extrémités de la pipette, étirer le verre en dehors de la flamme. Reporter ensuite dans la .flamme, pour séparer au milieu la portion effilée et fermer chaque extrémité effilée des deux pipettes. Les pipettes sont livrées toutes faites d^ns le commerce, mais avec un peu d'habitude il est facile de les étirer avant l'emploi, ce qui évite les cassures des extrénytés. Toute pipette cassée accidentellement avant l'emploi doit être considérée comme souillée.
2® Un tube à essai bouché au coton et stérilisé au four Pasteur.
3® Une seringue en verre et son aiguille en platine.
Pour la stériliser, la faire bouillir une demi-heure dans de l'eau faiblement salée, la monter et la faire bouillir de nouveau toute montée. La retirer de l'eau en évitant d'aspirer de l'air ;
4® Un verre de montre ayant bouilli pendant le même temps.
i" Aseptiser la peau. Lavage au savon, à l'éther, badigeonnage à la teinture d'iode. Asepsie des mains de l'opérateur ;
2® Flamber l'aiguille montée sur la seringue dans une flamnie bleue jusqu'au rouge sombre ;
1. Le matériel de verrerie peut être expédié tout stérilisé par les pharmaciens spécialisés (Carrion, par exemple), ou par les fournisseurs de laboratoire (Gogit, Fontaine, etc.).
3® Ponctionner en évitant toute souillure de Taiguille (doigts), et aspirer en évitant soigneusement les bulles d'air ;
4^ Retirer la seringue, et ou bien la vider dans un tube à essai ou bien procéder à la mise en pipette. Ce dernier procédé sera employé si le pus doit être expédié par la poste.
a) Pour la vider dans le tube à essai, flamber rapidement l'embout de la seringue. Déboucher le tube maintenu dans la main gauche en pinçant le coton par flexion du petit doigt de la main droite, flamber l'ouverture du tube qui est maintenu fortement incliné, évacuer la seringue dan3 le tube. Reflamber l'ouverture du tube et boucher avec le même coton, qui a été toujours maintenu par le petit doigt de la main gauche durant le débouchage.
b) Pour remplir la pipette, vider la seringue da^s le verre de montre, casser Teffilure de la pipette, la flamber, la plonger dans le pus, et aspirer par le gros bout de la pipette sans la déboucher ; il faut se garder d'en aspirer beaucoup, de façon à ne pas souiller le coton de la pipette ; quelques gouttes suffisent. Fermer la pipette en portant dans la flamme bleue la partie moyenne de Teffîlure et en étirant l'extrémité fine en pleine flamme.
Pour emballer la pipetie chargée, il est nécessaire de l'introduire dans un tube à essai dont le fond est garni de coton. Il faut donc une pipette courte, à effîlure courte ; on veillera aussi à fermer la pipette assez près de son collet d'étirement, car les fines effîlures se cassent en voyage. Toute pipette cassée à l'arrivée doit être considérée comme souillée.
Examen morphologique et bactériologique du pus
Ce qu'il faut :
I® Le pus recueilli aseptiquement en tube ou en pip^ette ; 2** Des lames 1 ;
Pour nettoyer les lames et les lamelles sales, on les jette au fur et à mesure des manipulations dans un récipient contenant
1. Le matériel de verrerie se trouve chez tous les fournisseurs de laboratoires (Gogit, Fontaine), et dans les verreries de laboratoire (Leune).
de Talcoôl dénaturé, on les égoutte et on les place ensuite dans une terrine qui renferme une solution de carbonate de soude (cristaux) à 2 p. 100 ; faire bouillir 3o minutes ;
Après refroidissement laver à Teau propre et faire bouillir 3o minutes dans une solution à 3 p. 100 d'acide chlorhydrique du commerce ;
Laver à l'eau propre, égoutter, essuyer et conserver à labri des poussières.
3® Un fil de platine monté ;
4* Un microscope avec une immersion à huile 1/12 ;
5^ Des colorants. Un bleu basique (bleu de méthylène, bleu de tohwdmc^ bku polychrome).
Du violet de gentiane ;
( Iode 1 gramme
De la solution de Gram ] lod. de potassium. . 2 — (Eau 200 —
De réosine ou de la fuchsine de Ziehl diluée au i/io.
Toutes les solutions colorantes se trouvent toutes faites dans le commerce, on peut les préparer soi-même. Les colorants seront demftndés^è l'état solide i. Chaque solution est aqueuse à i p. 100, il est nécessaire de phéniquer le violet de gentiane et le bleu de méthylène à la dose de o,5 à i p. 100.
Violet de gentiane ...... 1 gramme.
Acide phénique neigeux ... 2 —
Alcool absolu 10 centimètres cubes.
Eau distillée 100 —
Triturer dans un mortier le violet et Palcool, ajouter l'acide phénique, triturer ; ajouter petit à petit les deux tiers d'eau en mélangeant ; Verser dans un flacon, rincer le mortier avec le dernier tiers d'eau, verser l'eau du rinçage dans le môme flacon. Attendre 24 heures, filtrer, recueillir en flacon bouché à l'émeri pour provision.
Les colorants seront ^conservé s sur la table en flacon comptegouttes, ou en petit flacon ordinaire ; un petit entonnoir et un filtre permettant la filtration extemporanée.
1. A demander au pharmacien, droguiste, ou fournisseur de laboratoires.
Ce qu'il faut faire :
I® Flamber le fil de platine au rouge, après lui avoir recourbé en anse Textrémité J
2® Recueillir avec le fil une gouttelette de pus dans le tube à essai ou à Torifice de la pipette cassée et vidée ;
3° Etaler ]a gouttelette avec le fil de platine sur plusieurs lames ;
4° Sécher les lames ;
5® Les fixer en les passant trois fois dans une flamme bleue ;
6** Les colorer :
L'une avec un bleu.
L'autre avec lin Gram.
a) Avec un bleu. Bleu de méthylène par exemple. Verser du bleu filtré sur la lame ;
Laisser 5 minutes ; Laver à Teau de fontaine ; Sécher en agitant la lame.
b) Avec le Gram.
Verser sur la lame du violet de gentiane phéniqué ;
Laisser 5 minutes ;
Verser sur la lame, sans laver, la solution de Gram, 2 à 5* minutes ;
Laver à l'eau ;
Laver à l'alcool à 90® ou dénaturé pendant i minute jusqu'à ce que l'alcool ne se colore plus en violet ;
Laver à l'eau ;
Colorer à Téosine ou à la fuchsine diluée 2 minutes, laver à l'eau. Sécher,
7® Les examiner :
Déposer de l'huile de cèdre sur la lame colorée et séchée, ne pas se tromper de face ;
Monter sur le microscope l'objectif à immersion 1/12 ;
Mettre prudemment au point.
L'examen portera sur les éléments cellulaires et sur les microbes.
Les éléments cellulaires sont des polynucléaires, des lymphocytes, des macrophages des cellules cancéreuses, des globules rouges ; on les étudie sur la préparation colorée au bleu. Lés noyaux sont fortement colorés.
Les éléments microbiens sur les lames au bleu sont étudiés dans leur morphologie sur les lames au Gram dans leurs affinités. Les microbes vus au violet noir sur ces préparations ont pris le Gram ; les autres sont colorés en rose ou en rouge, ils n*ont pas pris le Gram.
PRENNENT LE GRAM : NE PRENNENT PAS LE GRAM
Staphylocoque. Gonocoque.
Streptocoque. ' Méningocoque.
Entérocoque. Bacille typhîque.
Pneumocoque. Bacilles paratyphiques.
Bacille diphtérique. *• Coli-bacille.
Bactérie charbonneuse. Bacille de la peste.
Vibrion septique. Bacille dysentérique.
Tétanos, etc. Vibrion cholérique, etc.
Ce qu'il faut voir et ce qu'il faut dire :
a) COCCI ARRONDIS. '
Petits grains en courtes chaînettes, prenant le Gram = streptocoques ou entérocoques.
Petits grains groupés en petites grappes, prenant le Gram = staphylocoques.
Petits grains plus gros, groupés par quatre, prenant le Gram = tétragènes.
h) DiPLOCOQUES. — ' Les diplocoques sont des cocci groupés par deux.
I® Deux petits grains de café se regardant par leur face plane, répartis le plus souvent dans un polynucléaire, ne prenant pas le Gram = gonocoques ou méningocoques. Pratiquement, la distinction se fait par Torigine du pus ; pour une distinction
ié
jM
Fig. 8. — Pneumocoques dans les crachats de pneumonie Colorât, à la thionine phéniquée. Les pneumocoques apparaissent entre trois leucocytes polynucléaires sous la forme de diplocoques, lancéolés, en flamme de bougie et encapsulés.
Fig. 9. — Gonocoques dans un pus uréthral.
Le gonocoque est parfois extracellulaire, mais sa situation caractéristique est à l'intérieur d'un polynucléaire. Il se voit dans cette préparation avec son aspect caractéristique de deux grains réniformes se regardant par leur face concave.
plus complète, envoyer un tube de culture sur gélose ascite dans un laboratoire central.
2** Deux petites flammes de bougie se regardant par leur extrémité. Le plus souvent, extracellulaires. Preijant le ,Gram et encapsulés = pneumocoques,
à) Bacilles.
I** Bacille de moyenne longueur aux extrémités arrondies, — Surtout extracellulaîre mobile, entre lame et lamelle, ne prend
Fig. IQ. — Tétragènes. Cocci en tétrades.
pas le Gram, peut-être surtout bacille d*Eberih ou coli-biacille. Pour les différencier faire une culture sur bouillon.
Si bacille immobile, ne prenant pas le Gram = bacille dysentérique,
2° CoccO'bacillCy tenant le milieu entre la forme arrondie des cocci et l'aspect alloTigé des bacilles.
— Encapsulé, en courtes chaînettes, ne prend pas le Gram = pneumo'bacille de Friedlander. ^""
Très grêle, très petit, mal coloré, ne prend pas le Gram = coccO'bacille dé Pfeiff^r.
Bacille court et fin dont le centre se colore moins que les extrémités, disposé en chaînettes provenant d'un chancre douteux, ne prend pas le Gram = bacille de Ducrey.
3® Bacille long. — Bacille en clou, long, grêle, avec une spore claire, prend le Gram chez un tétanique = bacille tétanique.
Gros bâtonnet à bouts carrés, prend le Gram, découvert dans une plaie douteuse avec gros œdème = bactéridie charbonneuse.
Bâtonnet, à bouts à peine arrondis, volumineux, encapsulé et
Fig. 11. — Streptocoques en culture sur bouillon.
immobile, prend le Gram non sponilé dans un exsudât de plaie mortifiée = bac, perfringens.
Bâtonnet immobile, enchevêtré en broussaille, prend le Gram, dans un exsudât membraneux de la gorge = bacille diphtérique.
d) Microbes associés.
Souvent, dans une suppuration, on constate la présence de plusieurs espèces microbiennes : c'est le cas surtout pour les suppurations qui avoisinent le tube digestif. L'attention doit porter sur chaque élément.
Si le pus est fétide, si les éléments microbiens sont très variés dans leur forme, peu colorables et très nombreux, c'est
que la suppuration contient probablement des anaérohies. Dans ces cas, la culture sur gélose inclinée ou sur gélose profonde est nécessaire.
Fig. 12. — Bacillus perfringens.
Fréquent dans les frottis des plaies de guerre.
Fig. 13. — Bacilles du tétanos.
Forme de clou. Spore ronde. 11 est simulé par des espèces non pathogènes. Lî façon certaine de le reconnaître est de recourir à l'inoculation de l'animal.
D'ailleurs, pour plus de certitude, il est nécessaire d'ensemencer
Fig. 14. — Bacille du chancre mou.
Bacille de Ducrey : bacille assez court à extrémités arrondies qui se dispose en chaînettes ou en amas plus ou moins volumineux. Ce frottis est celui d'un chancre mou, il contient en plus quelques leucocytes du pus.
Fig. 15. — Bactéridie charbonneuse.
Ce sont de grands bâtonnets rectilignes à extrémités coupées net. Elle se colore par le Gram.
tout pus examiné. L'examen morphologique n'est pas suffisant pour autoriser un diagnostic définitif,
A plus forte raison, si l'examen morphologique ne fournit aucun renseignement, il faut recourir à la culture sur gélose, et souvent même à l'inoculation au cobaye, car les suppurations tuberculeuses sont le plus souvent morphologiquement amîcrobiennes.
Méthode de Claudius pour la différenoiation miorobienne
La méthode de Claudius est analogue à la méthode de Gram. Elle sert aussi pour reconnaître certaines espèces microbiennes. On peut dire cependant qiie les microbes qui restent colorés par le Gram gardent aussi le Claudius. Cependant, la méthode de Claudius convient mieux pour la différenciation du vibrion septique, du bacille de la diphtérie et d'autres microbes qui ne prennent pas toujours bien nettement le Gram.
Ce qu'il faut :
i^ Des lames couvertes du frottis microbien, fixées à la chaleur ;
2* Une solution de violet de gentiane pbéniqué ;
Solution saturée de violet de gentiane dans
l'alcool à 95' 10 centimètres cubes.
Eau phénîquée à 1. p. 100 100 — —
ou une solution de violet.de méthyle & 1 p. 100.
3® Une solution d'acîde picrîque ;
Solution saturée d'acide picrique ** ââ 1 vol
Eau distillée ^
4' De l'eau distillée ;
5® Du chloroforme ou de l'essence de girofle ; 6® Un microscope monté : éclairage Abbe et immersion homogène ;
7* Du baume du Canada et des lamelles.
Ce qu'il failt fair:; :
I** Colorer une minute au violet de gentiane ou de méthyle ;
2® Lavage à l'eau distillée ;
3® Pendant une minute faire agir la solution d'acide picrique ;
4* Lavage. Enlever l'excès au papier filtre ;
5** Décolorer au chloroforme ou à l'essence de girofle, jusqu'à ce que le réactif ne se teinte plus en bleu ; . 6** Monter sous lamelle au Baume du Canada ;
7** Examiner à l'immersion homogène.
Ce qu'il faut voir :
gardent le claudius ne le gardent pas *
(restent violets) (se décolorent)
Staphylocoque. Bacille typhîque.
Pneumocoque. Coli-bacîlle.
Bacille diphtérique. Vibrion cholérique.
Bactéridie charbonneuse. Pneumobacille.
Tétragène. Pyocyanique.
Bacille tétanique. Gonocoque.
Bacille de la lèpre. Méningocoque.
Bacille tuberculeux.
Vibrion sep tique.
Cette méthode est aussi applicable aux coupes. Elle peut en somme aider à la différenciation microbienne . et remplacer la méthode de Gram dont le principe est sensiblement le même, la liqueur lodo-îodurée remplaçant la solution picrique de Claudius.
Examen microscopique des sécrétions des plaies de guerre dans la méthode de Carrei
Carrel préconise l'examen microscopique des sécrétions des plaies ;
Pour se rendre compte du degré d'infection des plaies ;
Pour suivre les progrès de la désinfection ;
Pour confirmer les symptômes cliniques et rendre possible la détermination du moment où l'on peut procéder à la fermeture chirurgicale des plaies ;
Pour la technique telle que la conseille le D' Vincent dcB troupes coloniales, chef de laboratoire du D' Carrel.
Ce qu'il faut :
I* Un fil de platine ;
2* Une lampe à alcool ;
3** De« lames dégraissées {voir p. 28) ;
6r De l'alcool ;
5° De la thionine phéniquée.
Ce qu'il faut faire :
I® Faire le prélèvement : Tirrigalion est suspendue deux heures au moins avant le prélèvement ;
Flamber au rouge le fil de platine pendant qu'on défait le pansement ;
Rechercher sur la plaie le point qui paraît le plus infecté (sphacèle, point grisâtre, etc.) ;
Frotter le fil de platine sur ce point de façon à recueillir quelques sécrétions ;
Faire de préférence plusieurs prélèvements dont un en point déclive.
2** Faire l'étalement : tenir la lame, étiquette en haut, de la main gauche, étaler la sécrétion avec le fil de platine tenu de la main droite par une série de mouvements circulaires. Faire l'étalement aussi mince que possible ;
Flamber le fil de platine avant de le reposer ;
Marquer sur Téfiquelte le nom du blessé.
3® Fixer à la flamme, en passant la lame trois fois dans une flamme bleue.
4** Colorer : Verser sur la préparation de la thionine phéniquée ;
Laisser agir le colorant une demi-minute à une minute ;
Laver à l'eau rapidement ;
Sécher en épongeant au papier-filtre.
5® Examiner à l'immersion i/ia.
m DIAGNOSTICS BIOLOGIQUES EN CLIENTÈLE
Ce qu'il faut voir :
I** Des cellules avec noyaux colorés en violet, ce sont des leucocytes :
Mononucléaires, s'ils n'ont qu'un noyau ;
Polynucléaires, si leur noyau est multilobé ;
2** De& débris cellulaires colorés en violet ; .
3" De grandes cellules plates avec un petit noyau violet : cellules de la peau ;
4* Des corps arrondis colorés en vert : hémaiies ;
5^ Des microbes colorés en violci foncée Ils m inrésenteBi asH» deux aspects :
A, Petits points plus ou moins arrondis : cocci ; Par deux : dîplocoques ;
Par quatre : tétrades ;
En chaînettes : chaînes de cocci (se rapportant te plus souvent au streptocoque) ;
En amas : amas de cocci (le plus souvent staphylocoques).
B. Petits bâtonnets plus ou moins gros et longs ;
Bacilles isolés ou réunis par deux : diplobacilles, ou en chaînes, streptobacilles.
Le nombre importe plus que la qualité (Garrel).
En effet la morphologie est insuffisante pour faire des identifications certaines. C'est ain^i que nous avons insisté sur deux éléments sporules aérobies non pathogènes pour lanimal et que Ton rencontre sur les plaies par suite des souillures terrestres, ce sont le 5. mycoïdes qui rappelle l'aspect des anaérobies du type vibrion septique et le 6, pseudo-tetanicus qui rappelle l'aspect du bacille tétanique. Pour ne pas faire la confusion, il faudra recourir aux cultures et inoculations.
On fera une numération des microbes par champ de microscope (oc. 3, obj. immers. 1/12).
Cette numération est approximative lorsque le nombre est élevé :
I** innombrables ;
2® 5o à 100 par champ ;
3° 3o à 5o par champ ; 4® 2o à 3o par champ ; 5® i5 à 2o par champ ; 6^ lo à i5 par champ ;
Au-dessous, on voit peu de microbes, et il est possible de faire une numération. On compte les microbes dans dix champs,
■"■•■■ ^«s«ih2^k«a!s#
?fr. : '■ .'■ '':
fe-;'
Fig. 16. — Frottis de plaie de guerre à la douzième heure.
On y volt en gris quelques globules rouges et, faciles à reconnaître avec leurs noyaux contournés, des polynucléaires neutrophiles, un d'entre eux a phagocyté un bâtonnet (centre de la figure). En haut et à gauche, un amas de cocci en grappe, en haut et à droite, une chatnette de cocci. Au milieu iin bâtonnet sporulé, de chaque côté des bâtonnets non sporulés dont deux entrecroisés, un diplocoque un peu au-dessous de ces bacilles.
puis en un autre point de la préparation on recommence. Faire la moyenne. Les résultats sont relatifs.
Ce qu'il faut dire :
(( i4. La désinfection doit faire baisser le nombre des microbes. S'il reste stationnaire plusieurs jours, ou s'il augmente, le chi-^ rurgien doit examiner la plaie et rechercher les causes de l'arrêt de la désinfection : insuffisance de l'irrigation, nécessité d'augmenter le nombre des tubes, de les changer de place ou de les remplacer, présence de supports microbiens, tels que sphacèle, corps étrangers, etc., régions de la plaie non irriguées, pansements mal faits, fautes de technique, etc.
B. Lorsque le nombre des microbes est voisin de un par champ, faire les examens avec beaucoup de soins sur plusieurs prélèvements faits en différents points de la plaie.
Sî l'on observe seulement des coccî ou des dîplocoques isolés, si l'on q.'en trouve qu'un pour quatre ou cinq champs et si ce résultat est vérifié par deux ou trois examens successifs à un ou deux jours d'intervalle, la désinfection est pratiquement atteinte, le chirurgien peut fermer la plaie avec la quasi-certitude de succès opératoire, qu'il s'agisse d'une plaie des parties molles ou d'une fracture ouverte. » (Vincent.)
Ensemencement des milieux de oulturesf
Ce qu'il faut : .
I® Le pus à ensemencer en tube ;
2** Des milieux de cultures. En pratique usuelle, deux milieux suffisent : le bouillon ordinaire et de la gélose ordinaire. Pour le praticien de campagne, la gélose peut suffire ; •
3® Un fil de platine monté ;
4*» Une étuve à 3f ;
5® Une lampe à alcool.
Pour l'ensemencement des pus où l'on soupçonne une mycose, il faut employer les tubes de gélose de Sabouraud.
BACTERIOLOGIE
Ce qu'il faut faire :
I® Flamber le fil de platine ;
2° Déboucher le tube de pus en flambant rorîfîce, recueillir dans l'anse du fil une trace de pus à ensemencer. Refermer le tube ;
3® Ouvrir le tube de bouillon, et en le louant incliné porter Tanse de platine chargée jusqu'au niveau du bouillon dans lequel on dilue le pus recueilli. Fermer en flambant Torifice du tube et agiter pour mêler ;
4** Avec le même fil de platine, que l'on conserve toujours en main, on ensemence, par des traînées longitudinales, un ou deux tubes de gélose inclinés sans recharger. Après l'ouverture et avant la fermeture du tube, il convient d'en flamber soigneusement Tarifice ;
5® Porter les tubes ensemencés dans Tétuve à 37® pendant 24 heures.
Si on soupçonne un pus mycosique (sporotrichose) , on ensemence ce pus avec la pipette ou le fil de platine sur un tube de gélose de Sabouraud, que l'on bouche au coton et qu'on laisse huit jours à la température de la chambre.
Les pus fétides seront ensemencés dans des tubes à moitié pleins de gélose glucosée droite. Dans un bainmarie, cette gélose est liquéfiée, puis ramenée à 4o** ou 45° ; c'est dans cette gélose liquide que l'on porte le pus à ensemencer. Agiter le tube de façon à ensemencer les parties profondes.
Refroidir ensuite le tube, les anaérobies se développeront dans les couches inférieures.
Fig. 17.
Tubes de milieux.
Bouillon. Gélose inclinée.
Les pus à gonocoques et à méningocoques ne poussent bien que sur des géloses spéciales (gélose au sang, gélose ascite) qu'il faut demander aux laboratoires centraux.
Fig. 18. — Gomment il faut flamber un tube en tournant dans la flamme.
Quant à la culture du bacille de Koch, il n'est pas nécessaire d'y recourir, les inoculations seules fournissent des résultats satisfaisants.
Fig. 19. — Comment il faut tenir un tube pour un ensemencement bactérien au fil de platine.
Résultats fournis par la ouKure de 24 heures d'un pus
Ce qu'il faut voir :
Quand la culture a poussé sur bouillon, le bouillon se trouble durant l'agitation ; quand elle a poussé sur gélose inclinée, la surface de la gélose a perdu son luisant et son unité, des points blanchâtres s'y sont déposés donnant un aspect maculeux ou papuleux ou formant des traînées épaisses à bords festonnés.
Sur gélose, il est facile de se rendre compte de la pureté de la culture par l'aspect des colonies développées. La culture est-elle formée d'une seule espèce de colonies ? 11 est probable qu'elle est pure. Si plusieurs espèces de colonies se sont développées, il s'agit probablement d'associations microbiennes. Le diagnostic isolé de chaque élément en cause se fait à l'aide de nouvelles cultures faites en ensemençant une seule de. ces colonies.
Nous savons le plus souvent, grâce à l'examen morphologique, que l'élément à étudier est un coccus ou un bacille. Si ce renseignement fait défaut, il suffît de recueillir sur le tube de gélose, à l'aide du fil de platine, une trace d'une des colonies microbiennes ; on dilue l'élément recueilli dans une goutte d'eau distillée sur lame ; on sèche ensuite, on fixe et on colore.
Le diagnostic, nous le verrons, s'aide de ces deux notions fournies par la culture %i la morphologie.
Ce qu'ii faut dire :
I** D'après la culture sur bouillon.
a) Coccî.
— Léger trouble, dépôt de grumeaux en mie de pain qui se dissolvent par agitation = streptocoque.
— Trouble marqué, dépôt jaune, collerette sur le verre à la surface du liquide = staphylocoque.
— Léger dépôt purulent et visqueux, liquide clair = tétragène.
b) Diplocoques.
— Ne pousse pas ou mal = gonocoque, ménihgocoque ; les cultures, si nécessaire, seront faites sur bouillon mêlé à du liquide d'ascile.
— Trouble léger, dépôt purulent = pneumocoque.
c) Baxiilles,
— Bouillon verdâtre, odeur spéciale = 5. pyocyanique.
— Trouble, 'aspect moiré par agitation = h, Eberth,
— Trouble, pellicule, dépôt floconneux, odeur fécaloïde = coli-hacille.
— Trouble uniforme = b. dysentérique (se distingue des précédents par son immobilité durant iexamen entre lame et lamelle).
— Trouble uniforme, bacille extrêmement mobile = 5. proteus,
— Trouble uniforme, précipité adhérent au tube = pneumobacille.
— Ne pousse pas = cocco-bacille de Pfeiffer,
— Ne pousse pas, qu'en milieu anaérobie .= b. de Nicolaïer.
— Ne trouble pas, précipité blanc = b. charbonneux,
2® D'apbès la culture sur gélose inclinée.
a) Cocci.
— Colonies petites, 2 millimètres de diamètre, grains de semoule, centre opaque, bords transparents = streptocoque.
— Colonies petites, transparentes et confluentes = entérocoque.
— Colonies arrondies, saillantes, épaisses, jaune pâle, d'or ou blanches = staphylocoque (citreus, aureus, albus).
— Colonies arrondies, saillantes, concentriques = m. caudidus.
— Colonies blanches, épaisses, gluantes = tétragène.
b) Diplocoques.
— Culture ne pousse pas ou très mal à moins que l'ensemencement soit copieux (recourir à des milieux spéciaux) = gonocoque.
— Cultures larges, aplaties, à bords irréguliers, translucides
et visqueux = méningocoque (ensemencement copieux de pus méningé) .
— Colonies de la grosseur d'une tête d'épingle, plates, transparentes, gouttelettes de rosée = pneumocoque,
c) Bacilles.
— Colonies brunâtres, milieu fluorescent = b. pyocyanique.
— Colonies en taches de bougie rapidement extensive d'un gros bâtonnet sporulé = 5. mycoïdes, anthracoïdes ou mésentericus.
— Colonies peu épaisses, bords translucides, reflets bleutés = 5. d'Eberth.
— Bandes opaques ou irisées, à bords frangés = colibacille,
— Comme bacille d'Eberth = b, dysentérique (mais immobile).
— Culture grise envahissant en quelques heures toute la gélose = b. proteus.
— Colonies grisâtres, confluentes, visqueuses = pneumobacille.
— Ne pousse que sur gélose ensanglantée = cocco-bacille de Pfeîffer.
— Colonies blanchâtres, gaufrées = b. charbonneux.
' — Colonies sèches et finement plissées donnant un voile sur Teau de dépôt = 6. subtilis.
— Colonies grisâtres, transparentes = 5. diphtérique^. Malgré les distinctions schématiques de ce tableau, on voit que
souvent les caractères des cultures sont les mêmes pour des microbes différents. Il ne faut pas s'en laisser imposer par l'aspect des cultures ; on s'aidera de laspecl morphologique et de la recherche des affinités tinctoriales ; au besoin, des inoculations seront .pratiquées pour résoudre le problème.
Les traités de bactériologie apporteront de précieux renseignements.
1. En cas d'angine, il est nécessaire d'ensemencer non de la gélose, mais du sérum coagulé de J)çeuf, où le bacille diphtérique pousse avec plus de facilité.
En cas d'hésitation, le tube de gélose sera envoyé dans un laboratoire central.
Pour l'expédition, voici comment on procédera : on débouche le tube en flambant Torifice et, à laide d'une pipette stérile et préalablement flambée, on aspire le liquide de dépôt qui séjourne au bas de la gélose. Ceci fait, nouveau flambage d'orifice ; on bouche, le coton du tube est flambé légèrement, puis enfoncé un peu, à l'aide d'une pince flambée, de façon à permettre de boucher le tube avec un bouchon de\ caoutchouc préalablement bouilli. Ainsi le tube, fermé par un coton stérile, surmonté d'un bouchon hermétique, peut affronter le voyage : on le dépose dans une boîte en bois, garnie de coton. Envoyez par la poste avec l'indication « pressé w.
Diagnostic du streptocoque dans une suppuration
Pour affirmer la présence du streptocoque dans une suppuration, il ne suffit pas de le voir sur les frottis sous la forme de chaînettes de cocci, il faut le cultiver et étudier les caractères de ses cultures.
I** Du bouillon ordinaire ou du milieu T additionné de 1/2 à 1/5 d'albumine d'œuf alcaline ;
2** Des tubes de gélose au sang : fondre la gélose, la maintenir à 45**, additionner i centimètre cube de sang humain citrate recueilli stérilement par ponction veineuse par 10 centimètres cubes de gélose ;
3** Du lait stérilise ;
4** De l'eau peptonée glucosée à la bile : ajouter au milieu T un dixième de son volume de bile de bœuf stérile.
Ce qu'il faut faire :
I** Ensemencer largement dans l'eau peptoiïéc glucosée à l'albumine d'œuf ; rechercher à la huitième heure de culture le^
chaînettes de cocci entre lame et lamelle. Pour cette recherche, on prélève à la pipette capillaire, sans agiter le tube, le fond de la culture.
Après 24 heures, si la culture est pure, le bouillon est clair et présente seulement un dépôt granuleux en mie de pain ;
2*^ On dilue une goutte de cette culture de 8 heures dans un tube de gélose au sang maintenu à 45® et* on coule ensuite dans une boîte de Pétri. ïl est plus simple d'ensemencer un tube de bouillon auquel on a ajouté i centimètre cube de sang stérile. L'hémolyse se voit alors par l'aspect laqué rouge rubis que prennent les couches qui surnagent lé culot de globules rouges.
3® Une autre pipette de culture est projetée dans le lait. • 4** Ensemencer le milieu peptoné glucose à la bile (Weissenbach).
Ce qu'il faut voir :
I** Après 24 heures, le streptocoque donne sur bouillon des cultures en mie de pain, grumeleuses très spéciales. Le plus souvent, le bouillon ne se trouble pas. Mais on peut voir des streptocoques troublant le bouillon. Ceux-ci le plus souvent peu pathogènes ;
2® Les plaques de gélose au sang présentent après la 12* heure de très petites colonies entourées d'un halo blanc jaunâtre d'hémolyse de 1/2, I et 2 millimètres de diamètres = streptocoque hémoly tique. Le streptocoque de la bouche, ceux du tube digestif, de l'endocardite chronique ne sont pas hémoly tiques et ne donnent pas de halo.
3** Le streptocoque type coagule le lait en masse. Les streptocoques peu pathogènes ne coagulent pas le lait. '
4** Les streptocoques hémoly tiques et non hémolytiques ne poussent pas sur l'eau peptonée glucosée à la bile, contrairement à l'entérocoque qui donne une abondante culture trouble en 18 à 24 heures (épreuve de Weissenbach).
Donc, en règle générale, le streptocoque très pathogène des plaies : ne trouble pas le bouillon, coagule le lait et hémolyse.
Ces streptocoques foiTt aussi moins fermenter les sucres que les streptocoques peu pathogènes.
Inoculations à ranimai
Les inoculations pratiquement sont utilisées pour deux recherches : celle du pneumocoque virulent et celle du bacille de Koch. Les autres inoculations, sauf celle du singe pour la syphilis et la poliomyélite aiguë qui doivent être réservées aux, laboratoires spéciaux, sont sinon inutiles du moins superflues. Le praticien peut facilement s'en passer.
Ce qu'il faut :
I** Le pus à étudier pour là recherche soit du pneumocoque, soit du bacille de Koch, ou une culture sur gélose de 48 heures dans le cas pii Ton soupçonne la présence du pneumocoque ;
2® Une seringue en verre et une aiguille soigneusement bouillie ;
3** Pipette. Verre de montre. Un lube de bouillon. Bec Bunsen.
4* Un animal, dans l'espèce, un cobaye ou deux pour l'inoculation tuberculeuse, ou une souris blanche pour Tinoculation pneumococcîquc.
Ce qu'il faut faire :
1° Puiser à Taide de la pipette flambée quelques gouttes de pus, les verser dans le* verre de montre et les diluer avec une égale partie de bouillon ; 1
2® Remplir la seringue montée ; ^
3® Pratiquer l'injection :
A la souriSy injecter quelques gouttes sous la peau de la région dorsale. La souris sera maintenue dans une épaisse compresse de toile. Attention aux morsures.
Au cobaye, quand il s'agit de pus dont on ne doit injecter que quelques centimètres cubes, on fera l'injection sous-cutanée (l'injection intra-péritonéale étant réservée aux sérosités pleurale et ascitique contenant peu d'éléments pathogènes). L'animal
sera maintenu à deux mains par un aide qui tire sur les membres inférieurs et sur la tête. La piqûre est faite dans un pli de la région inguinale. Il n'est pas nécessaire de faire une asepsie Icxîale. On injecte 4 à 5 centimètres cubes dans la région sous-cutanée ;
4° Mettre Tanimai en cage isolée :
La souris, 48 heures. Après ce temps, si le pneumocoque est vii^ulent,- là souris est morte ou agonisante. Un frottis de sang recueilli dans le cœur avec une pipette, coloré au Gram, y. fait voir le diplocoque lancéolé et encapsulé prenant le Gram. L'inoculation est alors positive.
Si la souris ne se ressent pas de l'inoculation, l'inoculation est . négative, le pneumocoque est absent ou non virulent.
Le ou les cobayes, 4 à 5 semaines. Après ce temps, si le pus inoculé est tuberculeux, il s'est développé un chancre tuberculeux d'inoculation. Ou bien les ganglions inguinaux sont très augmentés de volume. L'animal est tué (par un coup de revers de main sur la nuque) et autopsié : l'infiltration caséeuse des g-anglions inguinaux, la tuméfaction de la rate qui est bourrée de granulations miliaires, quelquefois caséeuses, la présence de quelques granulations dans le foie et le poumon permettent d'affirmer la nature tuberculeuse du pus inoculé.
Si, au bout d'un mois, l'animal ne maigrit pas, ne présente pas de ganglions inguinaux, attendre deux mois pour faire son autopsie. Dans le cas où toute lésion tuberculeuse inanque à l'autopsie, le diagnostic de tuberculose en évolution doit être éliminé.
Les inoculations dans l'oreille du. lapin pour le diagnostic de l'infection streptococcique sont inutiles et souvent illusoires.
Ce qu'il faut voir et ce qu'il faut dire :
Recherche de la nature tuberculeuse d'une suppuration ou d'un exsudât.
I** Suppuration, crachats, urines. Le liquide a été dilué dans
du bouillon, et injecté sous la peau du cobaye dans la région inguinale.
2** Exsudât séreux. Injection dans le péritoine de 5 à lo centimètres cubes.
Résultat négatif ; nature non tuberculeuse presque certaine, réserve faite pour les anciens liquides dont les bacilles ont disparu (par suite d'infections secondaires ou d'injections modificatrices).
L'animal au bout de 6 à 8 semaines n'a pas maigri, ne présente ni ulcération dans la région inoculée, ni ganglion caséeux dans son voisinage, ni tubercule dans la rate, le foie et les poumons.
Résultat positif : tuberculose certaine, si deux ou plusieurs cobayes inoculés en même temps présentent des lésions analogues. Se méfier des résultats positifs isolés, car le cobaye peut être contaminé dans sa cage par un voisinage infectieux. En règle générale, les cages seront en fer, flambées après chaque évacuation, et maintenues très proprement de façon à éviter les contagions intérieures. Quinze jours après l'inoculation apparaît une ulcération au point inoculé. Puis la région inguinale correspondante présente des adénopathies volumineuses, l'animal maigrit ; si on le tue vers la sixième semaine, les ganglions inguinaux sont caséeux, la rate est volumineuse, farcie de nombreux tubercules, le foîe en contient quelques-uns, on peut observer aussi des localisations pulmonaires. Pour plus de certitude, faire un frottis et rechercher les bacilles après coloration au Ziehl.
Si l'inoculation est intrapéritonéale, les ulcérations et bubons font défaut ; les lésions de la rate et du foie persistent, par contre, et même paraissent plus accentuées.
Dans les cas oiîi Ton désire, après inoculations sous-cutanées, des résultats rapides, on recueillera un ganglion inguinal volumineux au quinzième jour, on en fera des frottis pour y rechercher le bacille de Koch.
Recherche du pneumocoque virulent.
Inoculation sous-cutanée à la souris.
Après 24 à 48 heures au plus tard, elle meurt si le pneumo-
coque est virulent ; on en fait l'autopsie. Avec des pinces flambées, on saisit la pointe du cœur, uû simple attouchement avec une tige de verre chauffée à blanc suffit pour stériliser l'endroit où ont enfoncera la pointe cassée et flambée d'une pipette stérile. Aspirer une goutte de sang. Etaler ce sang sur une lame pour la recherche du pneumocoque, l'ensemencer sur gélose pour les cultures. '
Nous avons déjà dit que les autres inoculations n'ont aucun ou presque aucun intérêt pratique. L'inoculation sous la peau de l'oreille du lapin d'un produit streptococcique dont on veut apprécier la virulence (après 48 heures, oreille tombante, rouge, tuméfiée, chaude, érysipélateuse), Tinoculation sous-cutanée au cobaye d'un exsudât pseudo-membraneux pour affirmer la virulence du bacille diphtérique, l'inoculation de la peste sur les narines du rat, de la . dysenterie dans le rectum du jeune chat, du liquide méningococcique dans la plèvre du cobaye, sont autant d'expériences qui, bien entendu, sont utiles, mais dont les renseignements sont ou exceptionnellement recherchés, ou insuffisamment spécifiques. Le praticien peut s'en passer et les abandonner aux laboratoires de bactériologie.
Comment oolorer les oils microbiens ?
La présence de cils, leur nombre, leur répartition, sont autant de caractères morphologiques utilisables pour l'identification rapide des germes pathogènes tels que : le vibrion cholérique, le bacille pyocyanique, les bacilles typhiques et paratyphiques, le proteus, etc. Si la recherche des cils n'est pas entrée dans la pratique bactériologique courante, c'est que les procédés de coloration en usage jusqu'ici étaient délicats et infidèles. La méthode de coloration décrite par ïribondeau en collaboration avec Fichet et Dubreuil ( C. R. de la Société de Biologie^ I*' avril 191 6) est au contraire d'une exécution facile et d'une grande efficacité. Aussi croyons-nous utile d'en donner ici la technique avec les améliorations iucdiles que nous a signalées l'auteur.
Ce qu'il faut avoir :
I® Les microbes à examiner étalés convenablement sur lames de verre.
Les colonies sur milieux géloses (gélose au bouillon ordinaire, gélose lactosée tournesolée, gélose de Dieudonné, etc.) sont utilisables ; mais le milieu de choix pour la culture des microbes en vue de la coloration des cils est la solution' de panse Martin (sans viande), gélosée à 2 p. 100 et très légèrement alcalinisée. Prélever, de préférence, vers la quinzième heure d'incubation à 37**, une parcelle de colonie avec une pipette Pasteur à effîlure boutonnée, et en faire une émulsîon peu épaisse dans l'eau distillée.
Choisir des lames porte-objets neuves (à défaut faire bouillir les lames usagées dans une solution aqueuse de bichromate de potasse à 5o p. 1000, additionnée de 100 centimètres cubes d'acide sulfurique, rincer abondamment). Les nettoyer à l'alcool ; sécher avec un linge fin très propre.
Reposer sur la lame près d'une extrémité, une grosse goutte d'émulsîon microbienne. Incliner la lame jusqu'à la verticale de façon que la goutte atteigne l'extrémité opposée, en laissant derrière elle une large traînée humide. Réaspirer immédiatement tout l'excès d'émulsîon ; laisser sécher la traînée, là lame étant posée verticalement ; fixer en arrosant d'alcool absolu dont on enflamme les dernières gouttes restant sur la lame ; laisser refroidir. La préparation peut être colorée.
2** Une solution mordançante à Valun et au tanin.
Faire une solution saturée d'alun. Pour cela : dissoudre 12 parties d'alun de potasse pulvérisé au mortier dans 100 parties d'eau distillée chaude ; laisser reposer, k froid, pendant une journée, pour que l'excès d'alun cristallise : décanter et filtrer.
Préparer, d'autre part, une solution à 10 p. 100 de tanin à l'éther (ou à défaut, de tanin à l'alcool) dans l'eau distillée chaude.
Mélanger les deux solutions précédentes, à raison de 2 volumes de solution d'alun pour i volume de solution tannîque. Chauffer
le mélange à raufoclave à 120® pendant une demi-heure (important, car sans cette précaution certains tanins sont inutilisables) ; fdtrer chaud, sur papier, au sortir de Tautoclave ; filtrer de nouveau après refroidissement s'il existe un trouble. Le liquide brun constitue le mordant,
3** Une solution colorante^ à base de cristal violet, soigneusement titrée.
Broyer du cristal violet dans un mortier ; verser dans un flacon ; ajouter, par gramme de poudre colorante, 20 centimètres cubes d'alcool éthylique absolu ; agiter (solution mère).
Faire en petite quantité (2 centimètres cubes par exemple), les dilutions ci-après :
Solution mère i volume -f alcool éthvlique absolu 9 volumes .= colorant à i/aoo.
Solution mère 2 volumes -f alcool éthyîique absolu 9 volumes r= colorant à i/ioo.
Solution mère 4 volumes + alcool éthylique absolu 9 volumes = colorant à i/5o.
Rechercher, par tâtonnement, quel est le meilleur de ces 3 colorants.
Pour ce faire, verser dans une casserole métallique de ménage d'enfant, ou dans une petite capsule de porcelaine, 5 centimètres cubes de mordant, puis o ce. 5 de lune des dilutions colorantes précédentes (qu'on mesure avec deux pipettes graduées appropriées). Un tour pour mélanger ; chauffer sur une grosse flamme. Aussitôt l'ébullition obtenue, verser le mélange sur une préparation de microbes de façon à recouvrir d'un coup toute la surface à colorer. Laisser agir une vingtaine de secondes, 3o au plus. • âans vider au préalable le mélange colorant, laver brusquement sous gros jet du robinet (pour éviter que la pellicule de surface se dépose sur la préparation) ; égoutter en secouant ; sécher en s'aîdant de la flamme.
Procéder de même pour chacune des 3 dilutions colorantes.
Comparer entre eux les résultats obtenus. Microscopiquement, le meilleur mélange est celui qui commence à précipiter aussitôt
qu'il a été versé sur la lame, ou dans les 5 secondes qui suivent ; un mélange qui contient déjà un précipité très apparent au moment où on le verse ou qui, au contraire, tarde à précipiter une fois versé sur lame, n'est pas bon. Microscopiquement, la dilution préférable est celle qui colore les cils le plus nettement, tout en ne laissant que peu de précipités sur le fond.
Cette épreuve terminée, on sait quelle quantité exacte d*alcool doit être ajoutée à la solution-mère pour la transformer en dilution colorante optima, résultat valable ultérieurement, tant qu'on continue à se servir du même lot de produits (alun, violet et surtout tanin) pour en faire des solutions nouvelles.
D'ordinaire, c'est la solution alcoolique de cristaleviolet à I p. loo qui remplit les conditions stipulées. 11 est exceptionnel d'avoir à essayer des dilutions colorantes plus étendues que le 1/200 ou plus concentrées que le i/5o pour trouver le litre de la dilution optima.
Ce qu'il faut faire :
Colorer les préparations en exécutant la même technique qui a servi pour les essais comparatifs des dilutions colorantes, c'cst-
Fig. 20. — Coloration des cils du Proteus à la méthode
de Tribondeau-Dubreuil.
Une certaine partie des cils est tombée sur la lame.
à-dire : porter à rébullition 5 centimètres cubes de mordant additionnés de o ce. 5 de solution optima de cristal -violet ; verser bouillant sur les microbes ; laisser agir environ ao secondes ; laver r sécher.
Fig. 21. — Cils des bacilles typhiques (méthode de Tribondeau). Quelques cils se sont détachés au cours de la préparation.
Fig. 22. — Vibrion cholérique et ses cils tels qu'on les obtient par la méthode de Tribondeau-Dubreuil.
' Les germes sont colorés en violet foncé, les cils en violet un peu plus pâle ; il y a toujours un certain précipité de fond, mais qui n'est pas d'habitude gênant.
N,-B. — On peut obtenir des cils aussi intensément colorés que les microbes en utilisant un mordant oîi solution tannique et solution d'alun entrent à parties égales, ce qui entraîne Temploi d'une dilution colorante plus riche en cristal- violet (à i/5o généralement) ; mais le fond e^t souvent surchargé.
Une préparation où les cils sont trop pâles, le fond étant resté propre, peut être renforcée par virage au brun-noir dans la solution de Fontana très étendue d'eau distillée ; laver à l'eau distillée ; sécher.
Inversement, une préparation à fond encombré de précipités granuleux ou réticulés, mais oij les cils sont fortement colorés, peut être corrigée par affaiblissement : verser sur la lame de la solution tannique dédoublée (donc à 5 p. loo; et sans alun) ; chauffer doucement en promenant pendant quelques secondes au-dessus d'une petite flamme ; laver rapidement 'dès que la teinte violette a un peu pâli ; sécher.
En cas d'insuccès, ne pas incriminer le procédé de coloration s'il a été rigoureusement exécuté, mais des particularités de cultures défectueuses. Réensémencer le microbe dans de bonnes conditions ; on fera des préparations avec des colonies à différents âges entre 6 et 24 heures, et on obtiendra des colorations satisfaisantes^.
Autre coloration des cils microbiens (Edgar Lancereaux
Ce qu'il faut : 1" Gomme mordant :
Chlorure d'antimoine. . . . 1 gramme.
Tanin 5 —
Formol 10 centimètres cubes.
Eau distillée 100 grammes.
2" Du NITRATE d'argent AMMONIACAL :
Nitrate d'argent. ... 1 gramme.
Eau distillée 20 centimètres cubes.
Ajouter goutte à goutte de l'ammoniaque avec une pipette. Il se forme
Comment colorer les spores microbiennes
Les spores microbiennes apparaissent le plus souvent en négatif sur les préparations colorées aux couleurs d'aniline. Il peut être nécessaire de les colorer. La technique est facile et se rapproche de la technique employée pour la coloration du bacille tuberculeux.
Ce (ïu'a faut :
I** Une solution de mordançage ; nous préférons à l'acide chromique classique, le tanin sous la forme :
Tanin 4 grammes.
Eau distillée 100 centimètres cubes»
2® De la fuchsine phéniquée :
Fuchsine 1 gramme.
Acide phénique neigeux ... 5 —
Alcool absolu 10 centimètres cubes.
Kau distillée 100 —
Triturer dans un mortier la fuchsine et Talcool ; ajouter l'acide phénique, broyer ; ajouter petit à petit les 2/3 d'eau ;
un précipité brun qui fonce progressivement. Continuer à verser lentement. Dès que la solution est opalescente, s'arrêter.
3» Comme réducteur :
Hydroquinone . 1 gramme.
Métol 2 —
Sulfite de soude cristallisé . . 23 - —
Carbonate de soude 15 —
Eau 1.200 —
Ce qu'il faut faire :
Btaler la culture comme pour le Tribondeau.
1' Mettre le mordant sur la préparation èi colorer, chauffer fortement au Bunsen, vers 60° j laisser refroidir 10 minutes.
Laver à Teau courante, puis à l'eau distillée.
2* Faire agir le nitrate d'argent ammoniacal. On peut obtenir un noircissement de la préparation immédiatement. On chauffe légèrement sur
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verser dans un flacon, rincer le mortier avec le dernier tiers. Attendre a4 heures, filtrer, conserver en flacon bouché i rémerî. 3^ Du bleu de méthylène phéniqué :
Bleu de méthylène t grammes*
Acide phéniqué neigeux ... 2 —
Alcool absolu ...... 10 ceittimèfres cubes.
Eau distillée 100 — —
Préparer comme plus haut.
Conserver en flacon bouché :
4^ Du chlorhydrate d'aniline :
Chlorhydrate d'aniline. ... 2 grammes. , ^^
Eau 100 centimètres cubes.
5* De l*alcool à 90^
Ce qu'il faut faire :
I® Faire des frottis que Ton fixe par flambage à l'alcool absolu ;
2^ Les couvrir de la solution aqueuse de tanin et porter sur la flamme jusqu'à dégagement de vapeurs, maintenir ainsi uneminute. Laver à l'eau courante ;
3® Colorer à la fuchsine phéniquée à chaud et maintenir 5 à lo minutes avec dégagement de vapeurs et laver à l'eau ;
4* Passer rapidement quelques secondes le chlorhydrate d'aniline, puis l'alcool que Ton maintient jusqu'à persistance d'une coloration rose ; laver à l'eau ;
6* Colorer au bleu phéniqué i/4 àe minute, lavage à l'eau, sécher, examiner à l'immersion. .
la flamme du Bunsen, jusqu'à ce qu'on obtienne une teinte métallique, laver largement à l'eau ordinaire ou à l'eau distillée.
3" Faire agir le réducteur p« ndant une minute.
Laver à Teau ordinaire, sécher et examiner à Timmersion.
Ce qu'U faut voir :
Les cils apparaissent colorés en brun et souvent très grossis, comme s'ils étaient habiUés par la laque argentique.
Ce qu'il faut voir :
Les spores sont colorées en rouge et les éléments bactériens en bleu.
Comment rechercher des bacilles de Koch dans les crachais 7
Ce qu'il faut :
I* Des crachats frais, recueillis dans un récipient propre et flambé.
n faut que le crachat recueilli soit un crachat de poitrine. On doit les recueillir dans un crachoir ou une boîte de Pétri. Le nettoyage en sera fait après chaque examen avec la solution de Tribondeau :
Savon noir 100 grammes.
Lessive de soude 150 —
Formol à 40 p. 100 du commerce. . 400 centimètres cubes.
Eau ordinaire . 9» p. 10 litres.
Si on doit expédier le crachat, il faut expédier dans un flacon bien bouché dans un étui de bois ou de métal.
a° Un fil de platine monté sur un agitateur. Pour le monter, chauffer dans la flamme bleue du bec Bunsen l'extrémité de
Fig. 23. — Platine chauffante improvisée.
Une lame métallique supportée par une boite métallique de cacao Ou de conserve. . Cette platine supporte deux lames ti-aitées par la méthode de Ziehl et une capsule de porcelaine où fond de la paraffine. Pendant un an de guerre ce fût notre seule étuve à paraffine, noua maintenions une température constante en conservant la paraffine à moitié fondue. Il fallait surveiller chaque heure cette fusion ; à cette coodition. nous avons préparé dos inclusions de pièces qui n'étaient pas brûlées ni altérées.
Tagilateur jusqu'à ramollissement du verre, chauffer de même l'extrémité du fil de platine que l'on enfonce ensuite dans l'extrémité ramollie de l'agitateur, refroidir à l'air en maintenant la rectitude du fil jusqu'à solidification complète du verre ;
3** Un bec Bunsen et des lames ;
4° Du colorant de Ziehl, dont voici la formule :
Fuchsine basique 1 gramme.'
Alcool absolu 10 centimètres cubes.
Eau phéniquée à 5 p. 100 . . . 100 — —
On le prépare en broyant tout d'abord au mortier la fuchsine dans l'alcool. Ajouter ensuite lentement, en remuant, l'eau phéniquée. Conserver la solution dans une bouteille fermée par un entonnoir surmonté d'un filtre de papier-filtre ordinaire. Filtrer toujours avant l'emploi ;
5® Du bleu de méthylène phéniqué ou du bleu de Gabbet :
Acide sulfurique 1 parUe.
Solution de bleu de méthylène à 2 p. 100. 3 —
6** De l'acide nitrique au tiers dans l'eau distillée^ ; 7* Une petite platine chauffante.
Ce qu'U faut faire :
1° Recueillir à l'aide du fil de platine flambé une parcelle purulente de crachats, la déposer au centre d'une lame et l'étaler soigneusement, de façon à réduire la couche déposée à une très mince épaisseur ;
2* Sécher en agitant la lame et fixer en la passant lentement, trois ou quatre fois, dans la flamme bleue du bec Bunsen ;
3® Déposer sur la lame quelques gouttes de Ziehl filtré. La lame, maintenue avec précaution, de façon à éviter l'écoulement» du colorant sur les doigts, sera portée sur la platine chauffante. Cette platine doit être chauffée lentement par une lampe à alcool
1. Pour la technique au chlorhydrate d'aniline voir « Gomment colorer les spores microbiennes », p. 55.
fi
Pus de blennorragie uréthrale. On voit dans quelques polynucléaires des diplocoques en grains de café. Ce sont des gonocoques.
Aspect du pneumocoque c de souris. Le pneumocoqi entre les hématies comme que lancéolé et encapsulé, à droite un polynucléaire.
Aspect des bacilles de Koch dans un crachat tuberculeux. Les b apparaissent en rose sous la forme de minces bâtonnets, entre dei nucléaires, des coccis en groupements divers, des grandes cellul crophagiques plus ou moins dégénérées.
A. Maloine et fils, Edit.
OU une lampe veilleuse. On peut se passer de platine chauffante, mais il faut alors chauffer le Ziehl avec précaution, directement sur la flamme, en maintenant la lame avec une pince spéciale. On chauffe pendant lo minutes, en évitant Téhullition et la dessiccation du colorant et jusqu'à dégagement des» vapeurs ;
4° Verser le Ziehl qui recouvre la lame, laver à Teau ;
5° Laver la lame avec Tacide nitrique au tiers pendant i à a minutes, jusqu'à décoloration incomplète de la préparation ;
6® Laver à Teau ; le frottis prend une nuance violacée pâle sur laquelle les parties empâtées tranchent . en rouge vif. Verser sur ce frottis de Talcool absolu à deux reprises. Nouveau lavage à l'eau ;
7® Colorer à l'aide du bleu phéniqué 2 minutes ou au bleu de Gabbet. Ce dernier peut être employé sans décoloration de la préparation à l'acide nitrique au tiers. Nous l'employons souvent pour doubler la décoloration nitrique faible et cette double décoloration nous donne de bonnes colorations, à la condition de surcolorer au Ziehl ;
8® Laver à l'eau. Sécher en agitant. Déposer une goutte d'huile de cèdre directement sur la lame sans recouvrir d'une lamelle, et examiner à l'objectif à immersion i/ia.
Ce qu'il faut voir : •
Les bacilles de Koch, fins et très ténus, sont colorés en rose ou rouge vif, et leur abondance varie suivant les cas.
Le fond de la préparation est coloré par le bleu, de même les leucocytes, les cellules épithéliales et les nombreux microbes d'infection secondaire. Si l'étalement du produit est imparfait, des blocs plus ou moins épais conservent une coloration rouge ; il faut rechercher le bacille dans les parties minces de la préparation.
Ce qu'il faut dire :
Tuberculose pulmonaire en évolution si les bacilles de Koch sont retrouvés dans l'expectoration. Généralement, mais pas d'une
manière constante, l'évolution est rapide quand les bacilles sont abondants. Si les bacilles font défaut, recommencer un ou deux examens après l'administration pendant 2 jours au malade de I à a grammes d'iodiire de potassium, afin d'activer rémission bacillaire en comparant avec des crachats de tuberculeux avérés, de façon à être certain de la perfection de la technique. Ce n'est qu'après plusieurs examens négatifs que l'on sera en droit de conclure : il n'existe pas de tuberculose ouverte. Il faut savoir cependant que les bacilles manquent souvent "dans l'expectoration des tuberculeux au début et des tuberculeux scléreux. Si l'examen des crachats permet d'affirmer la tuberculose quand il est positif, il est sans signification aucune quand il est négatif.
Homogénéisation des oraohats pour la reoherohe du baoiiie de Kooh
Quand les crachats contiennent peu de bacilles, il peut être nécessaire de les centrifuger après une homogénéisation chimique* La technique la plus employée est actuellement celle de Bezançon et Philibert*.
Ce qu'il faut : •
I® Une éprouvette graduée, une capsule de porcelaine ; 2** Un densimètre ;
3* Un centrifugeur à main Jouan, à turbine ou un centrifugeur électrique ;
4® De la lessive de soude.
1. La technique préconisée par Bierry (1916) est notablement différente :
1' Mesurer 1© volume des crachats, ajouter 2 vol. d'eau distiUée s'il s'agit de crachats muqueux baignés dans la salive, ajouter 5 vol. d*eau distillée s'il s'agit de crachats nummulaires épais ; additionner d'hypoclilorite et de soude, à raison d'une goutte d'eau de Javel et de XX à XL gouttes NOH à 1 p. 100 pour 5 centimètres cubes de crachats.
2' Chauffer doucement le mélange à 35'. Ajouter goutte à goutte la souda jusqu'à homogénéisation. ' '
3* Verser dans un tube 1 vol. de liquejir homogène et 1 vol. d'eau distillée. Mélanger. Ajouter goutte à goutte de l'acide acétique au 1/50*
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Ce qu'il faut faire :
I* Mesurer dans l^éprouvetle graduée la, quantité des crachats :
2° Ajouter cinq fois la même quantité d'eau et verser le tout dans la capsule de porcelaine ;
3** Verser autant de gouttes de lessive de soude qu'il y -a de centimètres cubes de crachats ;
4^ Chauffer doucement pendant lo minutes la capsule sur un bec Bunsen ou une lampe à alcool, en ajoutant peu à peu encore autant d'eau que la première fois, de façon à verser en tout dix fois le volume primitif des crachats. Laisser refroidir un peu.
5** Prendre la densité du mélange ; si elle dépasse ioo4, ajouter quelques gouttes d'alcool à 5o^ de façon à ramener la densité à ggo-ioôo ;
6® A^erser le liquide homogénéisé dans deut: o;u quatre tubes et centrifuger pendant lo minutes ;
7** Décanter ensuite avec précaution et étaler le culot recueilli dans une pipette sur une ou deux lames, sécher, fixer en passant trois fois dans la flamme du bec Bunsen ;
8® Colorer les lames suivant la méthode de Ziehl (voir p. 57) en utilisant de préférence la technique de Bezançon : Ziehl, lo minutes.
Acide nitrique au tiers, a minutes.
Alcool, 5 minutes.
Le fond peut être coloré au bleu.
jusqu'à réaotion faiblement acide au tournesol. Il a produit un précipité. Après chaque addition d'acide on agite doucement.
4* Verser dans des tubes & cenfrifuger. Centrifuger 10 minutes. Etaler le culot.
5« Ajouter au liquide décanté de Tacide acétique h 4/10* jusqu'à formation d'un précipité. Centrifuger à nouveau et préparer les lames avec le second dépôt
"B* Fixer ces lames et colorer au Ziehl* alcool-acide comme plus haut
La technique suivante donne aussi d'excellents résultats : môler 10 centimètres cubes de crachat à 4 centimètres cubes de solution de carbonate de soude à 0,6 p. 100, mettre à l'étuveii 37* pendant 24 heures ; décanter ; ajouter par volume de crachat 4 fois plus de lessive de soude à 0,25 p. 100, chauffer à rébuUition 10 minutes. Centrifuger.
Ce qu'il faut voir : - ' *^ .
Les bacilles de Koch sont colores en rouge et se montrent très nombreux dans des crachats où leur extrême dilution ne permettait pas de les dépister. Par ce fait cette méthode peut rendre d'importants services au praticien, mais elle a l'inconvénient de nécessiter un centrifugeur mécanique.
Examen bactériologique d'une angine pseudo-membraneuse
Pour dépister avec certitude la nature diphtérique d une angine pseudo-membraneuse, il est nécessaire de recourir à la culture et à Fexàmen bactériologique.
Ce qu'il faut :
I® Un fil de platine ou d'acier monté, dont l'extrémité sera aplatie en spatule, ou des petits . écouvillons formés d'un peu de coton cardé à l'extrémité d'un fort fil de fer stérilisé et conservé dans un tube bu dans du papier-fillre ;
2^ Une lampe à alcool ;
3" Des tubes inclinés de sérum de hœuf coagulé. Deux tubes pour un ensemencement^ ;
i° Une étuve à 87° ;
1. On peut se procurer dans certaines pharmacitis des trousses contenant :
a) Un tube stérile, où on peut conserver des parcelles d'exsudat membraneux ; . b) Des tubes de sérum coagulé ;
e) Des tampons montés stérilisés.
M. Marlan conseille la technique simplifiée suivante :
Stériliser un tube à essai en le chauffant sur une lampe à alcool ;
Redresser une épingle à cheveux, la stériliser par flambage ;
Gratter Texsudat avec Textrémîté de cette épingle ;
La mettre dans le tube, boucher celui-ci avec de la ouate stérilisée et envoyer le tout h un laboratoire.
5^ Des lames et du violet phéniqué. La formule suivante est excellente :
Violet de cristal 1 gramme.
Alcool absolu. ........ 10 —
Ajouter ensuite :
Ëau phéniquée à 2 p. 100 100 grammes.
Ce qu'il faut iaire :
i^ Gratter la muqueuse pharyngée au niveau des faysses membranes avec le 01 de platine flambé au préalable ou avec de petits écouvillons stériles ;
2** Faire un frottis de Texsudat pharyngé sur lame, fixer à la chaleur, colorer au violet, laver à Teau, sécher ;
Fig. 24. — Symbiose fuso-spirillaire de l'angine de Vincent. Grands spirilles à spires irrégulières/bacilles fusiformes. Cette symbiose se voit facilement sur les frottis obtenus avec les exsudais de l'ulcération.
3® En évitant tout contact, ensemencer une nouvelle prise en strie (même technique que pour les ensemencements de pus sur gélose inclinée) un tube de sérum coagulé, puis un second sans recharger l'écouvillon ou la spatule. L'ensemencement doit être
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fait en promenant l'écouvillon ou la spatule à plat Bur la surface du sérum à partir du fond' du tube et sans appuyer. Boucher ensuite en flambant Touverture du tube ;
4** Porter les tubes à Tétuve à 87* ;
5® Après t8 à 20 heures de culture, recueillir sur le plan incliné de sérum une ou deux colonies, les porter sur une lame,, oi^ on les dilue dans une gouttelette d'eau distillée. Sécher, fixer en passant trois fois dans la flamme bleue, verser sur la préparation pendant a minutes du violet filtré. Laver à Teau. Sécher. Examiner à l'immersion homogène.
Ce ({u'il faut voir et dire :
I** Examen du frottis.
On recherché sur le frottis la présence des fuso-spirilles :
Bacilles fusiformes.
Spirilles de Vincent.
Cette symbiose fuso-spirîllaire prouve qu'il s'agit d'une angine ulcéro-membraneuse de Vincent.
Fig. 25. — Bacille diphtérique long.
Aspect d'aiguiïles jetées sur une table.
Il est inutile de rechercher sur frottis des bacilles diphtériques. On les trouTerait bien sous la forme de bacilles pïenant le Gram, mais les causes d'erreur sont trop nombreuses pour autoriser
tff
Fig, 26 — Bacille diphtérique moyen.
Fréquence des dispositioTTs en X, Y, V.
Fig. 27. — Bacille diphtérique court.
Fréquence des aspects en navettes, dispositions parallèles ou en palissade.
une opinion. Il faut, pour dépister la diphtérie, avoir recours aux cultures sur sérum coagulé.
2® Sar la culture après i8 heures.
Des points un peu saillant^, d'un blanc gris, plus opaques et plus élevés au centre qu'à la périphérie = bacille diphtérique»
Sur le sérum coagulé, en moins de 20 heures, il n'est pas de bacille qui puisse donner des colonies aussi visibles et aussi nombreuses que le bacille diphtérique. Seuls, certains microcoques peuvent le simuler, mais leurs cultures sont moins grises, moins opaques et moins saillantes.
Le diagnostic est d'ailleurs tranché par l'examen des frottis.
3° Sur le' frottis des colonies.
Bacilles longs en paquets d'épingles jetées au hasard, bacilles moyens entrecroisés en V et en X, bacilles courts souvent parallèles = presque certainement bacilles diphtériques. Pratiquement, on distingue le bacille court diphtérique du pseudo-diphtérique en ce que le premier pousse en profondeur dans la gélose glucosée et fait fennenter le glucose.
Les coccis ont un aspect tout différent.
S'il s'agit de bacille diphtérique, faire les ensemencements des mucus pharyngés des personnes entourant le diphtérique ," ne pas attendre les résultats de l'examen bactériologique pour faire au petit malade une injection de sérum ; dès le diagnostic confirmé^ faire une injection préventive^ aux enfants ayant été en contact avec le petit malade.
Recherche des porteurs de germes diphtériques
Pour enrayer l'extension de la diphtérie, il est nécessaire de dépister . dans le voisinage du malade les porteurs de germes diphtériques. Cette recherche n'est pas facile, parce qu'il existe souvent dans la gorge des éléments non pathogènes, les bacilles pseudo-diphtériques.
Ce qu'il faut :
I** Des écouvillons préparés avec des liges de fer garnies à leur extrémité d'un tampon de coton roulé. On roule ces écouvillons dans du papier- filtre que Ton plie aux deux bouts. On stérilise ensuite au four Pasteur ;
2** Un grand nombre de tubes de sérum coagulé, un tube par malade ;
3® Quelques tubes de gélose glucosée profonde toumesolée en épaisseur de lo centimètres de haut ;
4® Préparer les colorants suivants :
Bleu de méthylène 1 gramme.
Alcool à 95° . 20 centimètres cubes.
Eau distillée 950 — — *
Acide 'acétique cristallîsable. .50 — —
Dissoudre le bleu dans l'alcool, puis ajouter l'eau et l'acide.
Vésiivine gr. 50.
Eau distillée bouillante . . . 250 centimètres cubes. Filtrer bouillant.
Gé qu'il faut faire :
I® On prélève des mucosités dans le fond de la gorge avec un tampon stérile et on ensemence ensuite sur les tubes de sérum coagulé ;
2® Après 1 8 à 24 heures à 87°, on examine à la loupe les colonies. La colonie diphtérique est d'un blanc grisâtre, sèche à la surface, très régulièrement arrondie et à bords très nets. Le frottis de ces colonies y décèle des bacilles longs de 4 à 6 jx plus gros h leurs extrémités. Si les bacilles sont courts, plus épais au centre^^ on peut penser à des bacilles non diphtériques. Il faut faire pour ce diagnostic : une coloration et une culture ;
3^ La coloration consiste à rechercher des granulations polaires :
Fixer la lame à la chaleur ;
Recouvrir le frottis avec la solution de bleu acétique et chauffer à dégagement de vapeur ; renouveler ce chauffage
une deuxième fois et laisser en contact 5 minutes ; laver rapidement à Tçau distillée ; Recouvrir avec la solution de vésuvine lo à 12 secondes ; Laver rapidement à Teau distillée ; 4** La culture doit partir d'une culture pure ; on la fait suivant la technique de L. Martin, en gélose profonde glucosée tournesolée que Ton porte a/* heures à l'étuve^.
Ce qu'il faut voir :
i^ Les cultures de bacilles 'longs prenant le Qram sont certainement diphtériques ;
2^ Les, bacilles courts diphtériques par le bleu acétique-vésuvine sont brun clair «t portent aux extrémités des granulations rondes et noires (granuls^tions polaires). Les bacilles pseudo-diphtériques n'ont pas de granulations polaires, sauf le hacterîum cutU conù^ munis, mais la présence de ce microbe est exceptionnelle au niveau du pharynx (Debré) ;
3" Sur la gélose profonde glucosée tournesolée, le bacille diphtérique pousse sur toute la hauteur du tube, produit de Tacide au dépens du glucose qui fait virer au rouge la teinture de tournesol. Au contraire, les bacilles pseudo-diphtériques ne poussent pas en profondeur et donnent à la surface du tube une culture qui prend l'aspect d'un enduit crémeux sans rougir le milieu. Seul le B. cutis communis pousse en profondeur et attaque le glucose, mais nous avons vu qu'il est exceptionnel dans la gorge.
1. Costa, Jean Troisier et Dauvergne proposent d'ensemencer le mucus pharyngé ou amygdalien, sur un milieu ainsi composé : sérum de cheval : 100 ce. ; — solution de glucose : 30 0/0, 10 ce. ; — teinture de tournesol concentrée et stérilisée : 30 gouttes; — solution d'acide sulfurique à 10 1/000, stérilisée : 3 ce. Le mélange est réparti en boites de Pétri, coagulé dans une étuve quelconque à 75% maintenu 1 heure 1/4 h 80% et purgé de son veau de condensation en inclinant la boîte auprès d'une flamme de lampe à alcool. 11 doit être légèrement bleu&tre.
Les colonies de bacilles diphtériques vrais sont rouges dès la 24* heure. Celles des faux ou des autres microbes sont blanch&tres ou grises. A la loupe, elles ont l'aspect de travées sous forme de petites croix.
Rooherohe du tréponème do Sohaudinn dans lo8 frottis
Deux procédés peuvent être employés :
Le premier, examen à rultra-microscope des éléments vivants ;
Le second, examen des frottis fixés et colorés.
i^ Examen a l'ultra-microsgqpb.
Ce qu'il faut :
i^ Un objectif à immersion au 1/12,. et un éclairage Abbe préparés pour Tultra-microscope. Cette préparation peut être effectuée, sur tout objectif et tout éclairage, par une maison d'opticjue. Ces deux objets seront dès lors réservés à l'ultra-microscope ;
a^ Un bon éclairage,^ de préférence une lampe ^Nerst, et une lentille convergente*.
i^ Nettoyer la surface de la lésion à examiner avec un tampon de coton stérile imbibé d'eaù bouillie ; '
2* Presser la lésion entre deux doigts de façon à en faire sourdre une goutte de sérosité ;
3® Recueillir ce liquide sur une plume vaccinostyle 'flambée et le mélanger sur une lame bien [iropre dans une goutte de sérum physiologique ;
4* Recouvrir d'une lamelle bien propre en évitant les bulles d'air, et porter la lame, enduite d'une goutte d'huile sur la lamelle en haut et sur la lame en bas, sous le microscope ;
5® Mettre au point avec précaution, manœuvre souvent délicate réalisée facilement avec un peu d'habitude.
1. Toute l'installation, lampe et lentille comprises, revient à 200 franes environ.
Ce qu'il faut voir :
Des points brillants éclairés et mobiles sur un fond noir. Les objets sont blancs sur noir. Les globules rouges sont reconnus à leur contour brillant, les globules blancs ont leurs granulations fortement éclairées.
On découvre souvent diverses catégories de spirilles :
i** Des spirilles de Vincent et spironema refringens. Gros spirilles, à mouvements très vifs, déformant leurs spires durant la marche et devenant rectilignes, s'ils s'arrêtent ; leur longueur est de la à i6 I^ avec 3 à 5 spires ;
2® Treponema minùturrif petit tréponème de 7 à lo jx de long ; les spires sont' régulières, petites, de 0,9 à i jx ; il possède 7 à 10 spires ;
3** Treponema calligyrum, plus grand de 9 à la p. de long ; les spires sont plus irrégulières de i,5 jx ; il possède 5 à 8 spires ;
4® Du tréponème pâle de Schaudinn sous l'aspect d'un filament n^ince et brillant, régulièrement ondulé, à très fines spires, toujours égales et toujours semblables. Les mouvements sont de petite amplitude et la marche régulière.
Ce qu'il faut dire :
Si le tréponème est retrouvé dans les sérosités de toute lésion suintante suspecte, dans le suc ganglionnaire, etc., il s'agit incontestablement de syphilis, le diagnostic est rapidement fait par un examen de quelques minutes.
EXAMBN DES FROTTIS FIXÉS ET COLORÉS
Ce procédé offre l'avantage de ne pas nécessiter une préparation spéciale d'un objectif et d'un éclairage ; mais, par contre, il a comme inconvénient d'être moins rapide.
Deux méthodes classiques peuvent être employées : la méthode rapide, la méthode lente. Une troisième méthode connue sous le nom de méthode de Fontana-Tribondeau est préférable et sera étudiée plus loin.
Ce qu'il faut faire :
A. Méthode rapide. ...
I** Sécher les frottis à Tair et fixer la préparation à Talcool-
éther ;
2® Colorer au colorant de Giemsa ainsi préparé. On mêle dans une éprouvette :
Solution de Giemsa X gouttes.
Eau. distillée ....... 10 centimètres cubes.
Solution de carbonate de soudo
aul/4000« '. . . . . X gouttes. ,
Cette solution est versée trois fois sur la lame, et chaque fois, on chauffe à la lampe, jusqu'au dégagement des vapeurs. Laver à l'eau. Sécher. Examiner à l'objectif à immersion.
B. Méthode lente, -. ■ \^ Verser dans une boîte de Pétri le mélange :
Solution de Giemsa 1 centimètre cube.
Eau distillée 10 — ■ —
2*^ Les lames, fixées au préalable à Talcool-éther,' y sont déposées, les frottis regardant en bas ; elles sont appuyées à une de leurs extrémités, sur une courte baguette de verre de' façon à laisser un espace libre entre leur face et le fond de la boîte ;
3° Porter vingt-quatre heures à une température de 20 à 3o® ;
h^ Laver à l'eau. Sécher. Examen à l'immersion homogène.
Ce qu'il faut voir :
Le tréponème est très fin, pâle. Ses spires sont régulières et très étroites et leur nombre, poux chaque élément, dépasse le plus souvent le chiffre de 6 à 8.
Le spirochœte refringens, fréquent au niveau des ulcérations muqueuses, est plus épais ; ses spires, moins nombreuses et plus lâches ; sa coloration, plus vive.
Le spirille de Vincent ^ plus large, plus coloré, plus abondant, associé au bacille fusiforme. . .
Ce qu'il faut dire : '
La présence du tréponème est une preuve indéniable d'infection syphilitique.
Reoheroho du tréponèmo de Sohaudinn
dans les ulcérations,
par la procédé Foniana-Tribcndaau ^
Il y a un intérêt majeur à dépister tôt la syphilis pour la mieux traiter, aussi doit-on rechercher le tréponème dans toute ulcération suspecte (organes génitaux, muqueuses, peau), voire même dans des ulcérations apparemment guéries (par exemple dans le nodule sous-épidermique, reliquat d'un chancre épîdermisé). Le procédé de Fontana et Tribondeau convient très bien à cette recherche.
1* Ce qu'U faut :
I**. Un bistouri (ou lancette) ; dee lames de verre porte-objets nettoyées à l'alcool ; une flamme petite (veilleuse de bec Bunsen, ou lampe à alcool, ou lampe à pétrole) ;
2* De Teau distillée ;
3® De la solution de Ruge :
Acide acétique pur 1 centimètre cube.
Formol à 40 p. 100 (formol du
commerce) 2 — —
. Eau distîUée ....... 100 — —
4** De l'alcool fort (absolu ; à défaut, alcool à 96" ou go* ou 80**) ; 5® De la solution tannique :
Acide tannique (tanin). ... 1 gramme.
Eau distillée, chaude. ... 20 centimètres cubes.
(A préserver des moisissures avec un peu de camphre, en flacon bien bouché.)
I..N0US avons à plusieurs reprises employé avec succès cette méthode et les renseignements qui suivent, dus au D' Tribondeau, médecin principal de la marine. La méthode Tribondeau est universellement employée et mérite de l'être.
6^ De la solution de nitrate d'argent ammoniacal (solution de Fontana) : .
Nitrate d'argent cristallisé, mis
en poudre
Eau distillée, froide
1 gAmme.
20 centimètres cubes.
Réserver quelques centimètres cubes de cette première solution. Introduire le reste dans un verre à pied ; lui ajouter
Fig. J^, — Frottis de « rosée sanglante » de chancre induré. Imprégnation au Fontana-Tribondeau. ,
Bn paie, on voit quelques globules rouges. Quatre tréponèmes sont visibles.
peu à peu de Tammoniaque avec un compte-gouttes (ou une pipette), tandis qu'on remue constamment le mélange à l'aide d'un agitateur ; le liquide, d'abord clair, se trouble, se colore en sépia» fonce de plus en plus, et enfin se décolore progressivement, sous l'influence de l'addition continue d'ammoniaque; on arrête cette dernière quand toute teinte marron a disparu. Verser alors, dans la solution obtenue, de la solution première mise en réserve jusqu'à obtention d'un louche persistant après agitation à la baguette (on évite ainsi un excès d'alcalinité nui-
sible à la coloration ultérieure). «A notre avis, il est préférable de préparer cette solution avant chaque emploi en petite quantité, il nous a semblé qu'elle se conservait mal.
V Ce qu'U faut faire :
i^ Faire des frottis avec le suc (sérosité sanglante) de l'ulcération. Poûï* cela, là bien déterger au moyen de tampons humides (dans le pus de surface il y a beaucoup de germes sans intérêt et peu de tréponèmes) ; si elle est vaste ou multiple, rechercher le» points les mieux caractérisés par leur aspect et l'induration sous-jacente. Pratiquer à l'endroit choisi, à la limite même de l'ulcère (donc, en pleine zone d'activité de la lésion), quelques scarifications rayonnantes, à cheval sur l'ulcère et sur sa bordure épidermique, parallèles entre elles, courtes (2 à 3 millimètres environ), et juste assez profondes pour que du sang apparaisse. Pincer (quand la région s'y prête) l'ulcère entre deux doigts, et recueillir par raclage avec l'instrument ayant servi aux scarifications (dans la bouche, avec une spatule ou un tampon monté) la sérosité sanglante qui suinte ; l'étaler sur lames en couche mince. Si, au début, du sang pur s'écoulait en abondance, le rejeter.
2** Sécher les frottis par agitation à l'air, sans chauffer et ne pas fixer (sans quoi, on ne pourrait plus se débarrasser de Thémoglobine).
3® Déshémoglobîniser le frottis en le couvrant, à 2 ou 3 reprises, de solution de Ruge, méknge .qui, sans entraîner les éléments figurés, dissout et élimine diverses substances avides d'argent (principalement l'hémoglobine : tant celle restée dans les hématies que celle répandue dans la sérosité); lesquelles masqueraient les tréponèmes, et les empêcheraient de se colorer. Les frottis récents perdent vite leur hémoglobine ; avec lès frottis anciens il faut insister un peu plus sur le Ruge. Egoutter en secouant.
H^ Laver à l'alcool, verser goutte à goutte sur le frottis tMiu incliné (pour éliminer la solution de Ruge qui nuirait à la nitra-
tation par son acidité et en donnant avec le tanin du taùno^ forme). — Ëgoutter.
6** Verser encore quelques gouttes d'alcool sur le frottîè et les enflammer (pour compléter la fixation).
6® Couvrir le frdttis de solution tannique. Chauffer doucement sur la flamme en évitant de faire bouillir ; retirer de la flamme des émissions nettes de vapeur ; laisser agir le liquide chaud pendant 3o secondes. — Ëgoutter.
7® Laver à l'eau pendant 3o secondes (eau distillée de préférence, mais l'eau du robinet peut servir sans inconvénient). — Ëgoutter.
8® Couvrir le frottis de solution de Fontana. Chauffer comme à 6^. Laisser agir le liquide chaud i5 secondes. — Ëgoutter.
Ô** Laver à Teau distillée,, Ce lavage peut être rapide (quelques secondes) ; itiais il importe; à moins d'avoir une eau de robinet très pure, de le faire à l'eau distillée sous peine de décolorer le frottis qui, du marron à reflets métalliques, passe au jaune sans reflets. — Ëgoutter.
lo® Sécher au buvard, puis en agitant au-dessus de là flamme. Déposer une goutte d'huile de cèdre directement sur la lame, et examiner à immersion 1/12 ou i/i5, de préférence à la lumière du jour. Enlever le plus tôt possible Thuile avec du xylol, car elle décolore la préparation. Si, pour des démonstrations, on voulait laisser cellerci longtemps sous le microscope, il y aurait avantage à monter à la glycérine neutre sous lamelle ; mais éviter le baume du Canada qui est uil décolorant puissant.
Les préparations peuvent être recolorées en recommençant les temps 6 à 10. Dans le cas oti, à côté des parties jaunies d'autres sont restées colorées, on peut, pour éviter des surcolorations de ces dernières, commencer par tout décolorer dans du Lugol dilué ; ensuite on lave soigneusement, et on recolore.
3* Ce qu'il faut voir :
Les tréponèmes apparaissent avec une netteté remarquable, même dans les points encombrés d'hématies et de débris ; ils
sont colorés en marj*on, tirant parfois sur le noir. On les distingue des autres spirochètes parce que, longs, ténus et très spirales, ils donnent une impression très spéciale d'élégante gracilité.
4' Ce qu'U faut dire :
La constatation dû tréponème fait conclure à la syi^ilis. Mais une recherché négative n© veut pas dire absence de syphilis. Il faut se rappeler, notamment, qu'après des applications locaks de càlomel, ou des injections de salvarsan, on trouve très peu ou pas du tout de tréponèmes dans les chancres syphilitiques. (Aussi une telle thérapeutique ne devrait-elle être instituée que si le diagnostic clinique est certain, surtout en ce qui concerne l'emploi du calomel qui, même; hâtif, ne peut enrayer l'infection i^yphilitique).
Nota. — La réaction se recommande par sa rapidité (moins de 5 minutes), sa simplicité d'exécution, et ses résultats évidents pour Toeil le moins exercé.
En dehors du diagnostic des ulcérations, elle est applicable aux frottis d'organes (elle a permis à Levaditi de déceler les tréponèmes dans 1© cerveau des paralytiques généraux ; Tribondeau la recommande pour s'assurer de leur présence dans les foies de fœtus utilisés dans la réaction de Wassermann), et à la coloration des spirochètes saprophytes et pathogènes contenus dans la salive, dans les mucosités des selles, etc.. (Tribondeau).
Coloration négative des tréponèmes è l'encre de Chine
Tous les praticiens n'ont pas d'ultramicroscope et cependant beaucoup possèdent un microscope et rien n'est plus facile pour eux de se procurer de l'encre de Chine. Avec un microscope et de l'encre de Chine on peut remplacer un ultramic^roscope.
Cette méthode de coloration négative consiste à silhouetter
les microorganismes, Tencre de Chine les respecte et ils se projettent en blanc sur le fond noir formé par l'encre de Chine. Cette méthode est applicable à toute la bactériologie, elle est surtout utile pour la recherche du treponema pallidum.
1* Ce qu'U faut :
i" Un microscope avec objectif à immersion et un fort éclairage Abbe ;
2® Unie solution concentrée d'encre de Chine, cette encre doit être fine et homogène ;
3® Des lames ; •
b!* De la sérosité à examiner recueillie exiemporanément provenant d'un chancre ou d'un condylome bien nettoyé.
2* Ce qu'il faut faire :
I** Déposer dans une goutte d'eau distillée, une petite goutte de la sérosité à examiner ;
2** Ajouter à la pipette une gouttelette d'encre de Chine, juste ce qui monte dans la pipette par capillarité. La gouttelette sera mêlée à la goutte de sérosité à examiner ;.
3* Ëtaler soit avec une lame, soit ayec une feuille de papier à cigarette ; ^
4^ Sécher la lame sans la recouvrir d'une lamelle ;
5® Examiner avec un bon éclairage à l'objectif à immersion l/l2.
3' Ce qu'il faut voir :
Un fond noir ou gris uniforme. Sur ce fond noir apparaissent les profils et silhouettes de nombreux microbes, de cellules et de tréponèmes très faciles à "reconnaître, dont on peut compter tous les tours pressés de spires, dont les extrémités s'effilent sur le fond noir.
La réaction est faite en 5 minutes.
Elle est éminemment pratique, et ne demande qu'un peu d'habitude pour la préparation et la mise au point.
Procédé pratique pour faire une réaotion de Waeeermann
La technique que nous recommandons, pour la pra ligue courante, est la technique de Levaditi. Dans celle-ci, on utilise comme antigène l'extrait alcoolique de foie syphilitique, et comme globules rouges à hémolyser, les globules rouges de mouton contre lesquels le sérum humain normal possède une hémolysine naturelle.
Ce qu'il faut :
I* Du sérum frais provenant d'un malade à explorer ;
2** De l'antigène (extrait alcoolique de foie syphilitique) et extrait de cœur de veau. Pour plus de sécurité, il est prudent de faire là réaction en présence de plusieurs antigènes ;
3® Des globules rouges de mouton' ;
4** Des tubes et des pipettes à hémolyse Levaditi.
I** Du sérum frais.
Il faut avoir au moins a ou 3 centimètres cubes de sérum, donc 8 à lo centimètres cubes de sang.
Le procédé de fortune est l'application de 3 ventouses scarifiées. Le contenu de ces 3 ventouses est versé dans une seule ventouse ou dans une bouteille. On attend la coagulation ; la ventouse ou là bouteille qui cohtierit le sang est fermée avec un bouchon hermétique de liège ou de caoutchouc que l'on aura fait bouillir au préalable.
Il est préférable de ponctionner une veine avec une aiguille courte, à biseau court et du calibre d'une aiguille à ponction lombaire. Le sang est recueilli dans un tube h essai, propre, bouilli, et séché à la flamme. On ferme au bouchon. Ne jamais boucher les tubes avec du colon, si on doit transporter le sang, car le coton aspire le sérum exsudé. Il sera utile d'attendre l'exsudation du sérum, en déposant le sang le plus tôt possible au frais, au repos et à l'abri de la lumière après avoir détaché le caillot des parois du tube à l'aide d'un tour de fil de platine.
Quand le sang arrive au laboratoire, le premier soin est de détacher le caillot de la paroi du verre à l'aide d'un fil métallique de façon à lui permettre de se rétracter.
Le sérum doit être utilisé dans les a 4 heures après la prise. Après ce temps, il est nécessaire de le séparer à la pipette des caillots et des hématies, si on veut qu'il conserve encore du complément.
Avant la réaction; transvaser dans des tubes coniques et centrifuger si nécessaire pour -séparer le sérum des globules rouges.
a** De Vantigène,
On se procure, dans un grand laboratoire, une certaine quantité de poudre de foie syphilitique ; mais on peut aussi le préparer suivant la technique suivante :
Recueillir aseptiquement, immédiatement après la mort d'un fœtus hérédo-syphilitique non macéré. L'organe est découpé aseptiquement, puis broyé au mortier. La bouillie obtenue est mise à sécher dans une cloche à vide sulfurique. Après 48 heures, cette dessiccation «st obtenue, la substance desséchée est pulvérisée. On peut faire, dès lors, l'extrait alcoolique qui se conserve indéfiniment : verser la poudre dans l'alcool absolu dans la proportion de i gramme pour 3o d'alcool, agiter, laisser a4 heures en contact. Décanter, l'alcool a une belle couleur jaune transparente, et titrer l 'antigène i. *
Pour utiliser cet extrait alcoolique, on le dilue au dixième dans de l'eau physiologique. C'est cette dilution qui est employée sous le nom d'antigène. Elle a une couleur blanc opaque laiteux.
Tribondeau emploie l'antigène de Noguchi qu'il prépare suivant la technique suivante :
Se procurer à Tabattoir un cœur de veau récemment tué. Supprimer les oreillettes, les valvules aurlculo-ventricfulaires et leurs cordages tendineux; laver la cavité des ventricules, puis l'assécher; enlever l'épicarde avec le tissu graisseux et les vaisseaux sous-jacents* La paroi musculaire des ventricules ainsi dépouillée est coupée en morceaux et débitée à la
i. On trouve dans le commerce en ampoule de l'antigène titré en solution alcoolique avec le taux de dilution nécessaire dans le sérum cblomré sodîque pour obtenir un excellent antigène.
hacbeuse de caisine très propre. Additionner le hachis d'un tiers environ de son volume de sable fin calciné et lavé (sable des laboratoires de chimie). Triturer h fond dans un mortier jusqu'à réduction en pulpe. Répartir cette pulpe, avec le sable qui y est incorporé, dans plusieurs flacons. Ajouter, en tout, un litre et demi d'alcool à %* (ou, si Von préfère, 10 centimètres cubes d'alcool par gramme de pulpe); les flacons ne devront pas être complètement pleins; les boucher très hermétiquement. Mettre à l'étuve, h 37% et laisser macérer pendant quinze jours, en ayant soin de secouer tous les jours, deux fois en moyenne.
Vider le contenu liquide et solide des flacons suç un linge propre, tenu lui-même au-dessus d'un filtre en papier. Laisser s'écouler I'hIcooI, puis exprimer la pulpe en tordant le linge. La totalité du liquide filtré est placée à 37* (étuve), en une large cuvette photographique de verre ou de porcelaine, jusqu'à dessiccation complète.
Reprendre le résidu de la dessiccation, après refroidissement, avec de l'éther sulfuriqno. R<^partir en tubes à centrifugation, centrifuger et décanter de façon à se débarrasser des substances en suspension dans l'éther. Rassembler dans un verre à pied la solution éthérée provenant de la décantation des tubes. Faire évaporer cette solution, loin de toute flamme, jusqu'à réduction à 10 à 20 centimètres cubes environ de liquide fortement concentré. Pour cela, - tenir le verre à pleine main pour le -chauffer et, tandis qu'on lui imprime un mouvement de rotation qui fait monter l'éther en couche mince le long des parois, souffler doucement au-dessus de l'ouverture.
Ajouter alors d'un seul coup 50 centimètres cubes environ d'acétone; un abondant précipité jaunâtre se forme aussitôt et tombe rapidement au fond du verre. Décanter et rejeter l'acétone surnageante. Récolter à la spatule de Roux le précipité déposé au fond du verre à pied et sur ses parois; le placer dans un verre de montre préalablement pesé, et l'exprimer avec la spatule de manière à chasser le peu d'acétone qui l'imprègne encore. Les lipoïdes Obtenus ont un aspect cérumineux. Les peser.
Dans un flacon bouctiant à l'émeri, bien propre, bien sec/ et au fond duquel on a placé des billes de verre, on verse autant de centimètres cubes d'éther sulfurique qu'il y a de fois gr. 30 dans le poids des lipoIdes. Déposer les lipoïdes contre la paroi interne de ce flacon avec la spatule de Roux. Boucher et secouer pour dissoudre les lipoïdes dans l'éther avec l'aide dés billes de verre qui les triturent. Mesurer, dans une éprouvette graduée, autant de fois 9 c. c. d'alcool méthylique absolu <^u'on a employé de centimètres cubes d'éther. Verser cet alcool d'un coup dans le flacon ; reboucher immédiatement, et agiter fortement pendant quelques instants. Placer le flacon bien bouché à la glacière ou au frais jusqu'à ce que la solution alcool o-éthérée de lipoïdes se soit clarifiée.
La solution jaune d'or obtenue sera enfermée en ampoules, scellées comme suit, pour éviter l'évaporation de l'éther. Etrangler au chalumeau des tubes à essai près de leur extrémité ouverte. Les laissor refroidir, puis les mettre debout dans un récipient contenant de la glace cassée. Verser la solution dans les tubes. Les sceller ensuite au niveau de leur étranglement sans les sortir complètement de la glace de façon que la
chaleur ne se propage pas & l'éther et ne provoque pas un dégagement de vapeurs sous pression qui perceraient le verre fondu et empocheraient la fermeture^
Gardés h la glacière ou au frais, les extraits Noguchi se conservent, en ampoules, pendant des années.
Quand on met une ampoule en service, on en vide le contenu dans un petit flacon bôurhé hermétiquement à l'émerî, qu'on conserve à la glacière ou an frais dans Tintervalle des réactions.
Au moment de pratiquer les réactions, on fait avec ces lîpoîdes une émulsîon à 1 p. 60 (dans 6 c. c. d'eau salée à 9 p. 1.000, verser c. cl 1 d'extrait alcoolo-éthéré. et mélangé aussitôt). La dose optima de cette émulsion est, ordinairement, c. c. 8 pour c. c. 1 de sériim humain (méthode de Hecht). On la titre d'ailleurs tout comme une émulsion de lipoîdes à l'alcool.
3® Des globules rouges de mouton.
Si on a un mouton, recueillir le sang par quantité de ao à 5o grammes par ponction de la jugulaire externe. Ou bien il faut aller à Tabattoîr avee des ballons à perles stériles et bouchés. Ces ballons doivent être épai9 de façon à ne pas se casser durant l'agitation de la défibrination. On recueille, dans ce ballon, le sang qui jaillit après section de la carotide, en évitant de souiller l'orifice du ballon. On bouche avec le tampon de coton stérile et on agite pendant lo minutes pour le défibriner. Rentré au laboratoire, on centrifuge le sang à la centrifugeuse et on décanta par aspiration à Ja pipette à boule le liquide qui surnage, on le remplace par une égale quantité d'eau chlorurée sodique à 0,9 p. 100 et stérilisée, on agite et on centrifuge à nouveau. On fait ainsi 3 lavçiges. Les globules rouges du dernier mélange recevront en plus, pour faciliter leur conservation, i centimètre cub^ de formol en solution à 10 p. 100 par 5 centimètres cubes.
On répartît* les globules rouges en ampoules de i centimètre cube que Von conserve au frais et dans l'obscurité, ou mieux à la glacière. Pour faire la dilution classique à 5 p. 100, on prendra une ampoule de i centimètre cube de globules rouges pour 19 centimètres cubes d*eau physiologique.
d^ Des tubes et des pipettes.
Les tubes pour la réaction sont des. tubes de 6 à 8 centimètres de haut sur i centimètre de large. Ils doivent être très propres
et, de préférence, stérilisés avant l'emploi . On les place dans un porte-tubes qui leur est ajusté. Les pipettes sont de longues pipettes divisées en dixième de centimètre cube. Ces pipettes seront réservées chacune pour Je même élément : une pipette pour Tantigène, une pipette pour le sérum, une pipette pour le liquide chloruré sodique à 0,9 p. 100 et une pipette pour les globules rouges.
Ce qu'il- faut faire :
Avant tout, titrer une fols pour toutes avant son emploi l'antigène. Le tableau suivant résume l'opération :
AU DÉBUT
APRÈS UNE HBURE
d'étuve a 37'
résultats
Antigène
Eau physiolog.
Sérum ' humain normal
Sang de mouton à 5 p. 100
Hémolyse totale.
Hémolyse incomplète.
Avec cette épreuve, nous savons que nous devons employer comme antigène les quantités de 0,1 et 0,2. Dès lors, nous pouvons commencer nos réactions. L'antigène conserve son titre : il n'est donc pas nécessaire de recommencer à chaque épreuve.
Pour faire la réaction de Levaditi, nous allons procéder suivant la technique suivante.
Nous aHons pour une réaction utiliser 3 tubes. Dans chacun des deux premiers tubes nous mettons 0,1 ce. pour le premier, 0,2 ce. pour le second d'antigène. On équilibre avec du sérum chloruré sodique, premier tube, 0,2 ; deuxième tube, o,î ; troi-
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sième tube, 0,3. Chacun des trois tubes reçoit en plus o,i de sérum frais du malade à examiner, ce sérum ne doit pas être hémolyse. On mélange. Les tubes sont portés i heure 1/2 à rétuve à' 37**. On ajoute alors dans chaque tube 0,1 de globules
7ube1
Antigène o.t
^emm s/phihi o. /
3ert/m &èmiff ffûrm
Jt/^iff ^ypbdiU^ti ' Témoin
QJ
Une
QJ
syphthttifue
oJ
^C^^-' ^^^ r^'Tf- ^^-r'
OJ
ÔJ
hsijf^ à 'éli/ye à
oJ
Hémolyse
oe
Oi
fftmff/jve
Ûj
ffemo/jfst
Fig. 29, — Schéma d'une réaction de Wassermann simplifiée , méthode Levaditi-Latapie.
rouges de mouton à 5 p. 100. On le reporte à Tétuve une heure. On retire et on attend le dépôt des globules rouges quelques heures. Pour que la réaction soit bonne, il faut que le troisième tube soit rouge rubis à reflet et qu'il ne produise pas de dépôt dé globules rouges.
Nous supposons pour la schématisation que le sérum que nous désirons explorer est syphilitique et que nous le comparons
avec un sérum certainement pas spécifique. Le tableau précédent résume l'opération.
On a proposé récemment de nombreuses variantes de cette technique. Parmi lee plus intéressantes, nous signalerons la technique de Rubînstein. Elle cohsisie à employer des doses constantes d'antigène et seulement des doses variables de globules rouges de mouton. On la schématise dans le tableau.
Sérum non chauffé (&gé de 24 heures)
Antigène titré
Eau physiologique .......
rââgtion
UNE HEURE D'ÉTUYE A 37'
Globules de mouton à 5 %. 0,1 0,2 0,3
GONTROI.E
On peut augmenter le nombre des tubes en se servant de doses de globules allant de o ce. i à i centimètre cube et au delà. L'emploi de ces 3 tubes est suffisant.
On compare la réaction au contrôle. Dans les réactions négatives, il y a égalité des pouvoirs hémolytiques des sérums seuls et des mélanges sérum-antigènes. Les réactions positives sont très nettes. On ne doit faire état que des réactions nettes : sup> pression totale du pouvoir hémoly tique des sérums par l'antigène.
Rubînstein emploie concurremment cette méthode de Hecht modifiée avec la réaction de Wassermann au sérum chauffé. Il faut savoir que, dans certains cas douteux, l'analyse doit '^étre poussée aussi loin que possible et alors il est préférable d'expédier le sérum à un laboratoire spécialisé et rompu à ces méthodes.
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Ce qu'il faut dire :
Dans la réaction de Levaditî, une demi-heure après l'adjonction des globules rouges de mouton, Thémolyse se voit facilement dans les tubes témoins sous Taspect rouge rubld transparent. Par contre, dans les tubes où le sérum syphilitique a fixé le complément, le liquide à un aspect trouble et opaque, et la centrifugation ou le dépôt de quelques heures les éclaircit en déposant un culot de globules rouges. Si les globules sont hémolyses, c'est que le sérum ne provient pas d'un syphilitique, Ja réaction est négative. FI arrive parfois que i est légèrement hémolyse et que 2 reste opaque et laisse déposer ses hématies, la réaction est alors faiblement positive. C'est ainsi que l'hémolyse peut ne pas se produire dans les tubes 3, 4, 5 et 6, c'est que dans ces cas le sérum du malade et le sérum témoin ne contiennent pas de complément, il faut recommencer avec une autre méthode ou avec un sérum très frais.
Voici comment au besoin dw peut tirer parti d'un sérum
INSUFFISAMMENT HÉMOLTSANT :
Quand l'analyse d'un sérum est à refaire parce qu'il n'a pas ^onné l'hémolyse totale en quinze minutes dans le tube témoin et parce qu'il n'y a pas eu hémolyse dans les tubes de diagnostic en trente minutes, on peut, ou bien demander un autre prélèvement de sang, ou bien essayer de tirer parti du sérum défectueux. Dans ce dernier cas, on s'en sert pour une deuxième réaction après l'avoir renforcé en hémolysines, ce qu'on obtient très simplement par addition d'un peu de sérum humain négatif, en procédant comme suit :
Gomme le temps consacré à la première recherche oblige à remettre la nouvelle au soir ou au lendemain, reverser le sérum défectueux dans le tube de sang d'où il provîept et l'y laisser, à la température du laboratoire, jusqu'au moment de s'en servir. D'autre part, mettre de côté un sérum ayant donné une hémolyse complète et rapide dans tous les tubes.
Au moment de recommencer la réaction, déterminer, par un essai préalable, les besoins en hémolysines du sérum insufflsant. Disposer 3 tubes à hémolyse conime l'indique ce tableau :
Eau salée
Sérum à réexaminer.
Sérum négatif de renfort
Mélanger. Mettre à Tétuve, à 87**, pendant 10 minutes. Ajouter dans les 3 tubes o ce. i de sang de mouton déplasmatisé et dilué à I p. 20. Mélanger. Replacer à l'étuve. Examiner les tubes au bout de t5 minutes»
Adopter pour la nouvelle réaction les proportions contenues dans le tube de numéro le plus faible où Thémolyse est complète (il se .peut que ce soit le n^ i, le sérum défectueux ayant eu le temps de s'enrichir en hémolysines dans Tinteryalle des deux réactions).
Les causes d'erreur sont exceptionnelles. En cas de doute on recommence la réaction un mois plus tard, ou bien on la contrôle avec la vraie réaction de Wassermann, qui nécessite l'emploi d'un complément (sérum de cobaye) et d'une sensibilisatrice spécifique. La technique de Levaditi, en pratique, se montre aussi exacte que la réaction de Wassermann, et comme elle épargne un matériel compliqué et la création d'un sérum hémoly tique, nous conseillons d'y recourir, quitte en cas de doute h faire contrôler cette recherche par une réaction d» Wassermann complète.
Ce qu'il faut dire :
Une réaction positive = syphilis primaire après le 25® jour,
syphilis secondaire, syphilis tertiaire dans ^o à 76 p. 100
des cas, syphilis héréditaire, syphilis nerveuse ou artérielle. .
Mais on l'observe aussi au cours de certaines infections aiguës : scarlatine, pneumonie, certains ictères, la lèpre, etc.
Une réaction négative = ne veut pas dire forcément absence de syphilis, cela veut dire absence de syphilis en évolvttion.
Les syphilitique» traités par l'arsenic, les vieux syphilitiques peuvent être négatifs.
Une réaction négative ne contre-indique pas un traitement si la clinique en fixe l'indication.
En cas de désaccord entre la clinique et la réaction, il faut recommencer la réaction après une ou deux injections de novarsenobenzol pour réactivation.
Du jdiagnostio de Im spiroohétose iotéro-hémorragique
grAoe è la méthode de Fontana-Tribondeau
appliquée à l'examen dee urinée oentrifugéee
Le diagnostic de la spirochétose ictéro-hémorragique, dont la description magistrale a été faite par Louis Martin et Auguste Pettit, est encore à ITieurê actuelle des plus délicats el nécessite, comme signe de certitude, la reproduction expérimentale de l'affection ictéro-hémorragique chez le cobaye. Seulement, cette reproduction expérimentale demande un temps assez long et au moins 10 jours d'incubation. Il y aurait donc un grand avantage à posséder des moyens d'investigation permettant un diagnostic plus précoce, d'autant que l'intervention d'un traitement sérothérapique sera plus active quand elle pourra être appliquée d'une façon plus précoce.
Louis Martin et Auguste Pettit ont déjà indiqué la possibilité de déceler .la présence du spirochète dans les urines. . Ils Tont constatée dans un cas aii lo* jour de la maladie, sur les frottis à Tencre de Chine. ^
Nous pensons avec M. Favre que cette méthode de recherche doit être généralisée et qu'elle peut rendre les plus grands services dans le diagnostic rapide de la spirochétose. Elle était de pratique facile. Nous avons obtenu d'emblée et très facilement un résultat rapide.
Ce qu'il faut : .
I® Une solution de formol acétique :
Formol ......... 2 centimètres cubes.
Acide acétique ...... '1 gramme.
• Eau .......... 100 — .
2® Une solution de tanin :
Tanin à l'alcool 4 grammes.
Bau distillée 100 —
3** Une -solution de nitrate d'argent ammoniacal préparée ainsi :
Mettre dans un verre à pied très propre 5 à 6 centimètres cubes de la solution de nitrate d'argent à i p. ao dans 'l'eau distillée, ajouter goutte à goutte de l'ammoniaque à la fine pipette, en agitant constamment. Il se produit un précipité brunâtre qui ten4 bientôt à s'éclaircîr. Ajouter prudemment l'ammoniaque dès que l'on constate cet éclaircissement. La solution définitive doit rester très légèrement opalescente. Si elle devient eau de roche, ajouter de nouveau du nitrate d'argent et tâtonner prudemment jusqu'à obtenir le résultat demandé. Cette solution faiblement opalescente est celle que l'on doit employer pour la fin de la réaction.
4^ Des urines fraîches. Mais il faut savoir, comme nous Pavons montré, que le méat normal et le prépuce peuvent être porteurs de spirochètes non pathogènes. Chez l'homme, il est nécessaire de recueillir des urines dans un tube stérile après avoir lavé «ïvec beaucoup de soin le gland et le méat à Teau bouillie. Chez la femme, on ne peut étudier que de lurlne fraîche récueillie par cathétérisme uréthral.
Si on doit expédier Turine, on recueille dans un' ballon loo centimètres cubes d'urine et on verse 5 centimètres <^ubes de formol à 4o p. lOQ du commerce. On empêche ainsi h spirochète de s'altérer et l'urine de fermenter. On peut trouver des spirochètes, huit, treize et même vingt-deux jours plus tard.
Ge qu'il faut faire :
1° Centrifuger des ummm fraîches dans un appareil à rotation intensive, pendant lô minutes ;
a*^ Recueillir des lames rigoureusement propres et minutieusement dégraissées. Mêler, par aspirations successives, le contenu de la pipette et le déposer en plusieurs gouttelettes à peine étalées. Sécher ensuite ;
4^ Recouvrir la lame de la solution de formol acétique ;
5** Laisser en contact 5 minutes ;
6® Laver à l'alcool à gô* ou à l'alcool absolu ;
7* Sécher par évaporation ;
8*^ Mordancer ensuite à chaud, et pendant ui^e démi-nàinute, jusqu'à dégagement de vapeurs, avec la solutiola de tanin ;.
9® Laver abondamment à l'eau ordinaire, rincer .ensuite à l'eau distillée ;
lo* Riecouvrir la préparation avec la solution dç nitrate d'argent ammoniacal. Chauffer doucement çur la flamme en évitant la dessiccation. On constate que le frottis brunit et qu'il se formô quelques précipités d'argent; Il faut chauffer jusqu'à ce; que la préparation prenne une teinte légèrement violacée avec reflets mordorés, soit une demi-mii^ute environ ; ;
II® Lavage à Teau distillée et séchage au papier-filtre. Cette technique, en apparence compliquée, est en réalité très rapide et ne prend pas plus de 5 à 6 minutes pour une préparation.
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Fig. 30. — Spirochète ictéro-hémorragique.
Frottis du culot de centrifugation d'une urine. Imprégnation à la méthode de Fontana- Tribondeau. Les spirochètes ont des spires lâches et irréguliëres et souvent à quelques ondulations rares.
Ce qu'il faut voir :
Sur les préparations de culots d'urine d'ictériques atteints de spirochétose, nous avons vu dans plusieurs observations et à plusieurs reprises, entre le lo* et le 3o* jour, des spirochètes abondants. Us se présentent soit sous l'aspect d'éléments noirâtreSy peu contournés et à spires lâches, quand Timprégnation a été massive, soit sous l'aspect de fins spirochètes contournés, analogues à ceux que décèle l'imprégnation argentique des coupes de foie de cobaye ictérique. Ces «pirochètes sont en grande abondance et semblent s'agglutiner au niveau des débris organiques existant dans le culot de centrifugation. La lecture des préparations est facile si on se met à Tabri des interprétations hâtives.
C'est ainsi que certains plissements de protoplasma cellulaires, certains débris filamenteux, moins réguliers et moins isolés, pourraient offrir sujet à hésitation à un œil non expérimenté. La constatation de spirochètes typiques à Tétat isolé suffit pour établir. à coup sûr le diagnostic.
Comment faire un séro-diagnostio de fièvre typhoïde
On a cherché à simplifier la technique de Widal en employant des cultures d'Eberth tuées par le formol ou les rayons ultraviolets ; nous pensons qu'il est préférable d'utiliser la technique classique avec les cultures fraîches. Et si elle demande plus de soins de la part du médecin, les résultats qu'elle fournit sont aussi plus faciles à juger et moins entachés d'erreur.
Ce quil faut :
I* Du sérum provenant du malade à examiner. Recueillir après piqûre à la pulpe du doigt 20 à 3o gouttes de sakig dans un dé à coudre propre et sec, fermer d'un bouchon hermétique. Ce sérum exsude en quelques heures au-dessus du caillot. Si on ne peut faire soi-même le séro-diagnostic, envoyer le plus tôt possible le dé par la poste dans un laboratoire ;
2** Une culture de bacille d'Eberth de 24 heures sur bouillon. Ensemencer la veille dans une culture d'Eberth sur gélose en culot conservée en tube capuchonné. Après 24 heures, la culture de bacille d'Eberth, si elle a poussé sur le bouillon, prend un aspect trouble moiré ;
3** Des pipettes, verres de montre, lames, lamelles et microscope (obj. 6 et 8).
Ce qu'il faut faire :
1° Etre sûr que la culture sur bouillon n'est pas spontanément agglutinée. Pour ceci, aspirer à l'aide d'une pipette cassée, puis flambée et introduite dans la culture d'Eberth dont le coton est
maintenu par le petit doigt fléchi de la main droite, quelques gouttes de culture. En déposer une goutte sur une lame, recouvrir d'une lamelle et examiner au microscope (sans éclairage Abbe et avec un obj. 6 ou 8). Les bacilles se reconnaissent à leurs mouvements rapides, ils ne doivent pas être agglomérés et doivent conserver toute leur agilité ;
a® Déposer dans un verre de montre 4o gouttes de la culture et dans l'autre 8o ou loo ; daiis chaque verre, on ajoute ensuite avec une seconde pipette une goutte du sérum à examiner. Le premier verre donne un séro au i/4o ; le second un séro au i/8o ou i/ioo ; on peut multiplier les dilutions si l'examen porte sur le taux complet. Pratiquement, le séro au i/4o suffît ;
3® Attendre 3o minutes. Puis déposer une goutte du mélange sur une lame, recouvrir d'une lamelle, examiner ensuite au microscope ;
4® Faire bouillir les verres de montre, les lames et les pipettes dans une certaine quantité d'eau phéniquée, ou d'eau dans laquelle on ajoute un peu de lessive dé soude. Si la table est souillée par des gouttes de culture, laver bu sublimé au i/iooo. Bien se laver les mains.
Ce qull faut voir :
Mettre au point avec prudence, avec un éclairage peu intiense, en s'àidant des quelques globules rouges du mélange comme indicateur. Si l'agglutination est négative, les bacilles conservent leur mobilité et leur indépendance ; si l'agglutination est positive, les bacilles se sont agglomérés en plus ou moins gros amas oh il est impossible de les compter. Les îlots sont souvent considérables,; et presque tous les bacilles mobiles ont disparu à l'état isolé. Dans le cas oii l'agglutination est négative, examiner encore après 35 minutes.
Ce qu'il faut dire :
Séro positif au r/4o en lo ou 20 minutes = infection typhique éberthiîenne : se méfler cependant de» infections à panatyphiques
qui peuvent donner des coagglutiilàtiohà, des ictères dont le sérum peut agglutiner TEberth et des infections au cours de convalescence de fièvre typhoïde, le malade conservant soq pouvoir agglûtinatif pendant souvent plusieurs années. .
Séro négatif = ou bien infection non éberthienne, ou fièvre typhoïde avant lé 7* ou 8* jour.
Ces conclusions ne sont pas exactes quand oh a affaire à des sujets antérieurement vaccinés contre la fièvre typhoïdel On observe alors des agglutinations complexes et multiples. Il faut non seulement chercher la nature du microbe agglutiné, mais le taux du pouvoir agglutinant du sérum. Un pouvoir agglutinaiit dépassant le i/aoo au cours d'ime infection qui survient plus de six mois après une vaccination doit être considéré comme très significatif. Lorsqu'il y a coagglutinations on cherche quel est celui de TËberth, du para A où du para E qui est agglutiné au taux le plus élevé et à quel taiix-limite dans ce cas il est préférable de faire une agglutination macroscopique.
Technique d'une égglutinetion ni«ef080opii|ue
Les agglutinations microbiennes peuvent être recherchées non seulement par technique microscopique, comme dans le sérodiagnostic de Widal, mais aussi par technique macroscopique. La technique macroscopique a l'avantage d'être, plus facile à apprécier, plus rapide à faire, et de permettre de multiples agglutinations comparatives.
Ce qu'il faut :
I® Une culture sur bouillon de 24 heures du microbe ou des microbes à éprouver ;
2^ Du sérum du malade, recueilli par ventouses scfarifîées ;
3® Un pu plusieurs porte-tubes garnis de petits tubes à hémolyse ;
4® Une pipette de Levaditi graduée au i/io de centimètre
cube et une pipette de lo centimètres cubes stérilisées toutes deux ; '
5^ Du sérum chlorm*é sodique et de Teau stériles.
Ce qu'il faut faire :
Pour le bacille typhîque, comme pour le bacille dysentérique, on fera ûnè agglutination comparative au T, A, et B pour le premier, au Flexner, au Sbîga et à IT pour le second.
i^ On place dans les porte-tubes le nombre de tubes suffisant pour faire sur chaque culture le même nombre d'épreuves. On fera, par exemple, une agglutination i/5o, i/ioo, 1/200, i/4oo, 1/600, 1/800, i/iooo, et cela pour chaque microbe ; cela fait 7 tubes pour chacun ;
s^ Déposer dans chaque tube, à la pipette de 10 centimètres cubes, I centimètre cube de la culture sur bouillon.
Rincer la pipette à Teàu stérile quand on change de culture ;
3® Faire une dilution 1/20 du sérum du malade dans le sérum chloruré sodique, soit i/io de centimètre cube du sérum du malade pour i ce. 9 de sérum chloruré sodique ;
4® Dans le premier tube, pour obtenir une dilution au i/5o, on ajoute o ce. 4 de cette dilution de sérum ;
Danis lé second tube, pour obtenir une dilution au i/ioo, on ajoute o ce. 2 de cette dilution de sérum ;
Dans le troisième tube, pour obtenir une dilution au 1/200, on ajoute o ce. i de cette solution de sérum ;
Dails le quatrième tube, pour obtenir une dilution au i/4oo, on ajoute o ce. o5 de cette dilution de sérum ; ' 5® On fait ensuite une dilution au 1/60, au 1/80 et au i/ioo, en ajoutant 0,1 de sérum du malade à 6, 8, 10 centimètres cubes de sérum chloruré sodique, et de chacune de ces dilutions on verse o ce. i dans les tubes d'épreuve ;
6® Pour chaque série microbienne, on utilise les mêmes dilutions sérîques ;
7** On agite séparément chaque tube, et on porte 5 heures à l'étuve et 5 heures à la température de la chambre. On fait
donc la lecture le jour même ou le lendemain. Dans les cas où Ton est pressé, on peut étudier l'agglutination rapide. Pour l'obtenir, on bouche hermétiquement lies tubes arec des bouchons de caoutchouc. On leur fait exécuter un certain nombre de mouvements lents de renversement, et, après 5 minutes, on examine le contenu du tube à une forte loupe. Les amas agglutinés apparaissent très nettement. C'est la* méthode de Ni»lle, de l'Institut Pasteur.
Ce qu'il faut voir : **
Trouble uniforme avec aspect
moiré dans l'agitation. . . = aggl. négative,
Fins grumeaux grisfttres tombant lentement — aggl. faiblement positive,
Gros grumeaux grisâtres tombant vite = aggl. positive,
Liquide clair, gros grumeaux ou culot se soulevant après agitation = aggl. complète.
Ce qu'U faut dire :
Chercher le taux le plus élevé où l'agglutination apparaît et prendre ce taux comme début d'agglutination ; ce taux apprécié pour chacun des microbes permet une comparaison et constitue ce que Ton appelle une agglutination comparative. Tel sujet vacciné au vaccin T, atteint d'un para A, peut donner, par exemple, les résultats suivants :
Début d'agglutination, T = i/ioo, A = 1/800, B = i/5o.
Il faut savoir que si la vaccination typhique remonte à moins de 6 mois, le séro-dîagnostic est inutilisable pour faire le diagnostic d'une infection. Si la vaccination remonte à moins d'un
an, il faut que le taux d'agglutination soit supérieur à i/3oo
pour le bacille paratyphique A et i/iioo pour le paratyphique B.
Pour les dysentériques, il faut commencer l'agglutination du
Fig. 31. — Schéma d'une agglutination macroscopique positive au 1/600.
Shiga au t/3o et celle du Flexner au i/3oo, car ce dernier peut agglutiner au i/aoo avec un sérum normal.
Technique d'une hémo-oulture en eau peptonée
La culture du sang est une épreuve nécessaire à pratiquer pour le diagnostic bactériologique de certaines septicémies (Eberth, streptocoques, pneumocoques, staphylocoques, paratyphiques, etc.).
Ce qui! faut :
i*' Une seringue en verre de lo centimètres cubes avec une aiguille de platine montée sur la seringue, le tout stérilisé à Tautoclave dans un tube large en verre épais ;
2* Un ballon d'un litre contenant 5oo grammes d'eau peptonée :
Eau 1.000 grammes.
Peptone. . 10 —
Sel marin 5 —
Répartir en deux ballons secs stérilisés auparavant au four Pasteur. Stériliser ensuite & 115* à Tautoclave.
3® Une étuve à 37®. Des pipettes et des tubes de bouillon.
Ce qu'il faut faire :
I® Mettre un lien au-dessus du coude du malade et badig(9onner le pli du coude à la teinture d'iode ou à l'alcool à 90^ ;
3^ Retirer le bouchon du tube contenant la seringue ; en flamber roriûce à la lampe à alcool ; retirer la seringue sans enlever ni souiller 1 aiguille. Flamber rapidement l'aiguille ;
3® Piquer une grosse veine du coude en dirigeant l'aiguille vers la racine du bras, presque tangente à la peau, le biseau en haut. Ponctionner obliquement en fixant la peau à l'aide du pouce de la main gauche ; ^
4^ Quand l'aiguille est dans la veine, la seringue se remplit de sang sans qu'il soit nécessaire de pratiquer l'aspiratioif ;
6^ Déboucher le ballon que l'on maintient incliné sur le côté, flamber l'orifice, rejeter tout le sang recueilli, entre 5 à 10 centimètres cubes ;
7** Flamber l'orifice, boucher après avoir flambé le bouchon. Agiter pour bien mélanger et porter 48 heures à l'étuvc à 87® ;
8* Après 48 heures, ensemencer à la pipette quelques gouttes de l'hémoculture dans plusieurs tubes de gélose. Différencier l'élément pathogène ainsi cultivé après 48 heures (voir p. 99).
Manière de faire une liémoculturè en tubes de biie
Les tubes de bile sont des plus employés actuellement pour l'hémoculture des infections typhiques et paratyphiques. Ils ont l'avantage de donner des résultats précis en favorisant le développement des bacilles de la série typhique et para« tout en s'opposant au développement des saprophytes.
Ce qu'il faut : :
I** Une vésicule biliaire de bœuf liée au pédicule ;
2® Un entonnoir et un flacon de 5oo centimètres cubes stériles ;
3^ Des tubes à essais stériles ;
4® Des ciseaux flambés.
Ce qu'il faut faire :
I** Tenir la vésicule par lé pédicule, cautériser au fer rouge le pôle inférieur ;
a** La porter sur Tentonnoir adapté lui-même au flacon stérile ;
3** Ouvrir aux ciseaux la région cautérisée et -recevoir la bile dans l'entonnoir ;
Fig. 32. — Le nécessaire improvisé de Joseph pour hémoculture. La boîte mesure 25 cent, de haut et 12 cent, de large. Une planche à la partie moyenne soutient le ballon de bouillon, laisse passer la seringue et un tube de bile. Au-dessous de la planche, une lampe à alcool et une bouteille d'alcool.
4^ La laisser reposer 2^ heures au frais ;
5® La répartir en tubes stériles avec une pipette stérile, à raison de lo centimètres cubes par tube ;
6® Stériliser dans Tautoclave recouvert d'un torchon à 8o** à 3 ou 4 fois dans l'espace de 6 jours ;
7® Pour faire l'hémoculture, recueillir par voie veineuse de 3 à 4 centimètres cubes de sang à l'aide d'une seringue et d'une aiguille stériles, rejeter le sang dans un tube de bile, agiter. Le sang s'hémolyse ;
8^ Mettre à l'étuve ai heures. Ensemencer ensuite la bile sur gélose ordinaire avec un fil de platine recourbé ;
9® Après 24 heures de culture, cette gélose est examinée. Si elle porte des colonies, on fait un frottis que l'on colore au Gram.
Ce qu'il faut voir et dire : '
L'examen du frottis contient un bacille Gram négatif : Il s'agit d'une hémoculture positive. Une différenciation s'impose pour savoir s'il s'agit d'un typhique, d'un para A ou d'un para B.
L'examen du frottis contient un coccus Gram positif : Ne rien dire. Les saprophytes de la peau peuvent donner cette cause d'erreur.
L'examen du tube de gélose ne montre aucune colonie : Il s'agit d'une hémoculture négative.
Comment faire le diagnostio bactériologique
des baoiiies de ia série Eberth-paratyphique,
isoiés par hémoouiture
Depuis la pratique de la vaccination, le séro-diagnostic ne donne pas toujours des résultats à l'abri de toute critique. L'hémoculture conserve par contre toute sa valeur diagnostique.
On fera une hémoculture sur tube de bile. Les tubes de gélose ensemencés cultivent un bacille Gram négatif. Il s'agit de différencier le bacille d'Eberth, les paratyphiques A et B et le colibacille.
Ce qu'il faut :
— Pour la recherche de Tindol :
I** Un tube d'eau peptonée stérile à 3 p. loo ; *
2® De l'acide sulfurîque ;
3® Une solution de nitrite de potasse à x ^. looo ; - .
4^ De rjilcool amylique.
— Pour la différenciation du colî :
Un tube de gélose Endo. Cette gélose se prépare en ajou|«»t à loo centimètres cubes de gélose lactosée à lo p. looo le mélange suivant : .
FuchsÎBe à l,p. 10 ce. 5.
Sulfite de soade à 1 p. 10. . . 2 ce. 5
qtie Ton répartit ensuite en tubes, à essai.
Le tube de gélose Endo est fondu au bain-marie et coulé en botte de Pétri stérile.
— Pour la différenciation des Eberth et para :
Une gélose au plomb. Prendre un tube de gélose à lo p. looo et ajouter après fusion une goutte de sous-acétate de plomb stérile. Mêler et laisser prendre.
Une gélose rouge neutre glucosée à a p. looo. Ajouter à une gélose à o,4o p. lOO, a grammes de glucose par litre, et o ce. 76 de la solution i/ioo de rouge neutre pour 100 centimètres cubes.
Un tube de lait toumesolé.
Fig. 33. — Bacille typhique» Mobile.
Ce qu'il faut faire :
I** Pour la recherche de Tindol :
Ensemencer Teàu peptonée ;
Aprte 48 heures de cultures, ajouter XXX gouttes de nitrite de potasse et X gouttes d'acide suif uri que pour lo centimètres cuhes de culture ;
Agiter;
Si. l£^ teinte devient rose, il existe de Tin.dol ;
Pour en être certain ajouter i centimètre cube d'alcool amylîque ; agiter ; Talcool se teinte en rose en cas de présence d'indol ;
2* Ensemencer la botte de gélose Endo en stries parallèles ;
Fig. 34. — Bacille paratyphique. Môme morphologie que le bacille tyi^ique.
3** Pour l'acétate de plomb, ensemencer par piqûres profondes le long du verre ;
4^ Le lait tournesolé s'ensemence comme un bouillon ;
.5^ Pour la gélose rouge neutre, la faire fondre, refroidir, ensemencer en agitant dans la gélose à moitié prise.
Ce qu'il faut voir et dire :
Indol
Milieu Endo. . .
Gélose au sous-acétate de plomb. .
Lait tournesolé . .
Gélose glucosée rouge neutre .
Indol
Milieu Endo. . .
Gélose au sous-acétate de plomb. .
Lait tournesolé . .
Gélose glucosée rouge neutre . .
Colonies incolores.
Noircit
Rougit légèrement.
sans coaguler.
Sans changement.
PARA A
Colonies incolores.
Ne noircit pas.
Rougit légèrement
sans cpaguler.
Se décolore et donne des gaz.
GOLl
++ Colonies rouges.
Ne noircit pas.
Rougit et coagule.
Décolore et donne des gaz.
On peut compléter la différenciation par Tagglutination spécifique de Télément isolé, par un sérum anti-Eberth, anti-A ou anti-B.
* Diagnostic de la dysenterie baeiiiaire
Le diagnostic de la dysenterie bacillaire peut se faire de trois façons :
I® Par l'examen direct ; 2® Par la culture ; 3® Par l'agglutination.
I® Par l'examen direct.
Ce qu'il faut :
i^ Recueillir dans des selles fraîches un flocon glaireux ou muco-sanguinolent ;
2** Les colorants nécessaires pour un Gram-fuchsine (voir p. 30) ; 3® Un microscope à immersion homogène.
Ce qu'il faut faire :
I® Laver le flocon glaireux dans de l'eau distillée ; ^ 2® L'étaler ensuite sur une lame, sécher et fixer ; 3® Colorer au Gram.
Fig. a5. — Bacille dysentérique. Immobile.
Ce qu'il faut voir :
i" De nombreux leucocytes =leucocytorrhée ;
2** De nombreux bâtonnets courts ne prenant pas le Gram.
Cet examen est loin de suffire, la confusion est facile avec le coli-bacille et le bacille d'Eberth. 11 est nécessaire de recourir soit à la culture, soit à l'agglutination.
2® Par la cophoculture.
Ge qu'U faut :
I® Des matières dysentériques fraîches ;
2® Des boîtes de Pétri contenant de la gélose Endo (tjoir p. iOO) ou de la gélose tournesolée de Drigalski que Ton prépare ainsi : Préparer un litre de gélose normale ;
Puis une solution contenant :
Lactose. . 13 grammes.
Solution de toarnesol. ... 130 centimètres cubes.
Chauffer d'abord lo minutes à loo^ la solution de tournesol, ajouter ensuite le lactose ;
Laisser le mélange lo jninutes à loo® ;
Refroidir à Ao*.
Quand l'a solution lactosée et tournesolée est à 4o^, l'ajouter à la gélose qui sera liquéfiée puis refroidie à 70®.
Ajouter 10 centimètres cultes de la solution fraîche suivante :
Cristal-violet ....... ce. 10
Eau distillée 100 centimètres cubes.
Le milieu étant acide, on ajoute de la solution normale de soude stérile et chaude jusqu'à réaction neutre (mousse bleuâtre par agitation).
Il suffît d'ajouter o,4 p. 100 de la solution de soude. Le milieu est conservé à l'état stérile, dans des flacons de 100 à 300 centimètres cubes.
Au moment de l'emploi il suffira de faire fondre cette gélose et de la couler dans des boîtes de. Pétri stérilisées au four Pasteur et sur une épaisseur de a millimètres.
3*^ Couler en boîte de Pétri une gélose à laquelle on ajoutera à chaud par tube : .
Dans le premier :
XII gouttes d'une solution stérile de mannite à .ao p. 100. VIII gouttes de teinture hydro-alcoolique de tournesol.
Dans le deuxième :
XII gouttes d'une solution stérile de maltose à 3o pc 100. VIII gouttes de teinture hydro-alcoolique de tournesol.
Dans le troisième : , .
Xll gouttes d'une solution stérile de saccharose à 3o p. 100. VIII gouttes de teinture hydro-alcoolique de tournesol.
Ce qu'il faut faire :
I* Prendre un flocon glaireux, le laver dans l'eau distillée ;
2* Ensemencer avec un petit agitateur en verre courbé en angle droit à une extrémité. L'ehsememcement est fait en surface sur la botte de gélose lactosée tournesolée ;
3* Après une demi-heure de dessiccation, on porte à l'étuve.
Ce qu'il faut voir :
Après lo heures d'étuve examiner la boîte de gélos.e lactosée tournesolée ;
Colonies rouges, glaireuses = coli-bacilles et autres saprophytes ; •
Colonies bleues, volumineuses, sèches ou ridées, acuminées ou à double contour = subtilis, mégathérium.
Colonies bleues d'un millimètre de diamètre, bleu clair, transparenleg et à contour tranchant = h), fœcalis alcaligènes ; h), typhique ; b), dysentérique.
On en recueille une parcelle que l'on examine entra lame et lamelle :
Le bacille dysentérique est immobile, il est agglutiné par du sérum aatidysentérique^
Gesi colonies sont isolées puis ensemencées. C'est seulement ensuite qu'on peut les identifier.
On les repique sur les milieux sucrés et l'on observe la^ couleur de la culture après 24 ou 48 heures d'étuve. La fermentation du sqcre en cause se voit sous la forme d'un virage au rouge de la culture et de la zone qui l'entoure.
On cherchera ensuite l'agglutination du microbe . isolé par des sérums agglutinants.
DIAGNOSTICS BIÛLOÔIQUES EN CLIENTÛ-E
SHIGA
FLBZNER
STRONO
Mannite
Maltose ..'...:.
Saccharose
Indol
Shiga-s6nim
FleznerHSérum. . . . .
Y-sérum
3** Par l'agglutination.
Ce qu'il faut :
X® Du sérum obtenu par coagulation d'une ventouse scarifiée ;
2^ Deux cultures sur bouillon de bacille dysentérique de 24 heures, une de Flexner, l'autre de Shiga ;
3* Des verres de montre et un microscope avec objectif Â sans éclairage.
Ce qu'il faut faire :
I® Examiner une goutte de culture entre lame et lamelle pour être certain qu'elle n'est pas agglutinée spontanément ;
2® Déposer dans chaque verre de montre une goutte de sérum puis X, XX, L gouttes de culture de Shiga. Dans le quatrième verre de montre une goutte du mélange au i/io, plus X gouttes de culture = dilution au i/ioo ; puis I goutte du mélange
au 1/20, plus X gouttes de cultures = dilution au 1/200, etc.
3** Refaire la même expérience avec la culture de Fleyner, tout en sachant que Tagglutination n'a de valeur qu'au-dessus du i/3oo.
Ce qu'il faut voir :
Après 2 heures, examiner entre lame et lamelle et rechercher " les amas de bacilles.
Ce qu'il faut dire :
Rien avant 8 jours de maladie.
Agglutination i/5o du Shiga = dysenterie à type Shiga. — i/3oo du Flexner = — — Flexner.
On peut aussi dans ce cas faire une agglutination macroscopique (voir p. 93).
Diagnostic d'une méningite par Texamen du liquide oéphalo-raohidien
Il arrive souvent, en pratique, que Ton hésite pour le diagnostic différentiel ou causal d'une méningite ; la ponction lombaire, en permettant l'examen du liquide céphalo-rachidien, peut être du plus heureux secours dans la pratique médicale.
Ce qu'il faut :
i^ Du liquide céphalo-rachidien frais recueilli dans deux tubes stériles. Si on n'a pas de tubes stériles, on nettoie soigneusement deux tubes à essai et on les flambe sur une lampe à alcool, avant de pratiquer la ponction lombaire. Nous conseillons de boucher les tubes stérilisés au four Pasteur avec leur bouchon d'ouate ; si le praticien doit parcourir un grand trajet avant de rentrer, il se trouvera bien d'enfoncer un peu le coton et de compléter la fermieture avec un bouchon de liège ou de caoutchouc. S'il ne possède pas de tubes stérilises au four Pasteur, les tubes chauffés e>t nettoyés seront obturés avec un bouchon hermétique propre et bouilli de liège fin ou de caoutchouc. On recueille 5 centimètres cubes de liquide dans chaque tube ; il faut deux tubes, le premier étant souvent un peu souillé avec du sang ;
2® Pour l'examen chimique : de Tacide acétique, de la liqueur de Fèhling ;
3® Pour l'examen cytologique : des : tubes coniques à centrifugeur, propres et de préférence stérilisés au four Pasteur ;
Un centrifugeur à main ; nous avons dit que ce luxe peut être évité dans la pratique de campagne : il suffit de maintenir les tubes en position rigoureusement verticale pendant lo à 24 heures en les conservant dans une chambre froide ;
Des pipettes (voir p. 27) ;
Des lames,, du bleu de toluidine à i p. loo et de Talcool-éther ;
4" Pour l'examen bactériologique, des tubes de gélose ascite ou de gélose pure.
Ce qu'il faut faire :
I* Verser les deux tubes de liquide dans deux tubes à centrifuger, en répartîssant en quantités à peu près égales pour équilibrer le centrifugeur,^ il est préférable de faire cette équilibration à la balance. Centrifuger un quart d'heure à grande vitesse. Si on ne peut pas centrifuger, maintenir les tubes 24 heures en position rigoureusement verticale dans un lieu frais ;
2® Après la centrîfugation, prendre le tube recueilli en deuxième lieu. Casser Teffilurc d'une pipette et la flamber en la maintenant dans la main droite. Le tube est pris dans la main gauche entre le pouce et l'index dans la position i, on le verse dans un tube à essai propre maintenu dans un porte-tube en position verticale, et, sans renverser le tube, en le maintenant dans la position 2, on introduit avec la main droite la pipette qui ne doit pas toucher les parois latérales du tube. On frotte, ptr quelques mouvements de latéralité, la pipette contre le fond du tube ; inutile d'aspirer, la pipette se remplit par capillarité avec le culot. Elle doit, en tous cas, être toujours maintenue dans la direction de la position 2, depuis son entrée jusqu'à sa sortie du tube, de façon à ne pas diluer le culot du tube dans une certaine quantité de liquide céphalorachîdicn. Il suffit de recueillir une trace infinitésimale de liquide pour .faire l'examen cytO'
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logique. Retirer la pipette avec la môme précaution de ne pas toucher les parois latérales du tube et déposer une gouttelette sur deux ou trois lames : si le culot de centrifugation est minime, il ne faut pas étaler ces gouttes, mais les laisser sécher à Tair lentement ; lorsque le culot est abondant, il est nécessaire de pratiquer un étalement. On les fixe à l'alcool-éther 5 minutes ; laisser évaporer et colorer une lame 5 minutes avec le bleu de toluidine. Les autres lames seront conservées pour faire un Gram ou un Ziehl si nécessaire (voir p, 30 et 57).
Examiner les lames sèches non montées recouvertes d'une goutte d'huile de cèdre à l'objectif à inunersion au i/ia ;
3® La dernière partie du culot conservée dans la pipette peut être ensemencée Bur gélose ou gélose ascite ou gélose albumine d'oeuf^.
à^ Quant à la première partie du liquide qui, à l'évacuation du tube à centrifuger, a été recueillie dans un tube à essai, on la divise en deux parties : la première partie est chaufTée sur la flamme de la lampe à alcool et, s'il y a un précipité insoluble dans l'acide acétique, on apprécie l'abondance du louche albumineux. Normalement, ce louche est à peine perceptible. Il est préférable de faire un dosage d'albumine à l'albuminimètre de Sicard et Cantaloube (voirp, 251). La deuxième
Fig. 36. — Gomment recueillir à la pipette un culot de centrirugation.
l*' temps. Position, du tube.
2* temps. Renversement du tube, le liquide s*écoule, le culot reste au fond, la pipette l'extrait par capillarité.
1. Nous ne recommandons pas en pratique l'inoculation au cobaye pour dépister la présence de bacille de Koch, après dilution dans du bouiUon. Celle-ci ne donne ses résultats que 5 semaines plus tard, c'est-à-dire à une époque où le malade est mort et où le diagnostic n'a plus lieu d'ôlre discuté. Cette recherche sera nécessaire cependant pour affirmer la nature nettement tuberculeuse d'une méningite dont la symptomatologie est anormale.
est chauffée en présence d un volume égal de liqueur de Fehiing, pour dépiater la présence de glucose.
Ce qu'il faut voir :
I** Par l'examen chimique, s'il y a de l'albumine et s'il y a du glucose ;
a** Par l'examen cytologique, s'il y a une lymphocytose, une polynucléose, en spécifiant le nombre des éléments par champ d'immersion au i/ia et leur état indemlie ou altéré (aspect flou du noyau et du protoplasma).
Sur les lames, on fait aussi le premier pas du diagnostic bactériologique avec trois microbes :
Le pneumocoque, dîplocoque en flamme de bougie, encapsulé, prenant le Gram, réparti le plus souvent en dehors des cellules et en très grande abondance ;
Le méningocoque, diplocoque réniforme, analogue au gonocoque, ne se colorant pas avec la méthode de Gram, réparti à l'intérieur des polynucléaires ;
Le bacille de Koch se retrouve facilement dans les méningites tuberculeuses. Il suffît de centrifuger longtemps et de le rechercher avec patience sur les lames ;
3* Par la culture, le méningocoque pousse difficilement sur gélose, facilement sur gélose ascîte. On fera le diagnostic par la culture, colonies gris bleuté transparentes de i à 3 millimètres de diamètre, d'un diplocoque ne prenant pas le Gram, et par l'agglutination de ce microbe à l'aide d'un sérum antiméningococcique non chauffé. Le méningocoque fait fermenter ihaltose et glucose. En cas d'hésitation on doit pratiquer l'épreuve de fermentation. Le m. catarrhalîs ne fait jamais fermenter les sucres. Le gonocoque ne fait fermenter que le maltose.
Parmi les méningocoques, une distinction bactériologique s'impose. On la fait en s'aidant des agglutinations du microbe par des sérums ^'épreuve ; agglutination au i/3o et au i/5o par des sérums A, B et G (voir p. 93),
Ce qu'il faut dire :
i^ Pas d'albumine, présence de glucose, 2 à 3 mononucléaires par champ d'immersion au 1/12 = état normal;
2® Liquide clair, hypertendu, albumine notable, présence de glucose, pas de leucocytose = état méningé acellulaire ;
3* Liquide clair, hypertendu, albumine, lymphocytose (i5 à 5o par champ) sans microbe = méningite chronique syphilitique (tabès, P. G. P., syphilis nerveuse, etc.).
Méningite chronique d*otite chronique,
Méningite suhaiguë du zona, des oreillons,
Méningite tuberculeuse en évolution, etc. ;
4® Liquide clair, hypertendu, jaune pâle, beaucoup d'albumine, faible culot, lymphocytose avec quelques polynucléaires altérés, présence inconstante de bacilles de Koch = méningite tuberculeuse ;
5^ Liquide clair, hypertendu, jaune ou rose, beaucoup d'albumine, culot abondant rouge = hémorragie méningée, fracture du crâne (Chauffard) ;
6** Liquide clair, hypertendu, albumineux, faible culot, polynucléaires intacts sans éléments microbiens 3=
5oit état méningé de Widal, soit encéphalite léthargique.
Soit méningite toxique non infectieuse (puriformc aseptique de Widal) ;
7* Liquide troublé, hypertendu, albumineux, sans glucose, faible culot blanc, polynucléaires altérés, pneumocoques extracellulaires = méningite à pneumocoques ;
8® Liquide trouble, hypertendu, albumineux, sans glucose, notable culot blanc, polynucléaires indemnes, méningocoques intracellulaires = méningite à méningocoques ou paraméningocoques. Il se peut que l'on ne retrouve pas de méningocoques, le diagnostic doit être alors =méningite suppurée sans bactérie. Le clinicien peut quand même affirmer la méningite cérébro-spinale en s'appuyant sur les notions de foyer épîdémique et de brusquerie du début des accidents infectieux en dehors de toute cause connue d'une autre infection.
Reoherohe des porteurs de germes méningoooooiques
Lorsqu'une épidémie de méningite cérébro-spinale se développe dans une agglomération, il est nécessaire de chercher chez les sujets sains les causes de contagion. Il faut isoler les porteurs de germes. Comme ceux-ci ne présentent aucun signe pathologie que, on doit les dépister par Tépreuve bactériologique.
Ce qu'il faut :
I® Des écouvîllons de, cavum. Prendre des fils de fer de i4 à i5 centimètres de long. Les courber à trois centimètres d'une extrémité, de façon à dessiner avec la tige principale un angle obtus. Garnir l'extrémité courbe de coton ordinaire en le rou; lant. Envelopper dans du papier-filtre en paquets de. ao écouvîllons. Stériliser au four ;
2* Une collection d'abaisse-lanigue en bois ;
3** Des étaleurs formés de fils de fer de la centimètres d^ long, courbés en angle droit à 4 centimètres d'une extrémité. Envelopper dans du papier, stériliser au four ;
4*» Couler dans, des boîtes de Pétri stériles de |â gélose ascite au tiers (a tiers de gélose fondue et. i tiers d'ascîte, faire le mélange après avoir un peu refroidi lu gélose), ou de la gélose albumine d'œuf à la même dose.
Ce qu'il faut faire : ' ,
I** Pour recueillir Texsudat du naso-pharynx, abaisser fortement la langue et passer l'écouvillon courbé derrière le vôîle en exécutant des mouvements de latéralité. Retirer récouvillbri en évitant les contacts avec la muqueuse buccale ;
a" Déposer une parcelle de mucus sur la plaque de gélose ascite en l'entr'ouvrant sans la découvrir ;
3** Etaler doucement avec l'élaleur stérile. Fermer la boîte et la porter à Tétuve à 37® ;
4« Chaque sujet suspect fait l'objet d'une culture.
Ce qu'il faut voir :
Après 24 heures, on cherchera les colonies gris bleuté, transparentes, de I à 3 millimètres de diamètre. On en prélèvera une petite partie que l'on étalera et colorera par la méthode de Gram. La présence de diplocoques Gram négatifs dans ces colonies est un argument en faveur de la présence de méningocoques. Une culture en tube sera faite pour la colonie suspecte, et, si nécessaire, étudiée par les fermentations du maltose et glucose ou par les agglutinations à l'aide des sérums agglutinants antiméningocoques.
Séro-diagnostio de la fièvre de Malte
Ce qu'il faut :
I* Du sang recueilli par ventouse scarifiée et ayant laissé transsuder son sérum ;
a® Une culture pure sur gélose de micrococcus melitensis ; 3* Des verres de montre, des pipettes, des lames et lamelles ; 4* Un microscope, un objectif 8 à sec.
Ce qu'il faut faire :
i^ Tout d'abord une émulsion de microbes. Pour cela, on ajoute à la culture de gélose 4 centimètres cubes de sérum chloruré sodique à 9 p. 100 stérilisé. On agite ensuite le tube de manière à émulsionner la cuUure dans le liquide. Le liquide devient légèrement trouble ;
a® On retire ce liquide par aspiration avec une pipette et on répartit dans des verres de montre II, IX, XIX, XXIX gouttes de l'émulsion microbienne ;
3® Le sérum du malade est dilué au i/io, 1 goutte de sérum pour IX gouttes de sérum physiologique, puis on ajoute I goutte dans chaque verre de montre, on a ainsi les taux de i/3o, i/ioo, 1/200, i/3oo ;
4* Déposer, après une demi-heure, une goutte de chaque dilution sur une lame, recouvrir d'une lamelle el examiner au 8 en (lî^phragmant
lU DIAGNOSTICS BIOLOGIQUES EN CLIENTÈLE
Ce qu'il faut ▼oir :
Il faut suivre à la fois la réaction macroscopique et la réaction microscopique.
Macroscopiquement, un éclaircissement presque complet du liquide avec dépôt au fond du verre après 4 heures ou, mieux, après 24 heures, en comparant avec un tube témoin = réaction positive.
Microscopiquement, au bout d'une demi à une heure, on aperçoit les amas agglutinés que forment les microbes = réa^ciion positive.
Ce qu'il faut dire :
Agglutination au-dessus de i/ioo, souvent au i/aoo ou i/3oo = fièvre de Malte.
Si Tagglutination élevée au début tombe rapidement r= pronostic grave.
Agglutination négative ou au-dessous du 1/100 = il ne s^aglt pas d'une fièvre de Malte, ou bien celle-ci est au début, sa séroréaction n'apparaissant qu'après le cinquième jour,
La propriété agglutinante du sérum peut persister longtemps après la guérison comme pour la fièvre typhoïde.
Examen miorosoopique de l'enduit du muguet
I** Recueillir un petit fragment de la concrétion blanchâtre de la stomatite ; .
2^ De la liqueur de Gram forte :
lodure de potassium .... 2 grammes.
Iode 1 —
Eau distillée. ........ 100 —
3* De la glycérine ou de l'acide acétique ; 4® Du bleu de méthylène à i p. 100.
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Ce qu'il faut faire :
Diviser le fragment en deux parties :
Avec la première : la dissocier dans une goutte d'eau sur la lame ou dans une goutte d'acide acétique ; Faire agir pendant quelques instants la liqueur de Gram ; Monter dans la glycérine et recouvrir d'une lamelle. Avec la seconde : faire un frottis sec ; '
Fixer à la chaleur et colorer, avec du bleu de méthylène
pendant 5 minutes ; Laver à l'eau.
Ce qu'il faut voir :
Le parasite est mélangé à des cellules épithéliales. Il apparaît formé par des filaments tubuleux, cloisonnés et ramifiés, et par des globules sphériques ou ovoïdes adhérents ou non aux filaments (forme levure) ; les formes globuleuses peuvent se rencontrer à l'exclusion des filaments.
Pour faire un diagnostic complet, recourir aux culture» sur milieu solide : apparition après 48 heures d'étuve à 87** de petites colonies saillantes, rondes, blanchâtres et lisses. On retrouve dans ces cultures les formes globuleuses et filamenteuses.
Examen morphologique d'une teigne
Ce qu'il faut :
i*^ Des poils ou des cheveux recueillis au niveau des lésions ; 3** De la potasse à 4o p* 100 ;
3** Une solution colorante : bleu de méthylène à i p. 100 ; 4® Une lame porte-objet et une lamelle.
Ce qu'il faut faire :
i" Déposer dans une goutte de potasse un poil malade ou une squame ;
2** Recouvrir d'une lamelle ;
3® Chauffer jusqu'à l'ébullition de la potasse ;
4® Examiner avec un objectif de 5 à 600 diamètres ;
5® Eloigner la potasse avec du papier buvard placé d'un côté
de la lamelle, tandis que de l'autre côté on dépose de l'eau distillée, puis la solution colorante et en0n de la glycérine.
Ce qu'U faât voir : .
Filaments riiycéliens formés de celKilea courtes très nombreuses = tricophyton ;
A l'intérieur du poil = T. endothrix.
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Fig. 37. — Tricophyton endothrix.
Fig. 39. — Achorion SchOnleini.
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Fig. 38. — Tricophyton endoectothrix.
Fig. 40. — Miscrosporon Andouini.
A rintérieur et à Textérieur du poil : T endoectothrix.
Gaine de petites spore» polyédriques, de grandeur égale autour du poil, avec à l'intérieur de rares filaments mycéliens ranufiés = microsporon.
Filaments mycéliens plus ou moins rectilignes contenant des endospores de forme et dé grosseur variable (dans le godet faviquc) = achorion.
Diagnostic de raotinomyoose par rexamendu pua
Cet examen est souvent nécessaire pour les suppurations chroniques, dont la cause pathogène reste suspecte.
Ce qu'il faut :
i^ Du pus frais dans un tube stérile ; â® Des lames et lamelles ;
3® De Talcool-étfter (ââ), de quoi faire un Gram-éosine {voir page 30) ; /
k^ Un -microscope monté avec un oculaire i et un objectif 4-
Ce qu'il faut faire : «
I® Examiner le pus. Le pus d'actinomycose doit être examiné en le faisant couler lentement sur une lame. Il contient des grains jaunes de i/io de millimètre environ, et que Ton a compiEurés très justement à des grains dlodoforme finement pulvérisés. Dans les foyers récents, les grains ont une couleur gris perle ; dans les foyers anciens, ils peuvent avoir une couleur noirâtre ;
2® Ecraser entre lame et lamelle quelques grains du pus, enlever la lamelle et sécher à Tair ;
3** Faire un Gram suivi d'une coloration intense par l'éosine ;
4* Examiner à sec avec un objectif 4.
Ce qu'il faut voir :
I® Le mycélium est formé par des bâtonnets enchevêtrés, bien plus volumineux que des bacilles de Koch. Ce feutrage mycélien se colore en violet foncé par le Gram ;
2® Du mycélium part un rayonnement de filaments qui se terminent par des massues. Ces massues plus ou moins striées
ne prennent pas le Gram, et se co- 9 ^ lorent surtout par Téosine en rouge.
u9%^.m. L'aspect du grain actinomycosique
apparaît comme sur la Ggure cicontre.
Ce qu'il faut dire :
En présence d'une suppuration chronique dont le pus contient des grains jaunes avec mycélium coloré par le Gram et massues éosinophiles, on peut copclure, même en l'absence de culture, qu'il s'agit d'une suppuration actinomycosique.
Fig. 41
Grain d'actinomycose
vu & l'objectif 4.
Diagnostio de la sporotriohose par la ouiture. Technique de Gougerot
La sporotrichose est dépistée de jour en jour derrière des lésions qui ont tout l'aspect clinique de lésions tuberculeuses ou syphilitiques. Il faut recourir au laboratoire. La technique simplifiée de Gougerot est d'une remarquable simplicité, et à la portée de tous. La culture est le procédé le plus sûr et le plus rapide 1.
Ce qu'il faut :
i" Du pus recueilli aseptiquement dans une pipette ou une seringue stériles, cette dernière montée à une grosse aiguille ;
1. Je tiens à remercier mon éminent ami, le D'' Gougerot, des conseils qu'il m'a prodigués pour la rédaction de cette technique.
2® Des tubes de gélose glucosée, peptonée de Sabouraud, dont la formule est la suivante :
Eau. 1.000 grammes.
Peptone ........ 10 —
Glucose brute massée. ... 40 —
Gélose! 18 —
3" Une lampe à alcool.
Il n'y a pas besoin de laboratoire, puisqu'il ne faut ni étuve, ni microscope.
Ce qu'il faut faire :
I® On prépare les tubes de culture. Deux modèles sont livrés au praticien : tubes obturés par un capuchon de caoutchouc (il suffît d'enlever ce capuchon, et avec une pince, dont les mors viennent d'être flambés, de tirer un peu au dehors, en le tournant, le bouchon de coton qui obture le tube) — tube fermé à la lampe — (rien de plus facile que d'ouvrir ces tubes). On appuie, vers le milieu de l'extrémité effîlée, une lime à verre, tandis que de l'autre main on fait plusieurs fois tourner le tube sur son axe, on trace ainsi à la surface du tube un trait profond qui entoure toute la circonférence du tube. On flambe alors légèrement dans la flamme de la lampe à alcool toute l'extrémité effîlée. Puis on prend à pleine main toute la partie non effîlée. De l'autre main protégée par une compresse, on saisit l'extrémité effîlée du tube, de façon à arracher l'extrémité du tube ; si le tube effîlé ne se détache pas, il suffît d'approfondir à nouveau le trait avec la lime. On reflambe longuement l'ouverture du tube, et on bouche le tube de culture avec le bouchon de coton stérile qui est contenu dans la trousse.
Les tubes sont ainsi préparés prôts à être ensemencés ; à partir de ce moment ils doivent être maintenus verticaux ou obliques, l'ouverture toujours dirigée en haut ;
1. Nous recommandons les nécessaires de cultures Billon qui contiennent trois ou plusieurs tubes de gélose de Sabouraud, des pipettes et une lime pour ouvrir les tubes.
3** Le pus OU séro-pu8 recueilli sera coulé à la surface de trois tubes de gélose glucosée, peptonée. On prendra les précautions d'usage à Touverture et à la fermeture des tubes de culture, c'est-à-dire on flambera à la lampe à alcool le haut du tube chaque fois que l'on enlèvera et que l'on remettra le tampon de coton.
Cette technique est des plus simples. Voici la description qu'en donne Gougerot :
La seringue ou la pipette sont tenues entre les i^*, 2* et 3* doigts de la main gauche horizontalement, de façon que le liquide séro-purulent d'une part ne s'écoule pas par l'ouverture
Fig. 42. — Cultures de Sporotrichum.
de la pipette ; et d'autre part ne vienne pas mouiller le coton. La main droite prend le tube de culture par son fond ; l'opérateur saisit l'extrémité du coton du tube entre les 3® et 5® doigts de la main gauche et ouvre le tube en le tournant et en l'entraînant vers le bas, la main gauche restant fixe. La main droite flambe l'ouverture du tube dans la flamme de la lampe à alcool en le faisant tourner sur lui-même, pour que tout le pourtour de l'orifice du tube soit flambé. — Puis l'opérateur plonge la pipette jusqu'au fond du tube de culture, met la pipette à la bouche et en soufflant refoule le pus en même temps qu'il élève lentement la pipette, de façon à laisser couler sur la surface inclinée de la gélose la totalité du pus contenu dans la pipette. La coulée de pus terminée, on reflambe l'ouverture du tube dans la flamme de la lampe à alcool, et on rebouche aussitôt le tube en enfonçant et en tournant le coton.
L'ensemencement doit être large ; on étalera un demi-centimètre
cube de pus, au moins, un centimètre cube si ibn peut, sur chaque tube.
On ensemencera trois tubes de la même façon ;
4^ Les tubes ensemencés seront toujours placés debout, de telle sorte que le pus ne vienne pas mouiller le coton qui ferme l'ouverture du tube.
Il ne faut pas bbmettre le capuchon de caoutchouc.
Les tubes, non capuchonnés, sont laissés a la température D^uNE GHABfBRE, chaufféc autant que possible, et à l'abri de yaj)eurs antiseptiques, formol ou autres. L'étuve est nuisible et ne doit pas être employée.
Ce qu'il faut yoir : .
Du 4* au la* jour, suivant, la température de la chambre, les colonies de Sporotrichum se développent, d'abord blanches, puis brunâtres, enfin brun-chocolat, tout à fait caractéristiques par leur teinte, par leur plissement analogue au relief des montagnes ou aux circonvolutions cérébrales, par l'auréole qui les entoure.
L'aspect macroscopique de la culture est à lui seul pathognomonique sur ce milieu glycosé peptoné, et il affirme le diagnostic de sporotrichose sans qu^il soit besoin de faire la moindre préparation microscopique. Il suffît d'avoir vu une fois une culture de Sporotrichum Beurmanni pour la reconnaître aussitôt. Q n'est pas besoin de connaissances bactériologiques spéciales.
Technique de la sporo-agglutination
Widal et Âbramî ont utilisé, pour le diagnostic de la sporotrichose, la technique de l'agglutination des spores de Sporotrichum Beurmanni par le sérum du malade.
Ce qu'il faut : '
I* Une culture sur gélose gïycosée peptonée de Sabouraud et âgée de 4 à 12 semaines ^ ;
1. Gogit envoie des cultures tuées par formolage, prêtes èi être employées.
2® Un mortier flambé à sec ;
3** Un filtre en papier buvard, un entonnoir, des verres de montre, des lames et lamelles ; .
4® Un microscope avec objectif n** 6, 8 et un oculaire 4 ; 5® Une solution chlorurée sodique à 8 p. looo ; 6® Du sérum obtenu par ventouse scarifiée.
Ce qu'il faut faire :.
I*; Avec un gros fil de platine, prélever un fragment de voile de culture de i à 2 centimètres et le déposer dans le mortier. Broyer à sec 3 à 5 minutes. Ajouter lentement, en continuait à broyer, 10 centimètres cubes de la solution chlorurée sodique. Le liquide obtenu est brun noir. On le filtre sur le filtre mouillé au préalable. Seules lés spores traversent le filtre, car les filaments mycéliens restent sur le filtre. On s'assure par une préparation avec lame et lamelles que ces spores sont en nombre suffisant, environ i3o à i5o par champ d'objectif 8 ;
2® Dans une série de verres de montre, verser X, XXX, L, G, CGC gouttes de la culture avec la même pipette. Puis, dans chaque verre, une goutte de sérum. Agiter pour faire lé mélange ;
3** Prélever II gouttes de chaque mélange, porter sur une lame, recouvrir d'une lamelle. Numéroter la lame ;
4® Examiner tous les quarts d'heure pendant 2 heures au microscope (obj. 8) en diaphragmant, ou à Tultramicroscope (Gougerot).
Ce qu'il faut voir :
« Alors que l'émulsion témoin, dépourvue de sérum, se conserve homogène pendant toute la durée de l'expérience et que les spores qu'elle renferme restent libres, sans montrer aucune tendance à fusionner en amas, voici au contraire ce qu'on observe sur les préparations où le sérum du sporotrichosique a été mélangé à l'émulsion. Déjà, après quelques minutes, les spores s'immobilisent, puis elles se rapprochent les unes des autres, et très rapidement s'agglutinent. Le champ de la préparation est
alors typique ; il est parsemé d'amas volumineux, faits de l'aggldmération en grappes de spores nombreuses, et entré hssqùels ne persistent que de très rares éléments isolés. Lorsque des cou^ rants se produisent dans la préparation, on voit les amas se mobiliser tout d'un bloc, sans se dissocier. L'agglutination se produit, en un mot, avec autant de netteté que celle du bacille d'Eberth impressionné par un sérum de typhique » (Widal et Abramî).
Ce qu'il faut dire :
On dit que la sporo-agglutlnation est positive jusqu'à tel taux (( lorsqu'à cette dilution, en soixante à cent vingt minutes, à froid, il s'est encore formé des amas de spores, à la condition que le nombre de ces amas soit plus considérable que celui des spores libres. En effet, une préparation témoin de spores sans sérum laissée pendant 2 heyres ne présente jamais d'amas » (Widal et Abramî).
La sporo-agglutînation permet non seulement le diagnostic de sporotrîchose en activité, mais encore le diagnostic rétrospectif de sporotrîchose (de Beurmann et Gougerot).
Les sérums de malades atteints d'autres mycoses que la sporotrîchose peuvent coagglutiner les spores de Sporotrichum Beur-' manni, mais, à des taux plus faibles 'que les sérums de sporotrichosiques, si bien que ces coagglutinations ne gênent pas le diagnostic de sporotrîchose et servent au contraire au diagnostic de. tout un groupe de mycoses : actinomycoses, etc. Les sérums des actinomycosiques agglutinent les spores de Sporotrichum en moyenne au i/ioo;les sérums dçs malades atteints de muguet ou simplement porteurs de levures saprophytes de i/io à i/ioo exceptionnellement ;/i5o (Gougerot) ; un hémisporosique de Gougerot. et C^raven agglutinait à i/4oo, un disconiycosique de Ravaut et Pinoy à i/ioo, un oïdiomycosique de Beurmann, Gougerot et Vauchèr à 1/60.
La sporo-agglutination donnera donc le diagnostic général de mycose, ou plus exactement d'un groupe de mycose et la clini-
que précisera le plus souvent quelle est la variété de mycose. La seule cause d'erreur est rag^g^ulinatiou atix taux de i/3o à z/ioo chez des individus qui sont siniplèmetit porteurs de levures saprophytes dans leur buccopharynx (Gougerot).
Reoh^rohe dans le sang de l'hématoMaire du paludisme
A. MÉTHODE DES ÉTALEMENTS SECS
Ce qu'il iaut :
I* Plusieurs lames de sang recueilli par piqûi:e du doigt, étalé en couche mince (lamelles, carte de visite) et séché. Ces lames doivent être prélevées un peu ayant l'accès, chez un sujet n'ayant pas pris de quinine ;
2® Un colorant :
Le bleu panchrome de Laveran (bleu de méthylène, bleu de toi uidine, azur et violet de méthylène, éosine). Prendre de préférence le colorant R A L (Cogit).
Une solution de tanin à 6 p. loo.
Gé qu'il faut faire :
Avec le panchrome Laveran :
Ne pas flxer le frottis ;
Etendre sur la lame le panchrome, environ 1/2 centimètre cube de colorant ;
Couvrir d'une boîte de Petri pour éviter Tévaporatiôn ;
Laisser 3 minutes ;
Renverser ensuite la lànie, face à colorer en dessous dans une boîte de Petri contenant la quantité d'eau distillée * rigoureusement neutre correspondant à 19 : 20 du panchronie, soît 19 parties pour i, soit 10 centimètres cubes.
1. L'ejau distillée est souvent acide; faire provision^ d'eau alcaline en faisant bouillir l'eau distillée 15 minutes dans un ballon de verre.
Agiter pour faire le mélange ;
Laisser 20 minutes ;
Laver à grande eau ;
Sécher au papier mousseline ;
Ne jamais chauffer pour sécher.
— Avec le bUéosinate ou la méthode panopiique de Tribondeau (voir p. 153) ;
3° Recouvrir la préparation d'huile de cèdre et examiner à rimmersion.
B, MÉTHOOÇ DE l'hémolyse A L'aLCOOL AU TIERS CTrIBONDEAU^ .
Ce procédé convient pour la recherche rapide des hématozoaires surtout des croissants de PL falciparum quand ils sont rares.
Ce qu'il faut et ce qu'il faut faire :
i® I^ecneîllir par piqûre du doigt ou de l'oreille du sang que l'on reçoit dans la proportion de i p. 10 dans une solution d'alcool au 1/3 4
Alcool absolu 10 parties.
Eau distillée. 20 —
ou :
Alcool à 90" 10 parties.
Eau distillée 18 —
On agite.
2** Centrifuger ;
3® Etaler le culot sur lame. Faire un étalement assez épais pour la recherche du PI. falciparum, un étalement mince pour le PL vivax ;
4° Colorer comme plus haut l'étalement mince ;
5*^ L'étalement épais est fixé à l'alcool absolu et coloré rapidement à un bleu, plus spécialement au bleu polychrome à l'ammoniaque de Tribondeau (10 secondes) ;
6® On recherche sur l'étalement mince les PI, vivax. Ils sont rassemblés, se reconnaissent facilement à leur chromatine rouge, à leur protoplasma bleu et aux grains de pigment. Ils sont encore inclus dans des hématies qui ont résisté à Thémolyse ;
7® Dans l'étalement épais, on cherchera les croissants très concentrés avec leur forme typique et leur amas central de pigment noir caractéristique ou PL falciparum, •
Ce qu'il faut voir :
Il existe dans le paludisme trois espèces d'hématozoaires dont n6us résumons les caractères dans le tableau ci-contre.
Comment faire une pyooulture suivant la technique du Professeur Deibet
La pyoculture a été imaginée par le professeur Pierre Deibet pour se renseigner sur l'évolution d'une plaie et fournir des indications thérapeutiques précises. C'est une nouvelle technique certainement intéressante, facile à exécuter, même avec lès moyens de fortune dont on dispose dans une ambulance de première ligne.
Ce qu'il faut :
I** Du pus. Le prélever à la pipette que l'on ferme ensuite sur la lampe à alcool ;
2** Des lames ;
3® Des tubes à épreuve. Nous employons pour la circonstance les fins tubes de verre qui ont servi pour les catguts en brins ;
4® Une étuve réglée à 87® ;
5® Comme colorant, un bleu basique : nous employons de préférence le bleu de toluidine ou ce qu'il faut pour faire un Gram ;
6® Des tubes de bouillon.
Ce qu'il faut faire :
i** Stériliser' à l'autoclave ou au Poupinel les tubes à pipette et les tubes d'épreuve après les avoir fermés au préalable avec du coton cardé ;
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2^ Recueillir le pus à la pipette ;
3® Faire un frottis sur une lame ;
4® Ensemencer un tube de bouillon ;
5' Aspirer un peu de pus dans un tube d'épreuve que Ton ferme ensuite aux deux bouts sur la lampe à alcool, de façon à éviter Tévaporation ;
6" Porter 24 heures à l'étuve le tube de bouillon et le tube* d'épreuve ;
7® Après 24 heures, on fait des frottis de bouillon et du tube d'épreuve. Le plus souvent, nous faisons le premier frottis et les deux autres frottis sur la même lame. On fixe à la chaleur. On colore et on sèche ;
8® On compare les trois frottis au sujet de l'abondance en bactéries. La comparaison avec la culture sur bouillon n'est pas nécessaire, comme l'ont admis dernièrement sir A. Wright et P. DelbeL
Ce qu'il faut voir :
I ® 11 y a dans le frottis du tube d'épreuve (pyoculture) une multiplication très nette des microbes. Les chaînettes sont plus longues que sur le premier frottis quand il s'agît de streptocoque. Les grappes de staphylo plus serrées. Les gros bacilles sont devenus des filaments, etc. La pyoculture est positive ;
2^ Les microbes ne se développent pas dans le pus, mais diminuent. Les humeurs sont bactéricides. "La pyoculture est négative ;
3** Certains microbes sont tués, tandis que d'autres se développent dans le pus. Fixer l'espèce qui se développe. La pyoculture est élective, positive pour la ou les espèces qui se multiplient, négative pour les autres.
Ce qu'il faut dire :
D'après le professeur Delbet :
Si la pyoculture est positive et surtout si le développement des microbes est plus abondant dans le pus que dans du bouillon = pronostic sérieux, souvent nécessité de débridement.
Si la pyoculture est nulle, le malade lutte inutilemept = aider cette lutte sans la troubler.
Si la pyoculture est négative, il faut s'abstenir;
Si la pyoculture est élective, elle n'a guère de significations que lorsque la multiplication intéresse les gros bacilles Gram positifs (perfringens ou vibrion), elle a alors la même signification qu'une pyoculture positive.
En réalité, l'expérience a montré que la pyoculture n'a pas une valeur suffisante pour indiquer ou contre-indîquer l'acte chirurgical. Il faut y voir seulement une source de renseignements pronostiques au sujet de l'évolution d'une suppuration. Ce renseignement prend place dans le faisceau des renseignements cliniques et ne possède pas à lui seul une valeur absolue.
Reoherohe des amibes dysentériques dans les selles
La recherche des amibes dysentériques est devenue une technique courante 3e laboratoire, non seulement dans les pays tro-
Fig. 43. — Amibes dysentériques dans des matières fraîches. L'amibe dysentérique comprend une partie grànufeuse contenant le noyau et des hématies phagocytées et une partie transparente et éminemment mobile. Ceite partie transparente émet des pseudopodes. L'amibe dysentérique est très mobile, ses grandes dimensions la distinguent des deux leucocytes et des quatre globules rouges que contient la préparation.
picaux, mais aussi. dans nos contrées. Le retour des dysentériques da[ns la niétropole,. la possibilité d'observer des dysenteries amibiennes autochtones nécessitent la connaissance approfondie de cette technique,^ qui, seule, apporte le signe de certitude de la ^dysenterie amibienne, en découvrant la présence de l'élément • pathogène*
A. Priêpahations fraigubs.
Ce qu'il faut :
I® Faire aller le dysentérique à la selle, sur un bassin préalablement lavé à l'eau bouillante, séché et maintenu à une température tiède pour la main ;
2^ Une platine chauffante, un fil de platine ;
3^ Des lames et des lamelles tièdes sur la platine ;
4® Du bleu de méthylène ;
5' Un microscope avec un objectif 6.
Ce qu'il faut faire :
Recueillir le plus tôt possible, après l'émission, une parcelle glaireuse et sanguinolente de matières avec le fil de platine, préalablement flambé, et la porter sur une lame tiédie.
Ajouter une goutte d'eau distillée tiédie, si cette parcelle est trop consistante. Recouvrir ensuite d'une lamelle.
On peut aussi ajouter, dans la goutte d'eau, une gouttelette de bleu.
Examiner à sec, avec l'objectif 6, en diaphragmant fortement.
Ce qu'il faut voir :
I® Les amibes dysentériques. Elles apparaissent sous forme de masses claires, réfringentes, d'autant plus visibles que le fond est plus coloré, d'où l'avantage qu'il y a à y ajouter du bleu. Les amibes apparaissent alors comme des « étoiles brillantes dans le ciel ». Ces petites masses se déforment et se déplacent en poussant des pseudopodes. Elles sont formées de deux parties : une granuleuse, le corps de l'amibe, et une réfringente, les pseudo-
podes. Dans la partie granuleuse, on voit souvent des globules rouges ou des débris de globules rouges. C'est là un caractère propre à Tamibe dysentérique ;
a® D^ amibes enkystées, masses arrondies, inertes et inco^ lores ;
3® Les amibes du côlon, masses protoplasmiques, elliptiques, très granuleuses, émettant peu de pseudopodes, ne présentant pas une structure différente pour les pseudopodes et le corps de Tamibe ; enfin, ne contenant jamais de globules rouges ;
4^ Des leucocytes. Beaucoup plus petits et immobiles. Sanç phagocytose de globules rouges ;
5^ On peut voir aussi dans ces matières des protozoaires de typés différents qui peuvent, dans quelques cas, à eux seuls, en absence de toute amibe dysentérique, provoquer des entérites chroniques avec diarrhée rebelle = Lamblia intestinaliSj Tetramiius mesnili et Trichomonas intestinalis.
Fig. 4i.
Lamblia intestinalis Te tramitus Mesnili Trichomonas intestinalis
En somme, Tamibe dysentérique se reconnaît par ses pseudopodes actifs et ses globules rouges.
B. Préparations stables.
Ce qu'il faut :
De Talcool à go* ; Du sublimé acétique :
Sublimé 4 grammes.
Acide acétique glacial. ... 1 centimètre cube. Eau 100 — -
ou Tacide osmique à i p. loo ; De l'alun de fer à 3 et à i p. lOo ; De lliématoxyline à i p. loo :
Hématoxyline 1 gramme.
Alcool à 90* 10 —
Eau dislillée 90 —
Ce qu'U faut faire :
1° Faire un étalement avec une parcelle de mucus sanguinolent ;
2^ Fixer aux vapeurs osmiques a minutes, ou au sublimé acéti(^e 4 heures ;
3° Laver à Talcool à 90*, renouvelé 2 fois, laisser en contact 1/2 journée ;
4^ Plonger 24 heures dans la solution d'alun à 3 p. 100 ;
6* Puis 24 heures dans la solution dliématoxyline ;
6® Différencier sous micro à Taiun de fer à i p. 100 de 5 à 10 minutes ;
7". Déshydrater par l'alcool à 90**, Talcool absolu. Passer au xylol. Monter au baume sous lamelle.
Ce qu'U faut dire :
La présence d'amibes à pseudopodes et à globules rouges permet d'affirmer la dysenterie amibienne. On confirmera ce diagnostic en inoculant, dans le rectum d'un jeune chat, 10 centimètres cubes de matières fraîches. Dans ces conditions, si les selles sont incontestablement dysenlériques, on observe des signes de dysenterie expérimentale après le quatrième jour.
Reoherohe des kystes amibiens dans les matières
On connaît, depuis les travaux classiques de G. Mathis et de P. Ravaut, l'importance des rejets de kystes après la guérison de la dysenterie amibienne. Il est nécessaire de suivre cette élimination. Les kystes représentent la forme de résistance des amibes et sont cause des contaminations.
Ce qu'il faut :
1° Des matières fraîches ;
2*^ Des lames et des lamelles ;
3' Une solution d'acide osmique à i p. loo ;
4" Une solution aqueuse d'hématoxyline à i p. 200.
Ce qu'U faut faire :
I® Examen frais. Déposer siir une lame une parcelle de matières que l'on dilue dans une goutte d'eau chlorurée à 8 p. 1000 si nécessaire. Recouvrir d'uae lamelle.
Fig. 45.
^ Bn haut» 3 kystes d'amibes dysentériques ; double paroi, quatre noyaux, chromidium (en bâton noir), taille 10 à 15 ji.
En bas, 3 kystes d'amibes eoli : double paroi, plus de quatre noyaux, pas de chromidium, taUle 15 à 20 1».
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Examiner d'abord à Tobjectif 5, puis à lobjeclil 8, pour ce dernier diaphragmer fortement ;
2® Examen rapide, avec fixation (Mathis). Etaler avec un fil de platine une parcelle de matière sur une lame, exposer avant dessiccation la lame pendant 3o secondes aux vapeurs d'acide osmique à I p. 100 ; sur le frottis toujours humide verser une goutte de la solution aqueuse d'hématoxyline ; attendre quelques secondes, puis recouvrir d une lamelle, chasser Texcès de liquide au papier buvard ;
3** Préparation sèche. Procéder comme pour les amibes (voir p. i33).
Ce qu'il faut voir :
1° Examen à frais : objectif 5, les kystes apparaissent comme des taches réfringentes sur le fond granuleux.
Objectif 8, ils ont un double contour et des noyaux que Ton peut compter ;
^^ Examen rapide (technique Mathis) : le cytoplasma a une teinté brune tirant sur le violet, les noyaux ont une membrane plus foncée avec des granulations périphériques. Les enveloppes des kystes se détachent en brun presque noir sur. le fond clair de la prét)aration.
Les kystes typiques d'amibes dysentériques sont pourvus de 4 noyaux et présentent î\ leur intérieur des masses oblongues d'une substance réfringente à frais et qui se colore en noir intense par la laque ferrique :• c'est le chromidium. Les noyaux de I à 3 jt , montrent une couronne de granulations appliquées contre la membrane et un amas de granulations centrales. Les kystes dysentériques ont de lo à i5 p..
Les kystes ifypiqùes d'amibes CoZi sont pourvus de 8 noyaux et plus, n'ont pas de chromidium. Les noyaux ont la même structure. Les kystes d'amibes coli sont plus volumineux quelles kystes dysentériques, ils ont de i5 à 20 [Jt..
On ne confondra pas ces kystes avec :
Les gouttelettes de graisses, jaunes à frais, sans double paroi.
Les débris végétaux, sans noyaux.
Les kystes de lamblia, avec leurs lignes flexueuses à l'intérieur.
Blastocystis homînis, double paroi faisant saillie à deux pôles intérieurs et contenant à ce niveau s noyaux.
En somme ne conclure à kystes dysentériques qu'après constatations :
D'une double paroi ; "
De q\iatre noyaux ;
D'un diamètre au-dessous de lo (x.
Reoherohe des kystes dysentériques par le prooédé du tamisage de J. Caries et Ed. Barthélémy^
La recherche, dans les matières des kystes dysentériques et des œufs de parasites prend de jour en jour une plus grande importance. Pour avoir une valeur, cette recherche doit porter sur la quantité la plus volumineuse possible de matières. La méthode de tamisage de J. Carlbs et Ed. Barthélémy peut à ce sujet être particulièrement précieuse. Nous l'avons employée avec M. le médecin major Besson au laboratoire du Val-de-Grâce avec d'excellents résultats.
Ce qu'il faut :
i' Des niatières fraîches. Les matières solides sont aussi utiles que les matières liquides. Pour faire un examen plus fructueux, quand il s'agit de rechercher des kystes amibiens, on fera* prendre la veille un lavement avec :
Iode gr. 25.
lodure de potassium. ... 1 gramme.
Eau 1.000 —
Les selles seront recueillies de lo à 24 heures plus tard. Pour l'examen, il faut environ 20 grammes de matières ;
1. Jacques Garles : La dysenterie amibienne et les entérites chroniques de guerre, Vigot, 1918.
2^ Les tamis suivants :
Un tamis métallique :
s La toile métallique ordinaire des laboratoires suffit, à maillés de I millimètre.
Un tamis de soie :
Pour les kystes dysentériques, il faut un tamis dé 60 maillés par centimètre ;
Pour les œiifs d'helminthes, il faut un tamis de 82 mailles par centimètre.
Voici comment on dispose ces tamis : on découpe un carré de i5 centimètres de côté, on le plie en quatre et on le dispose dans un entonnqir sous forme de filtre sans, pli ;
3* Comme solutions :
Une solution salée physiologique formolée à lo p. loo.
Une solution formo-citrique :
Acide citrique .... 12 grammes
Eau ,. . §6 — Densité : 1.047
Formol à 40 %. / . . "^2 — )
De réther ; .
4** Une forte centrifugeuse.
/" Ce qu'il faut faire :
I® Dçposer les 20 grammes de matières dans un verre à expérience de 125 centimètres cubes et ajouter en délayant avec un agitateur de verre de la solution salée formolée jusqu'à ce qu'on obtienne une émulsion homogène ; •
2® Premier tamisage sur le filtre ^métallique ;
3° Deuxième tamisage sur le filtre de soie ;
4® Centrifuger le liquide filtré une minute à la vitesse de 1 ,8oD tours ;
' 5^ Vider le liquide surnageant. Délayer le culot dans la solution formo-citrique et ajouter 2 cent, d'éther. Agiter fortement pour détacher le culot ;
6^ Centrifuger une deuxième fois, 3o secondes à 1.800 tours ;
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7** Délayer avec une effilure de pipette, ferméCvà la lampe, la zone de séparation de Téther et du liquide dans laquelle quelques kystes auraient pu être entraînés. Centrifuger à nouveau 3o secondes à 1 .800 tours ;
8^ Vider brusquement tout le liquide surnageant et ne conserver que le culot.
Ce qu'il faut voir : . -
On examinera le culot ainsi obtenu, dilué avec une goutte de la solution de Lugol, entre lame et lamelle. Débarrassé des graissa, des leucocytes, des hématies, d'une grande quantité de bactéries et de résidus alimentaires/ celui-ci ne contient que les ^ystcs de Protozoaires, les œufs d'Helminthes et quelques débris de densité élevée.
Cette méthode comporte divers avantages :
I " Elle permet de faire porter les recherches sur la totalité des kystes contenus dans 20 à 3o grammes de matières ;
2* Grâce à l'emploi de l'éther et de la solution formo-citrique, on supprime la presque totalité des matières étrangères ;
3® On peut observer dans un seul champ un nombre important de kystes ;
4* On découvre souvent en même temps des kystes de VE. dysenteriœ, de VE. coli, ceux de Lamblîa et des œufs de Trichocéphales et autres parasites.
Cette méthode est simple et rend de grands services dans les recherches des parasites de protozoaires intestinaux.
Comment préparer un vaooin iodé par la méthode de Banque et Senez
On peut préparer des vaccins différents suivant lô mode de stérilisation de la culture microbienne. Les vaccins chauffés à 56** ou 60® ou vaccins dé Wright sont de beaucoup les plus répandus. Ils ont l'avantage d'être de préparation facile et de conservation prolongée. Ils ont à notre avis l'inconvénient d'être plus
toxiques que les vaccins iodés. Les vaccins stérilisés à Téther ne sont pas de réalisation facile dans la pratique courante. Nous employons depuis bientôt 2 ans des vaccins préparés suivant la technique.de Banque^ et Senez de Marseille. La technique fixée par ces auteurs est des plus simples. Elle est à la portée de tous les laboratoires de bactériologie. J*ai pratiqué depuis 2 ans des auto ou hétérovaccinations dans la méningite cérébro-spinale, dans la fièvre typhoïde, dans la grippe, dans la furonculose, dans le rhumatisme blennorrhagique, dans les infections graves des plaies. Pas lé moindre accident, quelques résultats très encourageants dans la furonculose, les infections des plaies et dans le rhumatisme blennorrhagique. Les injections de vaccins sont très peu douloureuses ; même avec des souches très virulentes comme le sont les streptocoques des plaies de guerre, je n'ai jamais observé la moindre tendance phlegmoneuse et cependant des expériences faites avec Banque et Senez sur Tanimal nous prouvaient que ces vaccins engendraient bien les réactions immunisante^ antimicrobiennes ^.
Ce qu'il faut :
i* Une culture sur gélose inclinée de 24 heures du inicrobe dont on veut préparer le vaccin. Ce microbe est d'origine différente suivant qu'on prépare un vaccin de stock ou un vaccin autogène.
Vaccin de stock : ensemencer le microbe d'une souche pure. Vaccin autogène : ensemencer le microbe isolé et sans association provenant du malade à vacciner. Lorsqu'il s'agit de furoncle, le médecin recueille à l'aide d une pipette stérile et flambée (prendre une grosse effilure, le pus est épais) un peu du pus du furoncle. Aspirer un peu d'air pour faire monter la goutte de pus et fermer ensuite l'effîlure à la lampe. Pour expédier cette pipette il faut la raccourcir ; enfoncer le bouchon avec une épingle à chapeau flambée
1. Voir Noël Fiessinger, Banque et Senez, Société de Biologie, 13 avril, 25 mai, 6 juillet 1918.
jusqu'à ce que le bouchon reste à quelques millimètres du pus et sectionner le tube au-dessus avec une lime à ampoulô dont chaque médecin possède une collection de réserve, mettre la pipette dans une boîte dans du coton, la boîte sera de préférence en bois ou en fer, l'énergie intempestive des postiers né permet pas l'usage des boîtes de carton, où, par expérience, j'ai appris que tout se cassait.
L'ensemencement proprement fait d'un pus de furoncle ne. fait cultiver que du staphylocoque doré dans la grande majorité des cas ;
a^ Une installation de laboratoire avec une étuve à 87^, un microscope avec immersion et un objectif 6 ou 7 ;
3® De l'eaû salée isotonique à 8 p. 1000 stérilisée en tube de 10 centimètres cubes ;
4® De la liqueur iodo-iodurée au centième :
Iode 1 gramme.
lodure de potassium. ... 2 — Eau .200 —
5^ Une solution d'hyposulfîte de soude à 2 p. 100 stérilisée à 120**, puis par ébullition avant chaque emploi ;
6® Un hématîmètre de Malassez, au début pour la numération des microbes ; \ .
7" Effiler sur le chalumeau des ampoules. Faire sur le chalumeau des pipettes, en chauffant à flamme étroite de façon à obtenir une effilure biusque. Sur cette pipette, à la hauteur nécessaire pour obtenir environ une ampoule de 2 centimètres cubes, pratiquer une effilure sans séparation complète. On a ainsi une pipette ampullaire. C'est un procédé d'improvisation. Mieux vaut posséder des petites bouteilles stérilisées comme celles du vaccin Vincent, ou des ampoules toutes préparées, stérilisées et à remplissage automatique ou par le vide. Ces techniques conviennent pour la préparation des stocks i; dans la pratique médi-
1. A ce sujet, le matériel breveté de Ranque et Senez, qui permet' le remplissage automatique des ampoules en milieu stérile, né peut être dépassé au point de vue sécurité scientifique.
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cale des autovaccins, point n'est besoin de préparer de grandes
quantités de vaccin, la simple mise en pipette-ampoule suffit.
Ce qu'il faut faire :
I® Lorsque Ton possède une culture pure en apparence* sur gélose inclinée, on en fera la preuve par l'examen d'une ou plusieurs colonies étalées sur lame, fixées et colorées par la méthode de Gram ;
2^ Avec une pipette dont la pointe sera ,un peu recourbée à la flamme, on a caresse » la culture. J'emploie intentionnellement ce verbe à la place de gratter. J'ai vu souvent , gratter une gélose, ce grattage ramène autant de gélose que de culture. Il faut la culture sans la gélose, c'est la raison pour laquelle je préfère la pipette effilée, qui est plus douce, au fil de platine qui est trop brutal ;
3® Quand la pipette est chargée de culture, la porter sans souîl-^ lure après avoir flambé et refermé le tube de culture dans un tube d'eau salée stérile dont on aura au préalable flambé l'orifice. Cette eau se trouble* On recommence proprement cette dilution jusqu'à la concentration désirée.
Comment savoir qu'elle est atteinte ? Avec un peu d'habitude, c'est facile. On doit obtenir un trouble à peu près semblable à celui du vaccin de Vincent.
Si on hésite, on doit faire une numération microbienne.; il faut en général obtenir uh vaccin qui contienne par centimètre cube soit 800 millions, soit i milliard de germes. On aspire à la pipette de Malassez et on dilue au 1/200 avec du sérum salé. On dépose dans la chambre de l'hématimètre et on numère dans un tout petit carré. On doit y trouver de a à 3 éléments microbiens,
3 X 20 X 20.000 = 1.200.000 par millimètre cube soit par centimètre cube : i milliard 200 millions.
Si la concentration obtenue est supérieure, on la dilue avec du sérum stérile ; si elle est inférieure, on continue l'émulsion. 11 faut savoir que l'approximation est toute relative, les vaccins
iodés ne sont pas toxiques, il n'y a pas d'inconvénient à dépasser un peu les doses ;
4* Quand Témulsion est à sa concentration optima, on la stérilise en y versant pour lo centimètres cubes de 6 à lo gouttes de solution îoduréc. Laisser une demi-heure en contact ;
5® Pendant cette demi-heure il est utile de transvaser le vaccin avec une pipette stérile dans un tube stérile pour éviter les inconvénients qui résulteraient d'une non stérilisation des microbes déposés sur les parois du verre au-dessus du niveau du liquide ;
6"* Après cette demi-heure, ajouter au mélange 2 à 6 gouttes de la solution stérile dTiyposulfite de soude. L'iode est neutralisé. Le vaccin s'éclaircît, il est stérilisé. Mais il faut savoir qu'à partir de ce moment il peut être souillé ;
7* La mise en ampoule doit être aussi aseptique que possible. Si le vaccin doit être utilisé sur place et tout de suite, on peut le répartir en simples tubes stériles fermés au coton. Pour le conserver, on le met en ampoule. Remplir par aspiration l'ampoule pipette, fermer horizontalement sur la petite flamme du Bunsen l'effîlure supérieure, puis l'effilure inférieure. Raccourcir les pointes à la flamme.
J'ai aussi employé pour établir des stocks la technique suivante : faire bouillir en récipient couvert et dans de l'eau pendant une demi-heure des verres à ampoules fermées à un bout, refroidir, les ampoules se remplissent d'eau, orf les retire avec une pince flambée, on les prend par l'effilure fermée pour porter la zone liquide sur une flamme bleue (alcool de préférence) jusqu'à ébullition et expulsion du jet de leau intérieure, plonger alors rapidement cette extrémité dans la culture, l'ampoule se remplit toute seule, on la ferme ensuite.
Ces vaccins iodés doivent être conservés à froid, si possible à la glacière.
Ce qu'il faut voir :
Le vaccin doit être homogène, lactescent sans grumeaux et sans flocons. Les souillures floconneuses sont dues à des chamt-
pignons de souillure. Ces inconvénients n'existent pas si Je vaccin est employé dans les deux ou trois semaines qui suivent la préparation.
. Gomme quantité, on commencera par a5o à 5oo millions. Dans la furonculose, je fais 4 à 5 injections de suite espacées de 24 heures et je cherche à atteindre une densité de a milliards. L'injection est très peu douloureuse et très bien supportée. Cette ataxicité est une des caractéristiques des vaccins iodés. J'ai toujours vu réussir cette vaccination dans la furonculose et dans les anthrax quand tous les autres médicaments échouaient. Je ne parlerai pas de l'emploi des vaccins iodés dans le traitement de la fièvre typhoïde, Ranque et Senez s'en montrent très partisans. Dans le rhumatisme blennorrhagique, ils donnent dans quelques cas d'excellents résultats, comme d'ailleurs certains autres vaccins commerciaux.
Comment préparer un vaccin chauffé
La technique de préparation et de numération est la même que la précédente. Quand l'émulsîon bactérienne est prête, on la met en ampoule ou en tube avant toute stérilisation. Quand les ampoules sont fermées à la lampe, on les porte dans un bainmarie à 56'-6o* pendant trois quarts d'heure. Ce chauffage remplace l'iode. Il a l'avantage de stériliser le vaccin après fermeture des ampoules ^t ainsi d'exposer moins que la stérilisation à l'iode à des infections secondaires. Mais il a l'inconvénient d'être plus toxique et plus douloureux en injections que le vaccin iodé.
On ne doit, pas stériliser par la chaleur des microbes qui sont sporulés, le chauffage h 6o' ne suffît pas pour empêcher la germination des spores.
CHAPITRE 11 HÉMATOLOGIE
Comment faire une numération globulaire 7
Deux temps sont nécessaires : la numération dés hématies et la numération des leucocytes.
Ce qu'il faut :
I® Un microscope monté avec un objectif 4 ou 6 (rejeter l'emploi du 8 dont la distance focale est trop, courte) ;
2** Un hématimètre Malassez avec son mélangeur Potaîn et sa cellule à rigole ^ ;
3^ Une solution :
Chlorure do sodium. ... gr. 60.
Oxalate de potassium. ... gr. 10.
Eau distillée 100 grammes.
Ou simplement eau chlorurée à 8,5 p. 100.
Bleu de toluidine à 1 p. 1.000. Q. s. pour colorer en bleu.
I* Après un lavage au tampon d'éther, piquer à la lancette flambée la pulpe du doigt. Presser pour faire sourdre une goutte de sang, l'essuyer et ne recueillir que la deuxième goutte ;
1. Nous étudions actuellement un nouvel hématimètre simple et pratique qui est destiné h rendre de grands services.
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2** Prendre la pipette mélangeur de rhématimètre, graduée à loi, adapter le tube de caoutchouc à la pipette * dont l'extrémité libre est fixée entre les lèvres.
Plonger l'extrémité de la pipette dans la gouttelette de sang, qui sourd du doigt.
, Aspirer du sang jusqu'à la division o,5, essuyer Textrémîté de la pipette. Si le sang dépasse o,5, tt faut le chasser, plus en aspirant par capillarité à Taîde d'un linge fin posé à l'extrémité de la pipette, qu'en soufflant dans la pipette. En cas de^ bulle d'air, repousser le sang sur un linge fin et recommencer.
Dès que la pipette est remplie jusqu'à o,5 de sang/ la plonger rapidement dans le sérum coloré, que Ton aspire lentement en agitant et en tournant la pipette pour faciliter le mélange. Aspirer très lentement, en maintenant la pipette verticale pour éviter les bulles d'air, et ne pas dépasser le niveau loi. Le mélange ainsi réalisé est au 1/200 ;
3® Rouler la pipette horizontalement entre les mains pour faire le mélange. Pour le transport, on bouchera aux deux bouts la pipette avec un bouchon de liège et le tout sera porté dans des tubes à essai bouchés avec des tampons d'ouate, ou bien le mélange sera rejeté dans un petit tube à essai que l'on peut plus facilement fermer ;
. 4® Faire tomber, après nouvelle agitation de la pipette, une ou trois gouttes par terre et la quatrième est déposée au centre de la cellule à rigole, au préalable essuyée et bien sèche. Immédiatement, recouvrir la cellule de la lamelle rodée qui l'accompagne et pour faciliter le contact, on passera un linge fin sur les bords de la lamfelle pour aspirer le trop-plein de liquide. La lamelle s'appuiera sur les trois vis saillantes, on la fixera ensuite en abaissant le compresseur porte-lamelles. Laisser la cellule 5 minutes horizontale. La porter sous le microscope (sans éclai-
1. La pipette doit toujours être propre et bien sèche. Immédiatemeiit après chaque usage, on la lavera en aspirant de l'eau, pnis de Talcool et de TAther. Fn cas d'oblitération, on aspire de l'acide ac«^tigne, puis de l'acide chlorhydrique, ou bien on passe dans la lumière de la pipette un fil de platine très fin,
rage Abbe, avec un objectif 4 ou 6). Mettre lentement au point en reletmnt et en faisant bien attention de ne pas enfoncer la lamelle de l'hématimètre. Lorsqu'on voit les globules rouges, chercher le quadrillé.
Fig. 46. — Hématimèlre de Malassez.
La chambre est divisée en petits rectangles. Les uns sont divisés en carrés, d'autres en bandes, d'autres enfin sont clairs sans division. Les rectangles divisés en petits carrés comprennent
Fig. 47. — Chambre humide de Malassez. (Grandeur naturelle).
?o carrés, car il existe cinq rangées dans un sens et quatre dans l'autre, 5 x 4 = 20.
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Chaque rectangle de 20 carrés â i/4 de millimètre de long sur 1/5 de hauteur, il a donc 1/20 de millimètre carré. La saillie des vis est de i/5 de millimètre, chaque champ correspond à un volume d'un centimètre de millimètre cube.
Ce qu'il faut faire :
1° Compter les globules rouges de 4 rectangles de ao -carrés, plus la moitié des globules rouges situés sur les traits de limite externe. La moyenne de ces à rectangles nous donne la contenance 'par i/ioo de millimètre cube d'une solution au 1/20Q. Rien n'est plus simple de faire le calcul, soit x le nombre de globules rouges d'un rectangle pour une solution au 1/200 :
J5X-2 X loox 100 = 05X2X10.000 = uombre d'hématies par millimètre cube ;
si la solution de sang est au i/ioo :
X X 100 X 100 = XX 10.000 = nombre d'hématies par millimètre rube ;
2® Compter les leucocytes, compris dans 10 rectangles ou mieux dans les 100 rectangles de la piatine à rigole. Les leucocytes se voient facilement, ils sont colorés en bleu par la toluidîne, et paraissent plus réfringents et plus granuleux que les
\ • • .".'ri
Fig. 48. — Aspect du quadrillé de rhématimètre Malassez. Les hématies sont réparties dans tous les rectangles où doit se faire la numération. Dans ce champ de microscope, on n'aperçoit qu'un globule blanc, facile à reconnaître par son aspect brillant et son volume. Il n'y a dans le champ du microscope qu'un grand rectangle décomposé en 20 petits.
globules rouges. Un peu d'habitude suffit pour les faire reconnaître.
Le nombre de leucocytes étant fixé pour loo rectangles, rîeîi n'est plus simple de faire le calcul, soit y le nombre des leucocytes de loo rectangles pour une solution au 1/200 :
yx2xioo = yx 200 = nombre de leucocytes par millimètre cube;
si la solution de sang est au 1/ 100 :
yx 100 = nombre de leucocytes par millimètre cube;.
3** Après la numération, lever le compresseur, essuyer la lamelle et la chambre. Rincer la pipette à l'eau et à Téther. La faire sécher à l'étuve.
Ce qu'il faut dire :
De 4.000.000 à 4.5oo.ooo hématies par millimètre cube = état normal.
De 6.000 à i.o.opo leucocytes par millimètre cube = état normal. Au-dessous de 4.090.000 d'hématies ^ anémie.
Au-dessus de 4.5oo.ooo hématies = hyperglobulio. Au-dessous de 4.000 leucocytes = leucopénie.
Au-dessus de 10.000 leucocytes = leucocytose.
Comment faire un pourcentage leuoooytaire 7
Cette technique complète celle des numérations globulaires.
Ce qu'il faut :
I® Des lames et une lame ou lamelle rodée, le tout bien propre et bien sec ; 2® Un colorant :
Pour la pratique courante :
Bleu de toluidiiie à 1 p. 100 dans Teau distillée. Pour la recherche :
Une solution de bi-éôsinate de Tribondeau ou de panchrome de Laveran (Cogit) ;
HÉMATOLOGIE
3** Comme fixateur :
Alcoolabsolu ^ ââ 50 fframmes
Ether sulfurique-. ..... ^ aa 50 grammes.
Ce qu'il faut faire :
I® Etaler le sang. Sur une petite goutte qui sort de la piqûre» on applique à une extrémité la face inférieure d'une lame ; la goutte s'y dépose sans qu'il soit nécessaire de toucher le doigt. Cette goutte doit être aussi petite que possible. Retourner la lame
Fig. 49. — Aspect de 4 lames de âang, de gauche à droite : 1. Bonne lame, peu de sang, étalement rapide, dessiccation en agitant. '2. Bonne lame, étalement avec mouvement de scie, dessiccation en agitant.
3. Mauiraise lame, trop de sang, mal étalé, dessiccation lente.
4. Mauvaise lame, ti'opde sang, lame mal dégraissée, il s'est « fait des yeux ».
de façon que la gouttelette soit sur sa face supérieure et maintenir cette lame entre le pouce et l'index de la main gauche, qui s'appuient à ses deux extrémités.* De la main droite maintenant la lame rodée (ou une carte de visite), on étale transversalement la goutte de sang avec le bord de la lame rodée (on peut remplacer la lame rodée par un tranchant de ciseaux ou une carte de visite en ayant soin d'étendre la gouttelette par un glissement transversal de la carte de visite ou des ciseaux), et l'on balaie la lame en tirant la lame rodée, dans le sens longitudinal, vers l'autre extrémité de la lame à étaler. Il ne faut pas revenir sur l'étalement ainsi effectué.
Par agitation rapide, on en provoque une dessiccation instantanée. L'étalement doit être mince, uniforme et sécher rapidement pour être bien fait ; quelques exercices sont nécessaires pour obtenir de bons étalements. Faire au moins dix lames pour un examen. Quand les lames sont sèches, les mettre dans du papier ; elles peuvent se conserver ainsi aussi longtemps qu'on le désire ; a* Colorer.
A. Bleu de toluidine (pratique courante).
a) Au préalable, fixer en versant sur la lame de s^ng quelques gouttes d'alcool éther dont on attend Tévaporation.
b) Verser quelques gouttes de la solution de bleu de toluidîhe, laisser 5 minutes. Verser le colorant.
c) Laver à l'eau, quelques secondes. Sécher par agitation.
B. Bi'éosinate de Tribondehu ou panchrome Laveran ou colorant de Leishman (produits R A L. Gogit).
a) Ne pas fixer. Mais déposer le colorant sur la préparation, la laisser 3 minutes en évitant la dessiccation de la lamç «par l'addition de nouvelles gouttes de colorant ou par couverture d'une plaque de Pétri.
h) Sans verser le colorant, recouvrir la lame de quelques gouttes d'eau distillée de lo à 20 fois le volume de colorant, dont on facilite le mélange en secouant un peu la préparation, 12 minutes environ.
c) Verser, lavage rapide à l'eau neutre ^ et sécher rapidement en agitant. 'La préparation doit avoir une coloration rose pâle
1. Il faut en hématologie de l'eau neutre, on doit la préparer ainsi : ajouter à l'eau distillée commerciale une ou deux gouttes par litre d'une solution de rouge neutre & 1 p. 100; la coloration obtenue est ordinairement rose (une coloration jaune indique une eau alcaline). Ajouter peu à peu une solution diluée (1 p. 100) de carbonate de soude jusqu'à virage au jaune orangé. Si après quelques minutes la coloration redevient rose, faire une nouvelle addition de carbonate de soude et ainsi de suite jusqu'à teinte orangé persistante.
On peut ainsi se servir d'une eau distillée quelconque.
Les eaux de source sont en général trop alcalines pour être employées directement; elles donnent toutefois des résultats préférables aux e.aux acides; on peut d'ailleurs les ramener à l'alcalinité optima par addition d'acide dilué (acide acétique au 1/1000) en présence du môme indicateur.
PI. IV
Mr
iiS. •# ^
if^K
,4 ,de3»
.Ste
Lame de sang normal coloré à l'hématéïne éosine. On voit entre les hématies trois leucocytes dont deux polynucléaires et un lymphocyte. Les granulations neutrophiles des polynucléaires ne sont pas colorées.
Lame de sang présentant une polynucléose (augmentation du nombre des polynucléaires). On en voit six dans le dessin. Il s'agit de polynucléaires neutrophyles. Leurs granulations ne peuvent êtres vues par l'émathéïne éosine.
Lame de sang présentant une mononucléose (augmentation du nombre des mononucléés). On ne retrouve qu'un polynucléaire. Les autres cellules sont des lymphocytes et des moyens mononucléaires.
Lame de san^ de leucémie myéloïde.
Hématéïne éosme. En haut deux éosioophiles dont un polynucléaire et un niyélocyte en bas, plus bas quatre polynuclaires neutrophiles dont les granulations ne sont pas colorées. Restent quatre grandes cellules où la coloration au panchrome Laveran montre des granulations neutrophiles, ce sont des myélocytes.
A. Maloine et fils, Èdi^.
Digitizgpi. b/?S^^£)gJL^.^
Par
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et ne pas présenter de précipité ; s'il existe des précipités, on lavera un peu avec Talcool ;
3® Examiner à Tiniinersion à huile.
Ce qu'il faut voir :
Au bleu de toîuidine : ' ^
Petits ronds vert glauque — globules rouges ;
Leucocytes polynucléaires neutrophiles = noyau trilobé bleu violet, protoplasma bleu pâle homogène.
Leucocytes polynucléaires éosinophiles = même noyau. Boules blanches arrondies dans le protoplasma.
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Fig. 50. — Tableau de pourcentage leucocytaire d*un sang normal.
Leucocytes polynucléaires basophiles = même noyau. Boules violet rouge dans le protoplasma.
Moyen mononucléaire = noyau arrondi bleu violet, protoplasma étendu et irrégulier bleu pâle.
Grand mononucléaire = même . protoplasma, mais plus grand noyau, en bissac.
Lymphocytes = petit noyau arrondi (dimension d'une hématie) et mince bordure de protoplasma bleu pâle.
Au bUéosinate . :
Ronds rose clair = hématies ;
Polynucléaires neutro == noyau trilobé violet, fine poussière de granulations rouges dans le cyloplasma.
Polynucléaires éosînophiles = même noyau, grosses boules rouges dans le cytoplasma.
Polynucléaires basophiles = noyau bilobé, grosses boules bleu violet dans le cytoplasma.
Lymphocytes = noyau arrondi, mince bordure de protoplasma non granuleux.
Moyens et grands mononucléaires = protbplasma bleu pftle sans granulation, gros noyau plus ou moins arrondi.
Pour établir le pourcentage, on commence à un bout de la préparation et on fait défiler loo leucocytes sous l'objectif : chaque élément est classé dans une colonne préparée à l'avance, il est représenté sous la forme d'une barre d'un dessin géométrique, dont chaque ensemble fait lo. Ce procédé facilite considérablement les calculs. Voir le, tableau de pourcentage normal pour loo leucocytes.
On recommence ce pourcentage sur d'autres lames, si c'est nécessaire.
Ce qu'il faut dire :
Prédominance des polynucléaires neutrophiles de 70 à 90 pour 100 leucocytes = Polynucléose.
Prédominance des mononucléaires de 5o à 80 pour 100 leucocytes = Mononucllose.
Le nombre des éosinophiles dépasse 5 p. 100 = Eosinophilie.
Polynucléoses :
Peu accentuée : Digestion normale ;
Nette : Maladie infectieuse aiguë : érysipèle, pneumonie, etc. ;
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Infection suppurée : abcès profond, appendicite ; Cancer infecté ; Tuberculose cavitaire ; Grandes hémorragies. ^
Mononucléoses :
Fièvre typhoïde, paludisme ; Tuberculose chronique ; Convalescence des maladies aiguës ; Anémie pernicieuse.
EoHnaphilies :
Parasites du tube digestif : ascaris, trichocéphales, tœnias, lombrics ;
Kyste hydatique du foie ;
Asthme, dermatoses vésîculeuses ;
Convalescence des maladies infectieuses ;
Intoxication exogène : anlipyrine, iodure de potassium, camphre, etc.
Les LEUCÉMIES se traduisent en général par des leucocytoses très élevées au-dessus de 3o à Ao.ooo leucocytes par millimètre cube. Elles seront lymphoïdes si ce sont les lymphocytes et moyens mononucléaires qui prédominent. Elles seront myéloldes si ce sont les polynucléaires et myélocytes qui prédominent.
Colcraticn au bi-éosinate de Tribondeau
Le bi-éosinate de Tribondeau est supérieur à tous les procédés de coloration cherchant à mettre en évidence les granulations leucocytaires. 11 est préférable aux :
Triacide d'Ehrlich; Leishman ; May-Grùnwald.
On obtient facilement d'excellentes préparations, et contrairement aux méthodes précédentes on colore parfaitement et d une façon intensive les granulations et les noyaux.
Ce nouveau colorant est dû au D' Tribondeau, en collaboration avec Fichet et Dubreuil ; voici les renseignements tels qu'ils nous ont été procurés par Tribondeau.
Ce qu'U faut :
I® Une solution de bi-éosinate Tribondeau (Cogit).
Utilisation. — Sert surtout à la coloration du sang (éléments cellulaires et parasites), et peut être substituée aux mélanges de Giemsa, de Pappenheim, de May-Grûnwald et de Leîshman. Il est aussi utilisable pour la coloration des frottis (pus, liquide céphalo-rachidien, suc de chancre, etc..,.).
Fabrication. — C'est un mélange d'éosinate de bleu Borrel (bleu de méthylène à Targent) et d'éosinate de bleu ordinaire, en solution (^ans l'alcool éthylique absolu glycérine. Sa préparation, réglée dans tous ses détails par la communication de Tribondeau, n'est pas à la portée du médecin praticien ;
a* De l'eau distillée pure et neutre : On peut rectifier l'eau en ajoutant par litre o gr. o5 de carbonate d'argent (précipiter une solution de nitrate d'argent par le carbonate de soude ; laver le précipité), puis en redistillant avec un ballon de verre et un tube collecteur traversant un réfrigérant ; on peut aussi procéder suivant la technique étudiée à la page i5o.
Ce qu'U faut faire :
11 est simple et rappelle celui du Leishman, le bi-éosinate servant à la fois à fixer et à colorer.
Utiliser des lames de verre très propres. Etaler le sang en couche mince (procédé de la carte de visite). Sécher par agitation à l'air ; ne pas chauffer ; ne faire agir aucun fixateur.
Fixer le sang avec o ce. 3 de colorant (soit : X bonnes gouttes) versé à sa surface à l'aide d'une pipette ne servant qu'à cette coloration.
Durée de la fixation : 2 ou 3 minutes, la lame, posée à plat sur la table, étant abritée sous un couvercle de botte de Pétri (pour éviter, surtout en été, une trop grande évaporation de
PI. V
^.ifîi.
* If. ^
Sang d'éosinophilie au cours d'un kyste hydatique. Il existedanslechamp trois leucocytes à grosses granulations éosinophiles et un leucocyte neuirophile dont les granulations ne sont pas colorées par l'hémateirie-éosine.
San^ normal, coloré au biéosinate de Tribondeau ou au panchrome Laveran. Les hématies apparaissent en rose, en haut un lymphocyte, mononucléaire sans granulation à mince liséré protoplasmique. Au-dessous, un polynucléaire neutrophile avec ses fines granulations violettes, puis plus bas un polynucléaire éosinophile avec de grosses granulations rouges.
Aspect du sang non coloré. Les hématies sont jaunes pâles et les leucocytes apparaissent en blanc avec leur, noyau très nettement visible et leur protoplasma granuleux pour les polynucléaires.
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Talcool, d'où résulterait une précipitation immédiate du colorant lors de radditiôn d'eau).
Ajouter o ce. 6 d'eau distillée pure et neutre (soit X bonnes g^outtes), en inclinant légèrement la lame de façon à rassembler le colorant le long d'un de ses grands bords. Provoguer rapidement, par quelques mouvements de roulis, le mélange du colorant et de l'eau, et l'étalement de la dilution sur toute la surface à colorer. Poser aussitôt la lame à plat et n'y plus toucher jusqu'à coloration terminée, l'agitation activant la formation du précipité au détriment du résultat. Durée moyenne de la coloration': sang = 8 à 12 minutes ; produits syphilitiques = 20 à 26 minutes.
Laver d'un jet d'eau distillée, sans vider le colorant au préalable. Egoutter en secouant ; éponger doucement sous papier filtre ; finir de sécher en agitant la lame dans l'air tiède très au-dessus d'une flamme.
N. B. — Eviter l'intervention de toute trace d'acide ou de base (comme avec les autres colorants neutres).
Ce qu'il faut voir :
Les préparations sont d'une belle intensité et très fouillées.
Les hématies ont une couleur saumon, parfois rosée, sur laquelle les parasites s'enlèvent en teintes vives rouges et bleues. Dans les leucocytes, les noyaux sont d'un beau violet ; le protoplasma, d'un bleu vigoureux dans les cellules plasmatiques, les petits et les moyens mononucléaires, est bleu pâle dans les grands mononucléaires et les formes dites de transition, rosé dans les polynutîléaires ; les granulations cytoplasmiques sont colorées électîvement et au complet (les azurophiles, même les plus fines, en rouge ; les neutrophiles en violet rouge ; les basophiles en violet bleu; les éosinophiles en rose orangé). Les hématies granuleuses et basophiles sont mouchetées ou lavées de bleu.
Tous les détails des parasites sont bien visibles (chromatine, protoplasme, granulations de Schûffner des hématies de la tierce bénigne, flagelles des trypanoses, etc...).
Les spirilles et spirochètes (notamment le spirochète S) sont d'un rose tirant plus ou moins sur le lilas.
Les microbes sont bleus ou lie-dé- vin.
Conservation dés préparations. — Au cas où un fin précipité déparerait une préparation à conserver, on peut l'enlever rapidement avec de l'alcool à 8o*, puis laver, et compléter la coloration endommagée avec du colorant très dilué (o centimètre cube, I pour 2 centimètres cubes d'eau distillée) versé sur la lame.
Ne pas monter sous lamelle.
Coloration aux iosinates é la soude de A.-Ch. Hollande
I® Un tube du colorant (Cogit) ;
2® Alcool méthylique de préférence ou à défaut alcool ordinaire à 96**.
Ce qu'il faut faire :
I® Préparer le colorant : dissoudre le contenu d'un tube (o gr. 25) dans 26 centimètres cubes d'alcool méthylique de préférence ou à défaut d'alcool ordinaire à 96*. Laisser en contact quelques heures avant l'emploi ;
a^ Le frottis ou l'étalement de sang est fixé à l'alcool-éther 'durant 10 minutes et séché à l'air ;
3* Verser au moment de l'emploi dans une boîte de Pétri (ou autre récipient à fond plat) 10 centimètres cubes deau distillée et I centimètre cube de la solution colorante. Placer le frottis de façon que la face à colorer regarde le fond de la boîte. Laisser sans remuer une demi-heure ; laver ensuite la préparation une minute' à Teau courante. Sécher au papier buvard et examiner directement à l'huile de cèdre ;
4® On peut au besoin colorer une seconde fois la préparation dans un nouveau bain colorant.
Excellent colorant, de conservation facile.
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Coloration au Panohromo Lavoran
Comme les précédentes c'est aussi une nouvelle technique. Elle donne des préparations splendîdes se rapprochant de celle des éosinates.
Ce qnil faut : '
i^ Des lames de sang bien étalées et séchées, sans fixation ; 2^ Du panchrome Laveran ;
3® De l'eau distillée ayant bouilli 5 à lo minutes dans un ballon de verre ou de l'eau distillée neutralisée (voir p, iôO),
Ce qu'il faut faire :
I® Recouvrir dans une boîte de Laveran la préparation d'un demi-centimètre cube de panchrome ; laisser 3 minutes ; '
a^ Ajouter lo centimètres cubes d'eau distillée, mêler au colorant sans laver la préparation, laisser en contact ao minutes ou déposer face en bas dans une plaque de Pétri contenant cette quantité d'eau ;
3^ Laver h l'eau et sécher au papier buvard.
Ce qu'tt faut voir : * (
Par beaucoup de caractères, les préparations se rapprochent de celles que donnent les éosinates.
Coloration au May-Grûnwald-Giemsa
Ce qu'il faut ^
Du May-Grûnwald et du Giemsa (marque R A L. Cogit) ; De Teau distillée pure et neutre (voir p. 150); Une botte de Pétri.
Ce qu'il faut faire :
i^ Etaler le sang en couche mince ; sécher par agitation à l'air, sans chauffer;
a® Recouvrir, pour fixer, de lo gouttes de liquide de May- Grûnwald ; abriter sous couvercle de boîte de Pétri. Au bout de 3 minutes, ajouter /«o gouttes d'eau distillée neutralisée. Bien mélanger. Laisser en contact i à a minutes, puis laver à l'eau distillée ;
3^ Verser, par exemple, dans une botte de Pétri ou dans. une boîte de Laveran lo centimètres cubes d'eau distillée ; ajouter, avec une pipette, o,5 de colorant de Giemsa ; mélanger ; plonger aussitôt les lames encore humides dans ce bain, face enduite en dessus ; ne plus agiter ;
4^ Au bout d'environ la minutes, retirer les préparations. Laver rapidement à Teau distillée. Sécher vite.
S'il fallait éclaircir, plonger la lame une seconde dans Talcool à 8o®, glycérine à i p. lo ; relaver et sécher.
S'il fallait renforcer, replacer la lame dans le bain colorant (utilisable 3o minutes au moins) sans se préoccuper de la gouttelette d'huile de cèdre mise pour l'examen.
On trouve dans le commerce français a marques de colorant de Giemfa :
Marque R — donne des colorations intenses, recommandée pour les colorations rapides. •
Marque L — recommandée pour les colorations lentes ; il précipite moins rapidement que le colorant R.
Coloration au bleu polyohrome à l'ammoniaque de Trlbondeau ou au polyohrome R A L
Elle est recommandée pour les examens cyto-bactériologiques de crachats, pus, culots de sérosités centifugées, etc., et la coloration simple des microbes. Très rapide, très énergique ; métachromasie remarquable (examen h la lumière artificielle). Ce bJeu rempface avantageusement le bleu de Unna.
Ce qu'il faut :
Du bleu polychrome à l'ammoniaque de Tribondeau ou du bleu polychrome R A L (Gogit).
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Biéosinate ou Panchrome
A. Maloine et fils, Édit.
G. Deherque, Intp., Paris.
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I® Etaler les produits divers en couche mince par les procédés appropriés ;
a* Fixer à l'alcool ; ^
3* Recouvrir de colorant ;
4** Au bout de 3o secondes à i minute pour le bleu Trîbondeau, une demi-heure pour le bleu R A L, laver.
Si la teîntft est trop foncée, atténuer avec Talcool glycérine à I p. lO ; relaver. Sécher. Ou bien plonger la lame pendant quelques minutés dans une solution aqueuse au i/ioo d'éther glycérique. Laver à grande eau et déshydrater rapidement à Talcool méthylique ou éthylîque absolu.
Coloration à rhématéine à l'argent de Tribondeau
L'hématéine à l'argent de Tribondeau sert à fabriiquer exte«iporanépient de Thémalun pour la coloration élective des noyaux cellulaires dans les coupes histologiques ; est préférable aux solutions de Mayer et de Bôhmer parce qu'elle est inaltérable, et à rhémalun sec de Grûbler qui donne des solutions colorantes moins actives qu'elle. Elle est aussi utilisable pour la coloration des noyaux dans les frottis (sang, crachats, etc.).
Ce qu'il faut :
Une solution d'hématoxyline française dans Talcool éthylique absolu, sur laquelle on a fait agir à chaud de l'oxyde d'argent ou hématéine à l'argent de Tribondeau (Cogît).
Ce qu'il faut faire :
Suivant les besoins, prélever un volume plus ou moins grand de solution-mère alcoolique d'hématéine à l'argent, et l'additionner de 20 fois autant de solution alunée (alun de potasse, 5o grammes ; eau distillée, i.ooo centimètres cubes). Le mélange vire immédiatement au violet et peut être utilisé aussitôt ; il est stable et se conserve très longtemps actif.
Un pea d'hémalun à Targenl ainsi obtenu est versé sur la coupe préalablement débarrassée de paraffine (par action du xylol, puis de l'alcool, puis de Teau distillée), ou sur le frottis à colorer. Deux minutes de contact suffisent, mais le colorant est si électif qu on peut, si on veut renforcer la teinté de la chromâtine, le laisser agir i5 minutes et davantage, sans qu'il empiète sur les autres éléments tîssulaires.
Laver à Teau. Colorer le fond à Tcosine. Laver. Déshydrater à Talcol absolu. Xylol. Monter au baume du Canada au xylol.
Ce qu'il faut voir :
Les noyaux sont électivement colorés en violet, tirant plus ou moins sur le noir quand on a prolongé la coloration.
La valeur globulaire des hématies et la chromométrie
La valeur globulaire, ou proportion d'hémoglbbine que contient une hématie, ne peut se calculer que si on connaît, d'une part, le nombre des hématies par millimètre cubé, et, d'àtitre part, le pouvoir colorant du sang, Il nous faut donc fixer la manière qui nous permettra de connaître ce pouvoir colorant du sang.
Ce qu'il faut :
En pratique, l'hémoglobinimètre qui, sous un volume restreint et avec une technique d'une implicite enfantine, est susceptible de convenir le mieux aux différentes exigences de la clinique journalière, c'est Vhémoglohinimètre de Tallq'oist^. Nous ayons abandonné les autres appareils qui, beaucoup plus compliqués, ne fournissent pas de résultats plus exacts.
1. L'hémoglobinimètre de Tallqyist est vendu dans le commerce français par la librairie A. Maloine et fils.
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Ce qull faut faire :
Cet h'émogrlobinimètre est un petit livre dé papier biavard. 11 suffît de détacher un carré de ce papier et de le laisser en contact avec une goutte de sang qui sourd du doigt du patient, pour voir se former une tache rouge qui s'étend rapidement et se bêcher.
Dès que fout ce sang est absorbé, porter le buvard imprégné derrière un index à la fin du volume. Cet index est formé de 10 teintes juxtaposées et numérotées de lo à loo ; chaque place teintée est creusée d'un petit orifice ; on regarde par cet orifice la tache du papier buvard et on cherche à quelle teinte elle correspond. Il est nécessaire de faire cet examen à jour dii'ect ; l'observateur tourne le dos au jour et regarde l'index en appliquant la feuille de buvard sur le papier sQus-jacent, de façon à ne pas être trompé par Ja transparence.
Dès que l'égalité de teinte est fixée sur l'index, on enregistre le chiffre de la teinte connue. Ce chiffre est loo pour un sang de couleur normale avec 4.5oo.ooo globules rouges. Dans ce cas, on admet que la valeur globulaire est normale, et on écrit VG = I.
Supposons que la teinte soit 5o, c'est-à-dire la moitié de la normale, le chiffre des hématies doit être de — '-—^ = a.aBo.ooo,
si leur valeur globulaire est normale ou = 1.
Miais si le chiffre des hématies est de 3.5oo.ooo, on comprend -que la quantité d'hémoglobine, si le chiffre de teinte correspond à 5o, est plus faible que la normale, VG < J, ou fraction de ï.
On calcule donc la valeur globulaire avec facilité :
-__ 4.500.000 X chifire d'hémoglobine
VGr =
100 X chiffre des globules rouges par mm^
Prenons un exemple : voilà un malade qui a 2.000.000 d'hématies par millimètre cube et 20 d'hémoglobine.
-.Ce qu'il faut dire :
La valeur globulaire est très diminuée dans tCMites les chloroses, chloro-anémies, infectieuse^ ou toxiques.
Elle est diminuée dans les anémies posthémorragiques, dans les leucémies, en général dans toutes les affections du sang.
Mais elle est normale ou augmentée dans les anémies pernicieuses à évolution grave.
Si donc, dans une anfémie, vous observez une formule où VG = I ou > I, comme dans l'exemple suivant :
MéGez-vous le pronostic est grave.
Par contre, il est bénin dans la formule suivante :
X 20 VG
évaluation de rhémogiobine à Thémoglobinomàtre de Gowers
Ce qu'il faut :
I® Un > appareil de Gowers Composé ainsi :
Un étalon teinté correspondant à la coloration d'une solution de sang normal à i p. loo. Dans certains appareils on voit deux étalons : un plus jaune doit être réservé à la lumière artificielle ;
Un tube de mêmes dimensions divisé de o à loo ;
Deux pipettes : une pour le sang, de 22 millimètres cubes ; une plus volumineuse pour l'eau ;
a* De l'eau distillée ;
3** Du sang s'écoulant de la pulpe du doigt.
Ce qu'U faut faire :
i* Mettre quelques gouttes d'eau ordinaire dans le tube vide; 2° A l'aide de la pipette capillaire, prendre 20 millimètres
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cubes de sang que l'on chasse dans Teau du tube. Mélanger avec rextrémité de la pipette;
3^ Verser goutte à goutte de l'eau dans le tube de sang, jusqu^à ce que sur fond blanc la coloration du liquide après agitation soit la même que celle de l'étalon ;
4® Lire le chiffre marqué sur le tube par le nit^u supérieur du liquide.
Ce qu'il faut voir : '
Cet appareil indique la quantité d'hémoglobine en pour loo de la normale.
Les résultats sont suffîsaYnment exacts. Qn aura soin de procéder très lentement pour ajouter l'eau distillée à la solution hématique.
Examen du sang d'une anémie pernioieuse
Ce qu'il faut : .
1° Une nuihération des glolmles rouges et des globules blancs ; 2** Un pourcentage leucocytaire ;
3** Un dosage de l'hémoglobine et l'établissement de la valeur globulaire ;
4® Une lame de sang.
Ce qu'il faut faire :
I® Chercher sur la lame séchée, fixée et colorée, les dimensions, la forme et les affinités colorantes des hématies.
Si les hématies sont inégales avec certaines volumineuses à côté d'autres plus petites, on dit qu'il y a anisocyiose.
Si les hématies d'une lame bien étalée sont déformées, irrégulières, fréquemment avec des aspects de bouteilles, on dit qu'il y a poïkylocytose.
Si sur une lame colorée à bleu-éosine, les hématies, au lieu d'être roses, soilt teintées en bleu violacé, on dit qu'il y a polychromatophilie.
2® Chercher les globules rouges à noyaux. Ils se r^coonaissent à cause de la forte acidophilie de leur protoplasma et k eoloration très foncée de leur noyau qui peut être rond ou multtoké en trèfle. On divise ces globules rouges à noyaux en micro, mégalo, et normoblaste suivant que leur protoplasma est plus petit, plus grand ou égal à celui d'un globule rouge normal.
Ce qu'il faut dire :
Diminution du nombre des hématies aux environs de 1.000.090.
Valeur globulaire = 1 ou > I.
Anémie pernicieuse.
Taux des leucocytes normal. TauXv des leucocytes abaissé.
Polynucléose légère. Pas de polynucléaires.
Présence de myélocytes. Pas de myélocytes.
Hématies nucléées i à i5 Pas d'hématies nucléées.
p. 100 leucocytes.
Polychromatophilie. Ni polychromatophilie.
Anisocytose. Ni anisocytose.
Poïkylocylose. Poïkylocytose inconstante.
= Anémie plastique. = Anémie aplastique.
La moelle osseuse réagit. La moelle osseuse ne réagit pas. Pronostic réservé. Pronostic très grave.
Étude maorosoopique de la ooagulatipn du sang
Il n'est pas de techniques aussi utiles à connaître que celles qui permettent d'étudier la rapidité et l'évolution de la coagulation du sang. C'est en effet une notion indispensable pour le diagnostic et môme le traitement des états hémorragipares.
1° Rapidité de coagulation.
On recueille le sang par piqûre du doigt, mais il faut savoir que dans l'hémophilie il faut consulter surtout le sang veineux. On dispose en pratique journalière de. trois techniques.
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Ce qu'il faut :
Des ianies,
Des petits tubes,
Des tubes capillaires.
Ce qu'U faut faire :
Technique des lames. — Sur trois lames, nettoyées à Talcooléther, on fait tomber une goutte de sang.
Noter le moment exact où la goutte tombe.
Placer les trois lames sous une cloche pour empêcher l'éraporation.
Noter comme début de la coagulation, le moment où la goutte ne se déforme pas, lorsque la lame est tenue verticalement.
On peut avantageusement remplacer les lames par des verres de montre.
Technique des tubes. — Le sang est recueilli dans des petits tubes d'un demi-centimètre de diamètre, et chaque tube est fermé par un bouchon de coton.
Les tubes sont conservés à la température de i5®. La coagulation est complète après quelques minutes et on peut retourner entièrement le tube, dont le culot sanguin est fixé.
Technique des capillaires. — Par aspiration capillaire, on remplit à moitié des tubes capillaires en verre. L'extrémité libre est ensuite fermée par effîlure à la lampe.
Les tubes sont immergés à moitié dans un récipient qui contient de l'eau à 37**, leur extrémité fermée à la lampe, en bas. Pour s'assurer de la coagulation, on casse le petit capillaire et on fixe le moment où, après cassure, il reste entre les deux fragments un petit filament fibrineux. On utilise ainsi plusieurs capillaires. On mesure le temps en prenant comme départ le moment du remplissage du tube. ,
Ce qu'il faut dire :
La coagulation normale se produit entre la 5' et la 8* minute. Une coagulation avancée témoigne d'une réaction sanguine. Une coagulation retardée après i5 minutes est pathologique
et prouve un état pathologique du sang. Après a heures, il s'agit (Hiémophilie grave ou d'états hémorragipares.
2^ Temps de saignement.
Dukes a proposé d'étudier le mode de saignement après incision cutanée.
Ce qu'U faut :
Une simple lancette,
Une bande de papier buvard blanc.
Ce qu'il faut faire :
Faire au lobule de l'oreiLle une incision de i millimètre d'étendue, de façon que l'hémorragie qui en résulte donne en une i/a minute une tache de i centimètre de largeur.
Toutes les 1/2 minutes, appliquer le papier buvard sur la petite incision et fixer le moment où l'hémorragie cesse.
Ce qu'U faut dire :
Le temps de saignement normal est de 3 à 4 minutes.
Si le temps de saignement dépasse 10 minutes, se méfier des hémorragies possibles. Dans l'hémophilie, le temps de saignement peut atteindre ao à 3o minutes et plus.
3** Sédimentation du caillot.
La sédimentation du caillot est caractérisée par la chute des globules rouges au fond du tube 3e coagulation et par la formation d'un caillot blanc en haut, rouge en bas (coagulation plasmatique).
La sédimentation s'observe dans les anémies, dans les grandes hémorragies, dans la tuberculose, peut se rencontrer dans des cas où la coagulation est retardée, mais parfois dans des cas de coagulation normale. Pour nous, la sédimentation ne traduit que l'abaissement de densité du plasma.
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Ce qu'il faut faille :
Etudier l'évolution de la coagulation.
4** Mtkactilité du caillot.
Si le tul^e de coagulation est rigoureusement propre et si le caillot une fois formé a été détaché à son niveau supérieur avec un fil de platine, il se rétracte, et en 12 heures laisse transsuder la moitié ou le tiers de son volume de sérum.
Ce qu'il faut dire :
Si la ^étractilité ne se produit pas : diminution du nombre de globules, purpuras hémorragiques graves, maladie de Wherlof, purpuras infertîeux, etc.
Étude de la coagulation ^ Talde de la teohnique du sang citrate de Marcel Blcch
La technique de Marcel Bloch consiste à rendre incoagulable le sang et ensuite à lui rendre son activité par l'addition d'un sel calcique. On étudie ainsi Je seuil de la coagulation.
Ce qu'il faut : - .
I® Une solution citratée :
Citrate trisodique 1 gramme.
Nacl 7 -
Eau distillée 400 ^
2** Un jeu de tubes à hémolyse ;
3" Une solution chlorurée sodique à 7 p. 1000 ;
IC* Une solution de chlorure de calcium à d,5 p. 1000.
Ce qu'il faut faire :
I® Prélever du sang dans une veine en le recevant dans une éprouvetle fine où se trouvent 2 centimètres cubes de la solution citratée. Il faut recueillir i centimètre cube pour 4 centimètres cubes de la ^solution. Si la quantité de sang dépasse i centimètre
cube, on ajoutera la [>roportion nécessaire de solution pour maintenir ie taux i/5 ; "^
2® Répartir le sang dans des tubes à hémolyse, a/io de centimètre cube par tube préparé d'avance suivant les taux suivants :
Chaque tube contient 4 centimètres cubes de solution saline isotonique pour le premier,
le 2- : 3.9 de liquide isotonique 0,1 de solution de chlorure de calcium
etc. etc.
Ce qu'il faut voir : .
Généralement, dans les tubes 3 et 4 on observe up léger trouble de filaments fibrineux, les globules rouges tombant au fond du tube ; dans les tubes 7 et 8, le caillot est formé et emprisonne des hématies ; dans le tube 9, le coagulum occupe toute la hauteur du tube.
La coagulation nopnale débute dans le tube où le rapport citrate de soude sur chlorure de calcium ou indice est de 2 (au seuil), elle est complète quand le rapport est de i.
^Pour un sang à coagulabilité élevée, les indices seront de 4 ou 8 au seuil.
Pour un sang à coagulabilité faible, les indices seront de i,33 ou I au seuil.
Cette méthode permet de plus d'étudier le mode de formation et les caractères du caillot.
Dans la pratique médicale, cette technique scientifique peut rendre de précieux services.
Technique d'étude pour la résistance globulaire des hématies
L'étude de la résistance globulaire est tme manioeuvré nécessaire pour le diagnostic complet d'un ictère hémolytique par fragilité globulaire : type congénital (Minkowski, Chauffard), type acquis (Widal).
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Ce qu'il faut :
I** Du sang du malade, recueilli au doigt (grosse piqûre) ou à la veine par ponction à Taiguille ;
2** Un tube de centrifugation contenant environ 4 centimètres cubes.
3** Des tubes de résistance ;
4' Une pipette à boule ;
5** Une solution faite le jour même avec :
Oxalate de potasse ..... gr. 28 Chlorure de sodium. . . ; . gr. 65 Eau 100 grammes.
'6** Une solution de sérum chloruré sôdique :
Chlorure de sodium fondu. . . gr. 7 Ëau distillée 100 grammes.
7® Un centrifugeur à main (pas nécessaire).
Ce qu'il faut faire :
I* Préparer les tubes.
Faire deux séries de la tubes.
Dans chacune verser d'abord de Teau distillée à la pipette à boule :
A raison : d'une goutte pour le premier tube de gauche, deux — deuxième — ^
trois — troisième — r'
douze — douzième —
Laver la même pipette à boule avec la solution chlorurée sôdique à 7 p. looo, à plusieurs reprises et jetant le liquide de lavage.
Remplir cette pipette avec du sérum chloruré sodique 7 p. 1000, et verser :
Dan8 le premier tube à gauche : 34 gouttes, deuxième ' — 33 —
troisième — 32 -^—
quatrième — 3i —
douzième — 23 —
De façon que chaque tube ne contienne en tout que 35 gouttes.
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Cette technique permet d'obtenir des solutions titrées : le premier tube contient 6,8 p. looo de chlorure de sodiuni. deuxième — 6,6 p. looo — —
troisième — 6,4 p. lOoo — —
chiffre que Ton obtient en doublant le nombre de gouttes de la solution chlorurée sodique.
En pratique, écrire en face de chaque tube, en haut et en rouge, le nombre de gouttes d'eau, en bas et en noir^ le nombre de gouttes de sérum.
Ces deux séries de tubes doivent être préparées avant la prise de sang ;
2^ Faire la saignée au doigt ou à la veine. Aspirer le sang dans une pipette stérile et répartir immédiatement une goutte de sang dans chacun des tubes de la première série de douze. Agiter ensuite chaque tube en le fermant au doigt pour faire le mélange ;
3** Recueillir 20 gouttes de sang dans le tube de centrifugation contenant le sérum oxalaté. Centrifuger 10 minutes ou laisser déposer 2 heures ;
4® Aspirer avec une pipfette sèche le culot de globules rouges de ce tube oxalaté et centrifugé et répartir une goutte dans chaque tube de la deuxième série de douze. Agiter chaque tube.
La première série donnera la résistance du sang total.
La deuxième série donnera la résistance des hématies déplasma tisées ;
5® Laisser déposer les deux séries de tubes deux heures ou centrifuger dans des porte-tubes garnis de coton ou dans des porte- tubes spéciaux en numérotant auparavant chaque. tube au crayon de verre 1.
Ce qu'il faut voir :
Dans les tubes non hémolyses, le liquide surnageant est transparent, clair, eau de roche (à moins que le malade ne soit icté-
1. Les tubes et porte-tubes sont livrés par les verriers de laboratoires (diamètre 1 cent., hauteur 5 cent.), porte-tube de 12 tubes.
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rique, dans ce cas les tubes de sang total sont légèrement colorés en jaune). .
Le début dé Th^molyse (fonte des globules rouges en milieu hypotonique) se voit quand le liquide surnageant est .coloré en jaune rosé très pâle. .
L'hémolyse nette, quand le liquide est coloré en rose ou rouge
vif, TRANSPARENT.
LTiémolyse du sang normal débute dans les solutions de 4,4 à 4,6 pour looo. Donc, elle ne se produit pas dans les douze tubes d'épreuve ou seulement dans le premier à droite. Si on veut étudier l'hémolyse complète, on fait unç troisième et quatrième série de douze -tubes continuant en bas les deux premières séries.
SOLUTION CHLORURÉE EAU DISTILLÉE
33 gouttes
i3 gouttes
Ce qu'iL faut dire :
Résistance diminuée si Thémolyse se produit dans la solution à 5 ou 6 p. looo, c'est-à-dire dans les tubes qui contiennent 35 ou 3o gouttes de la solution chlorurée.
La résistance est plus diminuée dans les tubes d'hén<aties déplasmatîsées que dans les tubes de sang total dans tous les ictères hémolytiques.
Elle est, au contraire, augmentée dans les ictères d'origine hépatique. L'hémolyse ne se produit alors dans aucun des douze tubes d'épreuve.
Technique de coloration des hématies granuleuses pour le diagnostic des ictàres hémolytiques
Les hématies granuleuses, comme nous l'avons démontré avec le professeur Chauffard en 1907, puis avec P. Abrami en 1909, peuvent être copBfdérées comme un élément précieux de diagnos-
tic différentiel entre les ictères hémolytlquee et les ictères hépatiques de Fadulte. Normalement, le nombre des hématies granuleuses ne dépasse pas le chiffre de 3 à 3 p. loo, tandis que le sang des ictères hémolytiques en contient jusqu'à 20 à 5o p. loo.
Ce qu'U faut avoir :
Pratiquement, on peut utiliser deux techniques : celle de coloration vitale au bleu de crésyl, et celle de coloration hémoly santé au Pappenheim. .
Pour la coloration vitale -:
Unev solution dans Talcool absolu de quelques grains de bleu de crésyl jusqii'à forte teinte bleue, la concentration n a aucune importance.
Pour la coloration hémolysante :.
Une solution de liquide de Pappenheim obtenue en mélangeant deux solutions d'égale quantité de vert de méthyle et de pyronine à saturation dans Teau.
Ce qu'il faut faire :
Pour la coloration vitale :
i^ Déposer sur une lame une gouttelette de la solution alcoolique de bleu de crésyl et l'étaler immédiatement avec une lame. La faire évaporer ;
2* Recevoir sur cette lame ainsi induite .de bleu de crésyl une gouttelette de sang ;
3" Recouvrir d'une lamelle. Attendre 5 minutes ;
4® Examiner à l'immersion à huile.
Pour la coloration hémolysante :
i^ Etaler une lame de sang et la sécher par agitation ;
2'' Déposer à la surface une goutte de liquide de Pappenheim ;
3° Recouvrir d'une lamelle et examiner à l'immersion.
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Ce qu'a faut voir : ^ : . :
Sur les préparations vitales y les globiilcs rouges normaux paraissent pn jaune clair et homogènes. Les globules blancs ont leurs granulations ou leurs îioyaux régulièrement colorés. Les hématies granuleuses contiennent des chapelets de fines granulations, plus ou moins disposées en réseaux ou groupées en amas.
Sur les prèparaiions hémolysanteSy les hématies granuleuses se distinguent des hématies normales en ce qu'au lieu d'être limitées sipnplement par un trait faiblement coloré, elles sont remplies d'une fine poussière serrée de granulations colorées en rose. . Les globules blancs ont leur noyau coloré en bleu ou en violacé et leurs granulations neutrophiles apparaissent avec un aspect réfringent, •
On fera un pourcentage relatif sur plusieurs champs microscopiques en comptant le nombre des hématies normales et t;elui de? hématies granuleuses.
Ce qu'il faut dire :
Si le nombre des hématies granuleuses dépasse 5 à lo p. loo, il y a de fortes présomptions pour que l'ictère soit un ictère hémoly tique. On cherchera alors la cause de la destruction globulaire en étudiant soit le pouvoir hémolytique du sérum, soit l'état de plus ou moins grande fragilité des hématies aux solutions hypotoniques. Ainsi, la recherche des hématies granuleuses, procédé simple et élémentaire, à la portée de tout praticien, fournit de très précieuses indications dans le diagnostic souvent si difficile des ictères hémoly tiques que l'examen hématologique complétera dans la suite.
Recherche de la viscosité du sang
Pe récentes recherches ont attiré l'attention sur la viscosimétrie du saing. Pratiquement, rien n'est plus facile que de connaître la viscosité du sang.
Ce qu'A faut :
I® Un viscosimètre de Hess. Le vîscosimètre de Hess se compose d'un double tube capillaire réuni en U ; à la courbure de ru s'adapte une poire d'aspiration V. Le 'schéma ci-après suffît pour nous faire voir la situation du robinet H et la graduation des tubes K^ et K^. La partie terminale de F peut se déftacher du tube capillaire ; c'est le tube récepteur ;
2® De l'eau distillée, de l'ammoniaque. Deux flacons contenus dans le viscosimètre sont destinés à cet emploi. La, boîte contient,
Fig. 51. — Vîscosimètre de Hess.
de plus, de fins- tubes récepteurs et quelques gros tubes pour l'eau ; .
3** Du sang recueilli au doigt à l'instant même.
Ce qu'il faut faire :
I® Remplir le tube K^ d'eau distillée jusqu'en O. Pour cela, remplir un gros tube d'eau distillée, en fermant une extrémité au doigt pour empêcher l'écoulement ; l'appliquer à l'extrémité de E, ouvrir le robinet H en aspirant avec V, jusqu'à ce que l'eau ait rempli le tube E jusqu'à O. Fermer alors le robinet H ;
2* Recueillir le sang après lavage du doigt à l'éther et piqûre à la lancette. Quand une grosse goutte suinte, on la recueille par capillarité dans un tube récepteur. Ce tube récepteur rempli, on l'applique par son extrémité dilatée sur le tube capillaire K^ de façon que le sang vienne entièrement recouvrir Textrémité
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du tube capillaire, et il est maintenu à cette place par une pince fixe ;
3® Sans perdre de temps, aspirer avec V, jusqu'à ce que. le sang pénètre au du tube K^ ;
4® Ouvrir le robinet S ;
5* Aspirer en même temps dans les deux tubes, jusqu'à ce que le sang atteigne la graduation du tube K^.
Ce qu'il faut voir : /
Cesser Taspiration, et lire le degré où Teau est arrivée pendant le même temps et avec la même aspiration. Ce degré désigne rîndex vîscosî métrique.
On comprend dès lors le principe, on compare la viscosité du sang à travers le capillaire avec celle de l'eau distillée.
Après l'opération, refouler Teau dans le tube K^ jusqu'au et le sang dans le tube K^, jusqu'à ce qu'il soit entièrement expulsé.
Laver alors par aspiration et refoulement le tube K* et le tube récepteur avec de l'ammoniaque. Les liquides sont recueillis à l'extrémité du tube capillaire avec un linge fin. Laisser toujours de» l'ammoniaque dans le tube K^ après l'emploi, de façon à empêcher l'encrassement du capillaire.
Gomme précautions nécessaires :
Opérer vite, éviter les bulles d'air, opérer de préférence toujours à la même température et à la même heure de la journée.
Ce qu'il faut dire :
Normalement, la viscosité oscille entre 3,8 et 4,5.
Si la viscosité est augmentée, l'index est au-dessus de 4,5.
SI la viscosité est diminuée, l'index est au-dessous de 3,8.
Les causM de diminution de la viscosité sont, en général, l'anémie globulaire, l'augrmentatîon de l'hydrémie, la diminution du taux d'acide carbonique, l'hypoglycémie ou l'hypo-uricémîe.
Les causes d'augmentation sont ces influences inverses*.
1. Nous recommandons à nos confrères que cette question intéresse de consulter le livre de Martinet ; Pressions artérielles et viscosité sanguine, Parîg, 1912.
La speotroscopie
La spectroscppie est un moyen utile pour reconnaître certaines substances, telles que Turobiline, le pigment biliaire, l'hémoglobine, Toxy hémoglobine, etc.
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Fig. 52. — Bandes d'absorption au spectroscope. En strié, les bandes obscures.
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Ce qu'il faut :
' I® Un spectroscope à vision directe à main. 11 se compose de deux tubes : l'un renferme un système de prismes et de lentilles, pour la production du spectre, l'autre reçoit le premier et présente à son extrémité une fente que l'on réduit ou que l'on agrandit à l'aide d une vis ;
2^ Un liquide à examiner. 11 doit être tfensparent et peu coloré. On réalise ces conditions en le filtrant et en le diluant Ji l'aide d'eau distillée ; -
3® Pour examiner le liquide, on le mettra de préférence dans une petite cuve à faces parallèles, en verre, livrée en même temps que le spectroscope.
Ce qu'il faut faire :
I** Régler Tappareil. Pour cela, enfoncer le premier tube dans le second jusqu'au fond et en ouvrir au maximum la fente. En appliquant l'œil à l'autre extrémité de l'appareil, fixer un mur blanc pour avoir la lymîère réfléchie. Orienter l'appareil de façon que dans le spectre le rouge soit à gauche et le violet à droite. Rechercher, en tirant le tube, le point oh le spectre est le plus net. Tourner ensuite la vis pour rétrécir la fente jusqu'à ce qu'apparaissent les lignes noires du spectre ;
a* Glisser Ja cuve contenant le liquide à examiner devant l'appareil .
Ce qu'il faut voir et. dire :
Sans nous lancer dans une description inutile, nous nous contenterons de reproduire le schéma précédent pour localiser les raies noires d'absorption dans le spectre.
CHAPITRE III CYTOLOGIE. — HISTOLOGIE
Examen oytelogique d'un épanehement pleural
L'examen cytologique d'un liquide pleural peut mettre sur la voie du diagnostic éfîologique. S'agit-il ou non d'une pleurésie tuberculeuse ? 1 /examen cytologique fournit des arguments de présomption en faveur du diagnostic étîologique, mais il ne faudrait cependant pas croire que le clinicien peut en espérer une notion de certitude et une conclusion toujours exacte. L'examen cytologique fournit un renseignement qu'il faut joindre au faisceau des signes cliniques pour lui attribuer sa juste valeur ; îl
n'a pas de signification en tant que signe isolé. , f
Ce qu'il faut :
I** Dix centîmotres cubes de liquide pleural venant d'être ponctionné ; le liquide de ponction exploratrice est préférable au liquide de pçnctîon évacuatrice ;
2** Un flacon contenant environ 20 centimètres cubes en verre épais. Ce flacon sera bouilli et bien sec ; on y versera environ une trentaine de petites perles de verre ou quelques cristaux de citrate de soude ;
3* Un centrîfugeur à main, avec ses tubed coniques, lavés et secB, On peut se passer au besoin de centrîfugeur, en laissant
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Liquide d'épanchement pleural mécanique. Hydrothorax cardiaque. Entre des hématies en rouge et des leucocytes polynucléaires, on voit des grandes cellules endothéliales à noyaux arrondis et des placards d'endothélium pleural.
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Pleurésie aiguë rhumatismale. Polynu- Pleurésie tuberculeuse séro-fibrineuse. cléaires, globules rouges, un hématophage. Lymphocytose dominante.
A. Maloint et fils, Èdii.
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déposer le liquide dans des tubes coniques maintenus dans la position verticale pendant a4 heures ;
4^ I^es lames et des pipettes ;
5'' Alcool-éther :
Alcool absolu l àà.
Ether sulfurique )
6* Bleu de toluidino à i p. loo en solution aqueuse ou de rhématéine et de Téosine.
Ce qu'il faut faire : ».
I® Agiter pendant dix bonnes minutes le liquidé pleural dans le flacon à perles de verre pour défibriner. II est utile de boucher ce flacon avec un bouchon de caoutchouc ou de liège fin ; ne pas se contenter d'un bouchon de coton ;
2® Verser 5 à to centimètres^ cubes de ce liquide dans un tube à centrifuger. Equilibrer avec un tube également rempli d'eau. Centrifuger un quart d'heure ;
3® Renverser le tube conique qui contient le liquide pleural ; le liquide s'écoule, mais le culot reste collé au fond dû tube. Le tube est maintenu le fond en haut. Une pipette, dont l'effîlure a été cassée au préalable, est introduite de bas en haut dans le tube conique et vient frotter le fond du tube à son intérieur. Le culot de centrifugation pénètre dans le tube par capillarité. Il n'est pa9 liéuessaire d'aspirer à la pipette ;
. 4® Déposer le culot d^ centrifugaiion sur une ou deux' lames, en rétalaht légèrement ;
5** Sécher en agitant. Fixer en versant de Talcool-étheir, 5 minutes, sur la lame. Sécher, puis colorer ensuite 5 minutes avec du bleu de toluîdîne. Laver à l'eau, sécher, examiner à l'objectif à immersion à huile.
Ce qu'il faut voir :
^'*' Des globules rouges en vert pâle ;
2* Des lymphocytes ; noyau violet, mince bordure de . protoplasma ;
3** De* polynucléaires : noyau trilobé violet, protoplasma .vert pâle ;
4^ Des éosinophiles : le protoplasma est occupé par de ^ros grains non colorés ;
5^ Des cellules endothélialès : grands placards bleus occupés par de gros noyaux arrondis, violet foncé ; souvent plusieurs cellules endothélialès se fusionnent a^i point que les limites cellulaires ne sont pas visibles. Le protoplasma est vacuolaire si la cellule est détachée depuis un certain temps ;
6* Celluleis cancéreuses^ : noyaux très colorés, très irréguliers souvent en karyokinèse ; protoplasma très vacuolaire ;
7® Macrophage : grandes cellules contenant à leur intérieur soit un leucocyte, soit des débris de leucocytes ou d'hématies.
Ce qu'il faut dire :
Epanchement aigu :
Prédominance polynucléaire, macrophages, globules rouges = pleurésie aiguë pneumogène ; rarement, il s'agît de tuberculose (mais le fait est possible).
Prédominance lymphocytaire, avec quelques cellules endothélialès et quelques globules rouges r= pleurésie tuberculeuse le plus souvent ; cependant, certaines pleurésies chroniques non tuberculeuses (syphilitique, cardiaque) peuvent avoir des formules semblables.
Prédominance éosinopjiile = pleurésie aiguë quelquefois tuber-
Epanchement chronique :
Prédominance lymphocytaire et endothéliafe s; ]^uxésie tuberculeuse souvent serondaire à une lésion pulmonaire.
Prédominance endothéliale, quelques globules rouges et qu^^ ques lymphocytes = hydrolhorax mécanique (cardiaque ou rénal).
Nombreux globules rouges, cellules endothélialès, cellules cancéreuses = cancer pleuro-pulmonaire.
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II est nécessaire de suivre l'évolution de la formule cytologique, car un épanchément à polynucléaires au début peut rapidement devenir lymphocy taire et ainsi dévoiler sa nature tuberculeuse.
Numération des éléments cellulaires dans le liquide céphalo-rachidien
Ce qu'il faut :
I** Du liquide céphalo-rachidien frais et non centrifugé ;
2* Du bleu polychrome ou du cristal -violet ;
3** Une cellule de ISageotte. La cellule de Nageotte se compose d'une cellule de verre d'une profondeur de i millimètre. Sur son fond est gravé un quadrillage qui mesute lo millimètres de côté, divisé on bandes de t/4 de millimètre de large. Au niveau du quadrillage, la contenance de la cellule est de loo millimètres ^ cubes.
On peut en Tabsence de cellule de Nageotte utiliser la côllule de rhématimètre Malassez dont les loo rectangles correspondent à I millimètre cube.
Fig. 53. — Cellule de Nageotte.
Ce qu'il faut faire : .
1* Agiter le liquide recueilli de façon à empêcher le dépôt des éléments cellulaires. On ajoute une petite goutte de bleu polychrome de façon à faiblement teinter le liquide ;
2** Verser le liquide ainsi teinté dans la cellule 3e Nageotte, qui doit être remplie et recouvrir d'une lamelle ;
y Attendre lo minutes pour laisser déposer les éléments ; 4^ Examiner avec un objectif faible et un oculaire fort. Faire la mise au point en remontant, savoir que l'on peut facilement briser la lamelle qui recouvre la cellule avec l'objectif.
Ce qu'U faut voir:
Les leucocytes sont colorés en bleu, contrairement aux globules rouges qui sont à peine colorés. On comptera 6 divisions au centre du quadrillage et 6 à chaque extrémité, ce qui fait i8 divisions sur les 4o que porte Tappareil. Or, les 4o divisions correspondent à loo millimètres cubes, les i8 équivaudront à 45 millimètres cubes.
Dénommons par x le chiffre de leucocytes numérés dans i8
divisions. ~ = la quantité de leucocytes par millimètre cube.
Ce qu'il faut dire :
Normalement, le liquide contient i/5 à i,5 de lymphocytes par millimètre cube.
Si le chiffre de leucocytes dépasse 3 par millimètre cube on peut dire qu'il existe une réaction méningée.
Cette méthode permet de suivre par la cytologie quantitative révolution des méningites aiguës ou chroniques.
Cyto-diagnostic gastrique
Ce qu'il faut :
I® De quoi faire un lavage d'estomac ;
2® Du sérum chloruré sodique ;
3® Un centrifugeur à main avec des tubes à centrifuger ;
4° Du bleur de méthylène ou du bleu polychrome ; -
5° Un microscope avec immersion et des lames.
Ce qu'il faut faire :
I* Retirer le liquide à jeun et faire un lavage d'estomac à l'eau jusqu'à ce que le liquide revienne clair ;
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2* Alors introduire dans la sonde un demi-litre de la solution chlorurée sodique ;
3^ Pendant quelques minutes, faire une malaxation légère de la région épigastrique avant de retirer le liquide contenu dans Testomac ;
4** Retirer le liquide, le laisser déposer une heure, puis décanter et centrifuger 10 minutes les portions les plus inférieures;
6* Recueillir ensuite, comme pour la cytologie, le culot de dépôt, l'étaler sur lame, le fixer et le colorer au bleu, sécher et examiner à Fimmersion.
Ce qu'il faut voir et dire :
A Vétat norrnali on ne trouve que quelques cellules épithéliales.
Il en est de même pour les dyspepsies anorganiques.
Lorsqu'on voit des cellules altérées et des leucocytes polynucléaires en grande abondance, on peut penser à une gastrite ou à un ulcère.
Dans le cancer, on constaterait souvent les mêmes cellules avec, en plus, des cellules volumineuses, trapues, bien colorahles, donnant la réaction glycogénique, et des globules rouges.
Le zymo-diagnostio de Noél Fiessinger et Pierre-Louis Marie
Le zymodiagnostic est une méthode de diagnostic qui consiste à dépister la nature des éléments leucocytaires d'un épanchement ou d un pus quand le diagnostic cytologique est impossible par suite d une leucolyse intense des éléments épanchés. Il se base sur ce fait que les polynucléaires et les myélocytes possèdent, contrairement aux éléments de la série lymphoïde, la propriété de digérer Talbumine coagulée.
Des tubes ou bien des plaques de Pétri, contenant soit de Talbumine coagulée en couche inclinée, soit du sérum de bœuf coagulé pour la culture du bacille de Lœfler ;
Des bouchons de caoutchouc ; Une étuve à 4o® ou à 5o®.
Ce qu'U faut faire :
Centrifuger le pus ou lexsudat à examiner ;
Recueillir h la pipette fine le culot de centrifugation ;
Déposer ce culot en gouttelettes isolées sur le milieu albumineux ;
Fermer le tube au coton, puis au bouchon de caoutchouc ;
Le déposer horizontalement dans Tétuve de façon à éviter la coulée et la fusion des gouttes ;
Attendre 24 heures ;
Pour éviter le développement des microbes, on peut verser une ou deux gouttes de formol sur le bouchon de coton, ce qui n'empêché pas l'action des ferments.
Ce qu'il faut voir :
Si le zymodiagnostic est positif, Taction du ferment se manifeste par une liquéfaction du milieu. Au niveau de chaque goutte est apparue une cupule arrondie et souvent profonde.
Si le zymodiagnostic est négatif, le milieu a conservé son niveau plat.
Ce qu'U faut dire :
Cette recherche des ferments des leucocytes peut conduire au diagnostic de la nature de ces éléments, une différence capitale séparant polynucléaires et lymphocytes. De là, nous en arrivons k penser que l'étude des ferments leucocytaires peut fournir les mêmes renseignements utiles que le cytodiagnostic des épanchements des séreuses. Nous tenons à insister sur un point : V étude des zymases leucocytaires ne peut en aucune façon remplacer le cytodiagnostic. La physiologie biochimique cède le pas à la morphologie ; mais, dans les cas où cette morphologie tst en défaut, par suite de la désagrégation leucocytaire, le diagnostic par les zymases peut résoudre un problème clinique autrement insoluble.
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Il résulte de nos études comparatives que, au cours des pleur résies séro-fibrineuses chez des tuberculeux pulmonaires, au cours des pleurésies tuberculeuses primitives, des hydrolhorûx) des ascites cirrhotiques, des méningites syphilitiques, le pouvoir protéoly tique est négatif.
' Au contraire, dans les pleurésies aigiiës non tubèrcvthuses, dans les pleurésies suppurées aiguës, dans les méningites aiguës cérébro-spinales épidémiques ou à pneumocoques, le pouvoir protéoly tique est marqué. '
En somme, le pouvoir protéoly tique appartient exclusivement aux exsudais à polynucléaires et fait défaut dans les exsudais à lymphocytes.
Ainsi Tétude des ferments ne serait d'aucune utilité, si le cytodiagnostic pouvait renseigner d'une manière constante. Mais ce cytodiagnostic peut se trouver en défaut par suite des altérations leucocytaires (désagrégation, pycnose) qui gênent l'observation.
Alors le zymodiagnostic constitue un adjuvant très utile du cytodiagnostic J 11 peut le remplacer en cas de profonde cytolyse des éléments figurés.
Lorsque le pus possède un pouvoir protéoly tique très accusé, on doit l'attribuer à la présence des polynucléaires, et par contre, si le pouvoir protéoly tique fait défaut, à l'absence de ces mêmes polynucléaires dans le pus. On voit de là la* conséquence pratique considérable que prend cette réaction. Le pus tuberculeux contient très rarement des polynucléaires ; il se distingue par là des autres pus aigus ou subaigus relevant d'une autre cause microbienne. 11 ne possède donc pas de ferment protéoly tique ; par contre, dans les abcès froids secondairement infectés ou traités par des injections modificatrices, l'épreuve de la digestion de l'albumine est toujours positive.
On peut conclure que toutes les supputations^ quel que soit leur siège, dues à des germes infectieux autres que le bacille de Koch possèdent un pouvoir protéolytique facile à mettre en évidence.
Fax contre, toute suppuration tuberculeuse non infectée et non
modifiée ne possède aucun pouvoir protéoly tique. Seulement, comme la moindre infection secondaire vient altérer les résultats, « on ne peut, en matière de suppuration, se baser d'une manière ferme sur les propriétés protéolytîques du contenu d'un abcès pour rejeter l'origine tuberculeuse de cet abcès. En d'autres termes, si une protéolyse négative possède une grosse valeur et permet de dire : abcès dû à un bacille de Koch, une protéolyse positive a une valeur beaucoup moindre et ne permet pas de conclure à l'absence du bacille de Koch »,
S. Roubacheff (de Karkoff) confirme nos constatations au sujet du zymodîagnostic.
Technique de Besançon et de Jong pour l'examen histo-ohimique des oraohats
Bezançon et De Jong ont récemment préconisé une technîqjue histo-chimique des plus simples pour l'analyse des crachats^.
Ce qu'il faut :
I* Un ou plusieurs crachats récents. On recueille les crachats de préférence dans une boîte de Pétri stérilisée, ou, à son défaut, dans lin pot à pommade bien propre, bouilli et bien sec ;
2® De l'acide chromique à i p. loo dans un flacon Borrel ;
3® Du bleu polychrome et de l'alcool à go® ;
4** Des lames, lamelles et microscope aveo objectif à immersion et éclairage artiûciel ;
5® Un fil de platine.
Ce qu'il faut faire :
Prélever une petite parcelle de crachat avec le fil de platine flambé. On le porte sur une lame bien propre et on étale, avec le fil de platine, en couche aussi mince que possible.
1, Nous renvoyons le lecteur pour une étude documentée au remarquable ouvrage de ces auteurs : Traité de Veœamen des crachats, Masson, 1913.
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Sécher le crachat par agitation de la lame à Tair, comme pour une lame de sang.
Plonger la lame une à deux secondes dans la solution chromique.
Laver à l'eau.
Déposer ensuite sur la lame quelques gouttes de bleu polychrome pendant a à 3 minutes.
Laver à Teaù. Différencier rapidement en versant quelques gouttes d'alcool à go*.
Laver une dernière fois à l'eau et sécher rapidement en agitant à l'air.
Examiner ensuite à l'immersion avec éclairage Abbe et lu* mière artiGcielle.
Ce qu'il faut voir :
I* Napjpe mal limitée, continue, trouée de bulles d'air, de couleur violet-rouge, sans aucune striation = mucus hyalin,
2^ Aspects réticulés en écheveaux de fibrilles, presque parallèles ou entremêlées comme un écheveau embrouillé. Ces fibrilles ont la même couleur violet-rouge par le bleu polychrome et à la lumière artificielle. Ce sont, comme l'ont montré Bezançon et De Jong, non des filaments de fibrine, mais un mucus différencié ;
3® Des gouttes plus ou moins agglutinées et homogènes, se colorant par le bleu polychrome en violet bleu ou lilas clair = exsudais séro-albumineûx ;
4'' Des éléments cellulaires :
Cellules allongées avec un pied et un plateau de cils = cellules bronchiques.
Cellules du volume d'un mononucléaire moyen à noyau rond au centre = petites cellules alvéolaires.
Grandes cellules avec des grains noirâtres dans le cytoplasme = macrophages pigmentaires.
Grandes cellules* avec des grains verdâtres dans le cytoplasme = cellules cardiaques.
Globules anucléés et coloré» en vert = hématies.
Polynucléaires à protoplasma bleu pâle == polynucléaires neutrophiles.
Polynucléaires ou mono- à grosses granulations blanches (que la coloration à Téosîne fait voir fortement colorées en rouge) = polynucléaires éosinophiles.
Ce qu'il faut dire :
Lé mucuÈ hyalin se voit dans les processus aigus infectieux ou dans Texacerbation du processus chronique. Il prédomine dans les crachats pneumoniques, dans Texpciôtoration des congestions pulmonaires et de l'emphysème.
Le mucus fibrillaire, surtout à la période de résolution des bronchites, des pneumonies, des broncho-pneumonies et congestions pulmonaires. D'après Bezançon et De Jong, les crachats de pneumonie ne contiennent pas de fibrine, mais seulement du mucus. L'analyse histo-chimique de rexpectoration ne permet aucune hésitation.
L'exsudat séro-alhumineux s'observe dans les crachats d'oedème pulmonaire, de pneumonie au début, dé congestion pulmonaire aiguë au début, de congestion chronique avec œdème, de bronchite avec œdème chez lès albuminurîques.
Les cellules bronchiques dans les bronchites.
Les cellules alvéolaires dans les congestions pulmonaires, pneumonies, etc.
Macrophages pigmentaires dans les résolutions de foyers pulmonaires.
Cellules cardiaques dans les stases veineuses d'origine cardiaque.
Hématies dans les bronchites aiguës ou les congestions pulmonaires.
Polynucléaires neutrophiles dans toutes \e^ expectorations opaques.
Polynucléaires éosinophiles dans l'asthme.
CYTOLOGIE. - HISTOLOGIE 189
Examen histologique extemporané d'une biopsie
L'examen d'une biopsie peut fournir souvent de très précieux renseignements pour le diagnostic de tumeurs douteuses. Le praticien, pour plus de sûreté, divisera sa pièce recueillie en deux parties : l'une qu'il conserve pour en faire lui-même un examen histologique extemporané, l'autre, qu'il, envoie dans un laboratoire pour qu'on fasse l'examen sur des coupes fines après inclusion à la paraffine qui demande souvent plusieurs jours. Notre; technique est très simplifiée, c'est elle que nou« avpns utilisée dans Un laboratoire sans installation coûteuse et sans crédit.
Ce qu'il faut :
I® La pièce recueillie (bourgeon, excision, biopsie ganglionnaire) doit être de petites dimensions, 4 à 5 millimètres de côté . sur 2 d'épaisseur. On la fixera 2 à 3 heures dans une solution de formol :
Formol du commerce à 40 p. 100. 10 grammes.
Ean salée à 7 p. 1000 .... 100 . —
On lave eRSuiie 10 minutes dans l'eau courante ;
2** Un microtome à main (microtome de Ranvier), ou mieux un microtpme automatique à congélation et un rasoir à face plane bien aiguisé ;
3® Un bouchon et deux verres de montre ;
4® Un tube de chlorure d'éthyle ou de méthyle ;
5° Ce qu'il faut pour examiner au microscope : lame, lamelle, microscope, obj. 4-6 ;
6® Ce qu'il faut pour colorer avec un bleu : ou bien bleu de toluidine, ou bien bleu polychrome ;
7® De la glycérine.
Ce qu'il faut faire :
I** Sur le bouchon, creuser sur une place plane deux rainures en croix ; y déposer une goutte d'eau distillée et sur la goutte la! pièce à couper qui sera disposée sur le point d'entrecroisement de la croix. Monter le tout dans le microtome.
2® Diriger sur la pièce à couper un jet de chlorure de méthyle en évitant de Tqnvoyer de trop près pour ne pas déplacer la pièce. En soufflant sur la pièce, on obtient bientôt une congélation complète, la pièce est alors flxée sur le bouchon par la glace de la goutte d'eau. On peut couper ;
3® Les coupes sont faîtes à la main ou au mîcrotome, et le plus mince possible. Elles se fixent d'elles-mêmes sur le rasoir. De temps en temps, quand la pièce se ramollit, on la réfrigère avec un nouveau jet de chlorure d'éthyle ;
4® Les cQupes sont ensuite balayées au doîgt sur le rasoir et déposées dans un des verres de montre rempli d'eau distillée ;
5** On prend sur une aiguille ou un stylet les plus fines de ces préparations et on les porte dans le verre de montre qui contient le bleu de toluidine ou le bleu polychrome dilué, pendant 5 minutes ;
6** Après cette coloration, la préparation est soigneusement lavée dans le verre de montre d'eau distillée, à laquelle on ajoute quelques gouttes d'alcool si la coloration est trop intensive, puis dans l'eau simple ;
7® Déposer la préparation sur une lame recouverte d'une goutte de glycérine pure, on recouvre d'une lamelle et on examine avec ou sans lutage à la paraffine ou à la bougie.
Ce qu'il faut voir et dire :
Le compte rendu- complet de l'examen nous entraînerait trop loin, on consultera sur ce sujet les traités classiques d'histologie et surtout les figures. Il ne s*agit plus alors de technique, mais de connaissances théoriques.
t Technique simplifiée pour l'examen histologique d'une pièce anatomique ou d'une biopsie
I** La fixation et l'inclusion a la paraffine.
Pour pratiquer l'examen histologique d'une pièce ou d'une biopsie, il faut en pratiquer des coupes très fines et pour cela, il est nécessaire de faire une inclusion dans la paraffine.
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Ce qu'il faut :
I* Une pièce anatomique ou une biopsie. On utilisera surtout le» pièces fraîches et non cadavérisées ; on enlève soigneusement une mince tranche, épaisse de i à a millimètres au plus, large de a à 3 centimètres sur autant de long.
Pour obtenir cette tranche, îl faut se servir d'un rasoir fraîchement aiguisé pour éviter toutes déchirures des tissus ;
2^ Un fixateur ; nous recommandons plus spécialement la fixation dans le liquide suivant :
Formol du commerce & 40 p. 100. . 20 grammes. Sérum chloruré sotlique à 6 p. 1000. 100 —
3* De l'alcool dénaturé à go"* ;
4" De l'alcool absolu chimiquement pur ;
5* Du xylol ;
6« De la paraffine à 54* ;
7® Une étuve à paraffine réglée à 56* ; faute d'étuve on peut utiliser la platine chauffante sur veilleuse en surveillant la capsule de façon à maintenir toujours une partie de paraffine en fusion ;
8® Un moule à couler la paraffine, en plomb et une plaque de verre épais.
I^'atcool et le xylol sont déposés dans des flacons è col court, bouchés à l'émeri et séchés soigneusement avant le remplissage. En pratique, pour éviter Tencombrement par des flacons inutiles, nous ne recommandons pas l'emploi des solutions d'alcool-xylol, et de xylol-paraffine.
Ce qu'U faut faire :
I* Dans un flacon à large embouchure, on verse environ lo centimètres cubes du fixateur formolé, et on y dépose la pièce sans l'écraser entre les mors de la pince.
Le séjour dans le fixateur ne dépassera pas ai heures. Le formol risque d'abîmer les pièces qui y séjournent plus longtemps ;
a® Après a4 heures de fixation, on verse le formol et on lave la pièce à l'eau courante. Pour ce faire, recouvrir le flacon d'une
couche de gaze que Ton tend et que Ton fixe, en passant et en liant un fil autour du col du flacon et déposer sous un robinet qui laisse couler un filet d'eau. La gaze empêche la pièce de s'écouler avec l'eau de lavage. Continuer le lavage de 5 à lo heures ;
3° La pièce fixée est déposée dans Talcool à 90® dénaturé, où elle peut séjourner auBsi longtemps qu'il est nécessaire avant les autres manipulations.
Si le praticien ne peut pratiquer l'inclusion, c'est à ce temps qu'il arrête sa technique, et la pièce doit arriver au laboratoire dans lalcool à 90* après fixation formol ce et lavage ;
4° Quand on continue l'inclusion, la pièce qui a séjourné au moins 12 heures dans Talcool à 90**, est portée dans le flacon d'alcool absolu.. Comme nous avons supprimé les flacons intermédiaires, il est nécessaire de né pas porter trop l'alcool à 90® dans l'alcool absolu, pour maintenir ce titre le plus longtemps possible. Voici comme je conseille de procéder : à la sortie de l'alcool à 90", porter délicatement la pièce quelques secondes sur un papier buvard, le temps de faire (disparaître l'alcool en trop qui entoure la pièce, et ceci pour chacune des deux grandes faces de la pièce. Essuyer les mors de la pince. Porter la pièce dans l'alcool absolu. Cet alcool absolu peut rester à peu près à ce titre pour une durée d'un à deux mois et pour une trentaine d'inclusions, quand on a soin d'employer notre technique. Séjour dans l'alcool absolu : 2 à 3 heures ;
5° Retirer la pièce, même dépôt sur le buvard et la porter dans le xylol. Si le xylol se trouble, c'est que l'àlGool n'est pas absolu. Alors, verser l'alcool désabsolu dans un récipient, qui servira pour les alcools de lavage, sécher le flacon sur le fourneau, l'essuyer avec soin, remettre de l'alcool absolu, y porter la pièce qui a attendu dans le xylol après l'avoir déposée sur le buvard. Si le xylol ne se trouble pas, y laisser la pièce ï à 2 heures, elle doit devenir noire et transparente si la pénétration du, xylol se fait. bien. En cas d'aspect opaque, remettre dans l'alcool absolu ;
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6® La pièce, rapidement séchée au buvard, est portée ensuite dans un récipient qui, dans Tétuve à 56**, contient de la paraffine pure fondue. La température de l'étuve est surveillée, elle ne doit pas dépasser 67° pendant les 2 heures d'inclusion ;
7*^ Les deux pièces du moule à paraffine, soigneusement en contact et couchées sur la lame de verre, nous donnent la cavité à mouler. On la remplit d'une paraffine fondue contenue dans l'étuve, ce ne sera jamais la paraffine qui contient la pièce, et immédiatement, avant d'attendre le refroidissement, avec une pince dont les mors ont été chauffés sur un bec de gaz, on saisit la pièce dans l'étuve et on la porte dans la paraffine liquide du moule, on l'oriente ensuite de façon à faciliter les coupes ; 8** Il est nécessaire de refroidir la paraffine pour éviter la cristallisation. On porte le moule dans un endroit frais, dans un récipient qui contient de l'eau, mais en évitant que l'eau ne vienne submerger la paraffine. Il se fait bientôt à la surface de la paraffine un voile blanchâtre. ; il faut alors . refroidir plus vite en portant toute la pièce que l'on submerge dans un verre d'eau sous un robinet qui coule. Après 20 minutes, la paraffine e3t solidifiée, on peut facilement détacher le moule et la J)laque de verre. Le bloc de paraffine peut être conservé indéfiniment et peut être envoyé, où l'on veut faire pratiquer les coupes. Il ne doit pas contenir de bulles d'air, quand la technique est soigneusement surveillée. Toute cette opération nous a demandé à peine quelques heures ainsi disposées.
1*' jour, à 9 heures par exemple : fixation.
2* — — lavage à leau jusqu'à 3 heures.
A 3 heures, alcool à 90^.
3* jour, à 9 heures, alcool absolu.
A II heures, xylol ;
A I heure, paraffine ;
A 4 heures, inclusion.
Chaque opération demande à peine quelques secondes^ et entre 9 heures et 11 heures, et entre i heure et 4 heures, on peut facilement vaquer à ses occupations.
194 DIAGNOSTICS B]OiX>G]QUES EN CLIENTÈLE
a® La coups.
Nous avons vu comment on obtenait une inclusion dans la paraffine. Reste à couper et à colorer.
Ce qu'il faut :
I** Un microtome à bascule ou un mîcrotome Minot ; a® Un rasoir à microtome, bien aiguisé, à grosse lame ; 3® Des aiguilles à dissocier montées ou des bistouris ; 4^ Des lames ;
5® Une solution de gélatine dans l'eau bouillie à i p. 200, obtenue à chaud ;
6® Une solution de bichromate de potasse à 2 p. 100 ; 7* Une platine chauffante.
Ce qu'il faut faire :
I® Monter le bloc de paraffine sur le porte-objet du microtome. Le bloc de paraffine bien équarri est déposé sur le porteobjet chauffé au bec Bunsen, et refroidi sur un courant d'eau froide. Le porte-objet est alors fixé sur le microtome au-dessus du rasoir, de façon qu'une des faces du bloc de paraffine soit bien parallèle au rasoir ;
2* Le microtome est réglé de façon à débiter des coupes au i/ioo de millimètre. Ces coupes sont exécutées' jusqu'à ce que la pièce soit entamée ;
3® Alors, avec une aiguille à dissocier, soulever l'extrémité inférieure du ruban de paraffine formé par le débit du microtôme en l'éloignant de l'appareil à mesure que l'appareil fonctionne. Quand le ruban atteint 10 centimètres de long, le déposer sur une feuille de papier ;
4® Préparer de la gélatine bichromatée : verser dans un godet quelques centimètres cubes de la solution de gélatine et y ajouter deux gouttes de bichromate de potasse ;
5" Etaler avec un pinceau cinq à six gouttes de gélatine bichromatée sur ces lames préparées pour recevoir la coupé ;
6® Avec un scalpel, couper le ruban de paraffine en petits
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segmenU de 3 à 4 centimètres de long, que l'on porte ensuite avec les aiguilles à dissocier sur les lames recouvertes de gélatine bichromatée ;
7® Porter ces lames sur la platine chauffante, dont la température doit être aux environs de 5o®, et attendre quelques minutes, que le ruban de parafûne chauffé se déplisse de lui-même sur le niveau de la gélatine. Eviter la fusion du ruban de. paraffine ;
8® Quand le ruban est bien déplissé, faire couler par capillarité sur un linge fin porté au coin de la lame la gélatine bichromatée en maintenant en place, si nécessaire, la paraffine avec une aiguille ;
9® Quand la solution gélatineuse est écoulée, déposer les lames à la lumière, la paraffine en bas, en les appuyant à un bout sur un agitateur en verre. Attendre 20 heures. Après ce temps, la préparation est fixée sur la lame et peut être colorée.
3° La coloration et le montage.
Les préparations obtenues après la coupe et le collage sont fixées sur la lame mais se trouvent encore enrobées de paraffine.
Ce qu'il faut :
I® Du xylol dans un flacon compte-gouttes ;
2* De l'alcool absolu ;
3*^ De l'alcool dénaturé ;
4** Une pissette d'eau ordinaire ;
5® De l'hématéine ou de Thématoxyline.
On peut à ce sujet se contenter de l'hématéine en solution préparée dans le commerce, ou bien faire soi-même une solution dliématéine ainsi :
Dissoudre à chaud i gramme d'hématéine dans 5o centimètres cubes d'alcool à 90® ;
Et ajouter cette solution à i.ooo centimètres cubes d'une solution d'alun de potasse à 5 p. 100 dans l'eau distillée.
Filtrer et attendre 8 à 10 jours avant l'emploi ;
6® De l'éosine à l'eau, solution à i p. 100 ;
7' Des lames, des lamelles ; 8^ Du baume du Canada.
Ce ^u'il iaut faire : .
I® Laver la préparation en versant du xylol, qui va dissoudre la paraffine ;
2^ Faire partir le xylol avec quelques gouttes d'alcool absolu, puis d'alcool à 90** ;
3" Laver à leau en attendant l'imbibition parfaite de la préparation. S'il reste de la paraffine, cette imbibition ne se fait pas, on repasse par des alcools et le xylol ;
4" Déposer sur la préparation quelques gouttes dliématéine. Colorer 5 à jo minutes suivant la force du colorant ;
5** Lavage à Teau. Séjour dans de l'eau pendant 10 minutes ;
6® Déposer sur la préparation quelques gouttes de solution éosinée, colorer 3 minutes ;
7® Laver à l'eau. Puis abondamment et rapidement à l'alcool à 90**. Essuyer les bords de la préparation. Dernier lavage à l'alcool absolu. Puis xylol. Le xylol doit éclaircîr toute l'étendue de la préparation, s! elle est bien déshydratée ;
8® Déposer une goutte de baume du Canada sur la préparation, recouvrir d'une lamelle, chasser les bulles d'air par la pression sur la lamelle avec un stylet ;
9® Attendre 24 heures avant un examen à l'immersion. Pour les examens à sec, il n'est pas nécessaire d'attendre la solidification du baume.
CHAPITRE IV COPROLOGIE. — UROLOGIE
Recherche des hémorpagies occultes dans les fèces à l'aide de la réaction à la benzidine
La recherche des hémorragies occultes dan» les fèces est à Vordre du jour depuis les travaux modernes d'Œttinger et Mathieu, en France. La réaction à la benzidine est couramment employée pour le diagnostic d'un grand nombre d'ulcères et de cancers latents du tube digestif et en particulier de Testomac. On peut facilement la remplacer par la méthode de Meyer ; «lie offre cependant un avantage sur la méthode de Meyer, celui de ne pas nécessiter la conservation d'un réactif liquide.
i" Des matières fraîches. Rejeter l'emploi des matières souillées de sang par des hémorragies hémorrhoïdaires. De plus, il est de toute nécessité que le malade qui fait le sujet de cette étude coprologique soit au moins depuis trois jours au régime lacté absolu ou lactovégétarien sans absorption de viande ni de bouillon. L'absorption de viande s'accompagne d'une réaction positive, c'est donc une cause d'erreur qu'il faudra connaître ;
2** Une teinture de benzidine. La benzidine est un produit pulvérulent que Ton trouve chez tous les droguistes. On prépare
un peu de teinture avant chaque réaction. Il suffît de projeter une pincée de benzidine dans ^un tube à essai contenant 2 à 3 centimètres cubes d'alcool à 90®. Pour activer la dissolution, il suffit de chauffer ce tube sur une lampe à alcool jusqu'à ébullîtîon ;
3® De l'acide acétique et de l'eau oxygénée du commerce fraîche.
C& qu'U faut faire :
I® Recueillir un peu de matières (gros comme une noisette) à examiner, avec un agitateur en verre. Les déposer dans le fond d'un verre à pied et diluer en mélangeant dans 5 centimètres cubes environ d'eau distillée ;
a® Ajouter à ce mélange IV gouttes d'acide acétique, agiter et verser quelques centimètres cubes de mélange dans un tube à essai très propre ;
3® Verser i centimètre cube environ de la teinture de benzidine dans le mélange acétique de fèces. Agiter et laisser tomber sur le tout II gouttes d'eau oxygénée (il ne faut pas dépasser cette dose, de façon à ne pas faire une réduction spontanée de la teinture) ; en cas d'hésitation, faire deux tubes d'épreuves, un contenant une faible dilution du sang recueillie au doigt, l'autre ne contenant que de l'eau distillée.
Ce qu'U faut voir :
Si les matières contiennent des traces infîmes de sang, elles prennent une magnifique réaction bleu de Prusse. Normalement, elles ne se colorent pas. Il peut arriver que certains petits filaments muqueux se colorent plus nettement durant la réaction, il s'agit souvent de petits amas de mucus sanglant, dont la signification est la même que l'hémorragie occulte.
Suivre la réaction tous les deux jours ou toutes les semaines s'il est possible. Il est facile par son intensité de se rendre compte des poussées aiguës des ulcérations et de suivre l'évolution des accidents sous l'effet du traitement.
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Ce qu'il laut dire :
Si la réaction est positive plusieurs fois chez un sujet à la dièt9 lactée : hémorragie occulte du tube digestif.
Eliminer en remontant les hémorragies rectales et intestinales. Savoir que certains cirrhotiques et ictériques peuvent présenter des réactions positives en dehors de tout processus ulcéreux (OEttinger-Triboulet) .
Si ces causes ne peuvent être incriminées, il est logique de s'arrêter au diagnostic de processus ulcéreux gastrique latent. Gô processus ulcéreux peut relever d'un cancer (hémorragies constantes et régulières), ou d'un ulcère latent (hémorragies intermittentes, disparaissant par le repos et le traitement) (OEttinger). Le praticien doit savoir que les ulcères latents sont très fréquents, cachés derrière une symptomatologie fruste de dyspepsie ou d'hyperchlorhydrie : la réaction à la benzidine les fait facilement dépister ; elle rend donc des services précieux dans la pratique courante et suffît toujours pour guider un traitement et fixer sur un pronostic.
Reoherohe de l'urobiline ou steroobiline par la technique de Morel et Polioard
L'urobiline doit le plus souvent être recherchée dans les urines ; mais il faut savoir que dans certaines circonstances il faut dépister sa présence dans le sérum ou les matières fécales. La technique que nous préconisons est celle de Morel et Policard.
Ge qu'il faut :
I** De l'alcool éthylique à 96^ ; 2** De l'acétate de zinc en cristaux ; I 3° Du chloroforme.
I Ce qu'il faut faire :
î I® Pour l'urine ou le sérum, ajouter tout d'abord son volume l'alcool éthylique. Pour les fèces, faire un extrait aqueux auquel m ajoute son volume d'alcool ;
2** Ajouter à ces mélanges hydro-alcooliqaes une pincée d'acétate de zinc en cristaux. Agiter, filtrer, et repasser sur le filtre jusqu'à liquide clair ;
3® Verser dans ce liquide i/io du volume de chloroforme et agiter vivement ;
4® Laisser déposer jusqu'à ce que le liquide soit parfaiternent clair.
Ce qu'il faut voir :
L'urobiline teinte, le chloroforme en rose fluorescent. Cette fluorescence est visible lorsqu'on dirige sur le tube un étroit faisceau lumineux. L'urobiline peut encore être dépistée par .l'exainen spectroscopique du chloroforme. *
Ce qu'il faut dire :
Dans les urines, la présence d'urobiline témoigne le plus souvent d'une insuffisance hépatique ou d'une résorption hématique. Dans les matières, la stercobiline n'a pas la même signification, elle peut chez l'individu normal résulter simplement d'une transformation intestinale du pigment biliaire. Néanmoins, sa présence permet d'affirmer la perméabilité des voies biliaires (Chauffard).
Étude de la digestion des hydrates de carbone par l'épreuve de la fermentation de Schmidt
Schmidt a isolé un syndrome clinique qu'il nomme « dyspepsie de fermentation ». Dans ces cas, les amylacés sont imparfaitement digérés ; pour les déceler dans les' matières, on utilisé la fermentation sous l'influence dçs microbes dans un milieu nutritif approprié en présence des sucs intestinaux. Les gaz ainsi dégagés par la fermentation peuvent donner une mesure de la quantité des amylacés qui ont échappé à la digestion.
Ce qu'il faut :
I** Mettre le malade pendant 4 jours au régime de Roux et Riva :
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Matin : un potage. Délayer deux cuillerées à soupe de farine de gruau d'avoine dans un quaxt de litre d'eau, puis le tout dans un quart de litre de lait bouîUaiit. Cuire lo minutes. Ajouter lo grammes de beurre. Sucrer ou saler.
Midi : 12b grammes de viande de bœuf finement .hachée à manger crue, en boulette, ou bien à faire frire, dans 20 grammes de beurre fondu tr^s chaud, pendant i minute ; 260 grammes de purée de pomme de terre au lait avec 10 grammes de beurre ; biscotte, 5o grammes ; demi -litre de lait en boisson ;
Soir à 7 heures : un potage de farine de gruau d'avoine comme le matin ; 2 œufs à la coque à peine cuits ; biscotte, 00 grammes ; demi-litre de lait en boisson ;
2" Prendre 5 grammes de fèces
de consistance moyenne, 8 grammes si elles sont liquides, 3 ou 4 grammes si elles sont dures. Mélanger avec de Teau jusqu'à consistance molle ;
3® Un appareil formé d'un flacon A de 3o centimètres cubes, bouché avec ' un bouchon de caoutchouc percé d'un orifice où passe un tube de verre C. Ce tube C passe à travers un nouveau bouchon de caoutchouc qui ferme un tube rempli d'eau E. Par un autre orifice de ce dernier bouchon passe un tube de verre F qui s'adapte à un deuxième tube H, qui reste vide et qui présente à son extrémité supérieure un trou, du diamètre d'une aiguille à tricoter ;
4° Une étuve à Sf,
Fig. 54.
Appareil de fermentation.
Ce qu'il faut faire :
I** Introduire le mélange de matières dans le récipient A, que l'on ferme en évitant la formation de bulles d'air ;
2** Porter l'appareil pendant 2/4 heures à l'étuve à 37®.
Quand la fermentation se produit, des gaz passent de A en E et de l'eau passe de E en H. On considère la réaction positive quand la moitié de l'eau E a passé en H.
Ce qu'U faut voir :
I® Noter la hauteur de la colonne d'eau en H ; ,
2® Déboucher le flacon et examiner la réaction au tournesol.
Ce qu'il faut dire :
1° Fermentation des hydrates de carbone réaction acide, odeur butyrique, grand et précoce dégagement gazeux ;
2" Putréfaction des albuminoïdes : formation tardive de gaz, réaction alcaline, odeur fétide, couleur foncée des matières, présence de cristaux, de phosphates ammoniaco-magnésiens en couvercles de cercueil.
Normalement : t^^s peu de production de gaz, la réaction des matières ne change pas.
Si déficit de l'intestin grêle (dyspepsie de fermentation de Schmidt), il y a fermentation des hydrates de carbone.
Dans le cas de lésions organiques de Tintestin grêle, la fermentation est beaucoup plus accusée que dans les troubles fonctionnels.
L'exploration des voies biliaires et de l'intestin par la réaction de Triboulet
La réaction de Triboulet s'obtient en faisant agir sur une certaine quantité de matières une dose définie du sublimé acétique. Cette réaction fournit des renseignements précieux surtout chez les enfants et les nourrissons.
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. I* Des tubes à essai ; 2® La solution suivante :
Eau distillée 100 centimètres cubes.
Sublimé 3 gr; 50.
Acide acétique 1 centimètre cube.
Ce qu'il faut faire :
I** Délayer dans un tube à essai rempli de lo à 20 centimètres cubes d'eau une quantité de matières égale au volume d'une noisette ;
2** Ajouter 10 gouttes de la solution de sublimé acétique, attendre ensuite a heures ;
3® Suivre cette réaction le plus possible en série, en recommençant tous les jours.
Ce qu'il faut voir :
Quatre types de coloration : rose, vert, jaune, blanc ou gris. Le mélange prend laspect liquide clair par dépôt, ou bien reste trouble ou très trouble.
II faut savoir qu'il existe un certain nombre de causes d'erreur. Certains jus de fruits, certains bonbons, le carmin et le charbon de Belloc peuvent colorer les matières et donner par le sublimé acétique des réactions que l'interrogatoire suffît à attribuer à leur véritable cause.
Ce qu'il faut dire :
A, D'apbès la couleur :
Vert : Abondance de bilirubine. C'est une réaction néanmoins normale chez le nourrisson au sein jusqu'à l'âge de 6 à 8 mois. Chez l'adulte, il s'agit de flux biliaire, et même, si le, liquide surnageant reste coloré en rose, le pronostic n'est pas mauvais.
Rose : Réaction normale à partir du sixième mois chez lô nourrisson ; il s'agit d'un pigment dérivé de la bilirubine, mais modifié dans un intestin normal. Si cette coloration manque dans
des matières donnant la réaction verte au niveau de leur dépôt,' il existe des lésions intestinales importantes.
Jaune : Réduction incomplète de la bilirubine, la réaction est due au chfomogène de la sterçobiline.
Blanc : Acholie pîgmentaire. On peut voir apparaître des teintes grises soiiverit en rapport avec des passages minimes de pigments modifiés.
B, D'après l*état clair : '
Si l'intestin fonctionne, le liquide, qui surmonte le dépôt de la réaction, est trouble.
Si rintestin ne fonctionne plus, le liquide devient clair.
Conclusions cliniques :
Nourrissons sans fièvre, — Réaction rose franc = assimilation normale.
Réaction vert clair, grise, blanche = atrophique.
Réaction vert clair, grise, blanche + liquide clair = pronostic réservé.
Nourrissons avec fièvre, — Réaction normale = bon pronostic.
Réaction anormale = pronostic réservé.
Examen miorosoopique dd8 matières féoales
Cet examen est recommandé surtout par Schmidt et Kolbé (en Allemagne), René Gaultier et Cawadias (en France).
Ce qu'il faut :
1° Des matières fécales fraîchement recueillies après 3 jours de régime' de Roux et Riva ;
2** Un microscope (obj. 6 ou 8), des lames et des lamelles ; 3° T>^ Tacide acétique à 3o p. loo ; 4"* Du Lugol.
Iode* ......... 1 gramme.
Kl 2 —
Eau distillée 50 —
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Ce qu'il faut faire :
i® Une préparation simple. Déposer une particule de matières sur une lame, recouvrir d une lamelle ;
2° Une préparation acétique. Ajouter, sur une seconde lame où on aura déposé une particule de matières, une goutte d*acide acétique à 3o p. loo et chauffer jusqu'à ébullition avant de recouvrir d'une lamelle ;
Fig. 55. — Fibres musculaires.
Fig. 56. — Fibres conjonctives et élastiques des selles.
3® Une préparation iodée. Sur une troisième préparation, on dépose une goutte de Lugol.
Ce qu'il faut voir :
i** Dans la première préparation : des fragments de fibres musculaires avec striation transversale et longitudinale ;
Fig. 57. — Acides gras. Stéarrhée. i?ig. 58. — Graisses neutres.
Des fibres conjonctives, incolores, de longueur indéterminée ; Des fibres élastiques, filaments gros, bifurques, ondulés, enroulés sur eux-mêmes ; Des grains d'amidon ; Des gouttelettes de graisses réfrpgentes ; Des acides gras, cristaux, aiguilles finement recourbée» en amas ;
Des savons, amorphes ou sous forme de cristaux, jaunes avec bords irréguliers, ou aiguilles plus massives que celles des acides gras ;
Du mucus, sous l'aspect d'une substance homogène striée ;
Des débris de cellulose, de céréales ;
Des restes de cacao ; 2** Dans la deuxième préparation (acétique) : la striation des fibres musculaires est encore plus évidente ;
Les fibres conjonctives ont disparu ;
Les membranes du mucus sont
plus épaisses, opaques et striées ;
Des savons, amorphes ou sous forme de cristaux, jaunes avec
bords irréguliers, ou aiguilles plus massives que celles des acides
gras ;
Du mucus, sous l'aspect d'une substance homogène striée ; Des débris de cellulose, de céréales ; Des restes de cacao ;
2** Dans la deuxième préparation (acétique) r la striation des fibres musculaires est encore plus évidente ; Les fibres conjonctives ont disparu ;
Les membranes de mucus sont plus épaisses, opaques et striées ; Les filaments élastiques sont très nets ;
Fig. 59. — Mucus traité par l'acide acétique.
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Les savons disparaissent ;
Le mucus prend une striation plus nette et un aspect réticulé ; dans les mailles on retrouve des cellules épîthéliales ;
3® Dans la troisième préparation (iodée) : les grains d'amidoii sont colorés en bleu, de même tous les produits amylacés.
Ce qu'U faut dire :
Présence de nombreuses fibres musculaires = trouble de la* digestion de l'intestin grêle ; si le» noyaux de» fibres ne sont pas digérés = trouble de la sécrétion pancréatique (Schmidt).
Présence de tissu conjonctif = déficit gastrique par suite d'une hypopepsie, mais peut s'observer dans Thyperchlorhydrie,
Présence de graisse en abondance =: insuffisance de* sécrétion biliaire ou trouble de sécrétion pancréatique, rarement troubles întestipaux (entérite tuberculeuse). ,
Présence de mucus — . lésion inflammatoire de l'intestin grêle ou du gros intestin.
Présence de résidus bydrocarbonés = lésion située à la bauteur de l'intestin grêle.
Reoherohe des œufs de parasitée dans lee eellee
Recherche des plus importantes quand il s'agit de connaître la cause de certains troubles digestifs rebelles et de préciser l'étiologiè de certaines hémorragies intestinales à répétition.
Ce qu'U faut :
I® Des selles fraîchement émises, de préférence obtenues par purgatlon ;
2® Du formol à i ou 2 p. 100 ;
3® Solution d'acétate de potasse concentjée :
Solution de potasse au 1/100. . 5 grammes.
^ Acide acétique 1 —
^^ Des lames et des lamelles ; 5^ Un microscope : obj. 4 ou 6.
Ce qu'il faut faire :
I® Additionner la selle d'une certaine quantité (environ 5 centimètres cubes pour la grosseur d une noisette) de la solution de formol ;
Kig. 60 Œuf d'ascaris.
Fig^. 61
Œuf d'oxyure
yermiculaire.
Fig. 62
Œuf d'ankylostome
duodônal.
2° Laisser déposer dans un verre à pied pendant une heure ;
Fig. 63.
Fig. 64.
Fig. 65, .
Œuf de trîco-
Œuf de Bilharzia.
Œuf de Teonia
céphale.
soliura.
3** Prélever une parcelle du dépôt de sédimentation à l'aide d'une pipette à large ouverture. Déposer une petite goutte sur
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la lame et recouvrir d'une lamelle. Pour conserver la préparation, étaler, et fixer aux vapeurs d'acide osmique ;
4** On peut, après avoir déposé la goutte sur la laitie, y ajouter
Fig. 66.
Œuf de Taenia sagînata.
l''ig.67.
Œuf de Botriocé-
phalus latus.
une goutte de la solution d'acétate de potasse, qui éclaircit les œufs.
Ce qu'il faut voir :
Œuf d'ascaris : gros, rond, enveloppe jaune boursouflée. Peut être confondu avec les grains de pollen d'artichauts, qui sont plus arrondis et de diamètre toujours le même. Ces grains de pollen d'ailleurs, contrairement aux œufs d'ascaris, se colorent en rouge par la fuchsine alcoolique décolorée par l'ammoniaque.
Œuf d'oxyure : ovale, face ventrale aplatie, face dorsale arrondie, enveloppe à trois couches concentriques ; à rintérieut" : début d'embryon.
Œuf d'ankylostome duodénal : coloration blanchâtre a reflets argentés, légèrement ovalaire, coque anhyste.
A l'intérieur, quelques grosses cellules.
Œuf de trichocéphalé : forme de citron, jaune brunâtre; à chaque pôle : un bouton formant relief, incolore et translucide.
Œuf de Bilharzîa : très grand, coque épaisse avec un éperon caractéristique.
Œuf de Tœnîa solium : arrondi, membrane très épaisse à striation radiaire, contenu granuleux ; on peut y distinguer 6 crochets et Tembryon.
Œuf de Tœnia sagincUa : un peu plus gros.
Œufs de Botriocephalus Mus : elliptiques, coque brunâtre à une extrémité un opercule réfringent ; contenu grossièrement granuleux.
Reoherche des oaleuls dans les selles
Ce qu'il faut :
I** Un tamis métallique fin ou un filtre de Boas ;
2** Les matières réunies dans un bocal ;
3** De Tacîde azotique, acétique.
Ce qu'il faut faire :
1° Faire couler de Teau sur les matières jusqu'à ce qu'il ne reste plus sur le filtre que les éléments durs ;
2® Laver à l'eau une deuxième fois, et chercher avec une baguette de verre les parties dures qui peuvent être des calculs.
Ce qu'il faut voir et dire :
i^. Grosseur : variable, grain de millet à œuf de pigeon ; aspect mûriforme, plus ou moins dur ; Couleur verdâtre avec des facettes, ou brun noirâtre = calcul
BILIAIRE
Pulvériser, en mettre une pincée dans un tube à essai, avec I centimètre cube d'acide acétique. Chauffer une demi-minute à rébullîtion.
a) Ajouter à cette solution acétique I à II gouttes d'eau oxygénée ; il se produit une coloration verte = hiliverdine,
h) Mettre I goutte de la solution acétique sur une lame der verre, évaporer, arroser d'alcool. Examiner le résidu au microscope.
Si on voit des tables rhomboïdales dentelées = choîestérine.
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c) A 11 gouttes de la solution acétique, 1 goutte de saccharose à I p. loo, I centimètre cube d'alcool, et i centimèftre cube d'acide sulfurique dans un tube à essai, si coloration rouge violet = sels biliaires,
2® Calculs nombreux du volume d'un grain de sel à une petite noisette, ovoïdes, légèrement arrondis, souvent allongés et minces, blanc grisâtre, le plus souvent durs = calculs pancréatiques. Ils sont formés de phosphates de chaux.
Réaction des carbonates : pulvériser le calcul, traiter une partie par II gouttes d'acide azotique et autant d'eau. Il se produit une effervescence.
Réaction des phosphates : ïaire bouillir le mélange précédent, ajouter 2 centimètres cubes d'eau, filtrer. Coloration jaune avec le réactif molybdique.
Réaction de la chaux : au reste de la solution azotique on ajoute égale partie d acétate de soude à 26 p. 100 : on fait bouillir et on ajoute un excès d'oxalate d'ammoniaque ; il se forme un précipité de chaux ;
3® Calculs très nombreux et très durs du volume des grains de sablei Parfois constitués au centre par un corps étranger ou des débris alimentaires = sable intestinal ;
4** Grosses concrétions, brun noirâtre, formées de matières durcies = COPROLITHE8 ;
5** Se méfier des faux calculs donnés par l'huile d'olive chez les hépatiques = massés grisâtres, demi-molles, formées de cristaux d'acides gras, ou par des substances médicamenteuses solides comme la magnésie, le soufre, le salol et le bismuth.
Reoherohe de Taoide piorique ou de ses dérivés dans les urines des simulateurs d'iotère
Les ictères simulés par absorption d'acide picrique ne sont pas rares. On peut certainement les soupçonner quand les urines sont abondantes dans un ictère apy rétique et, quoique colorées, ne contiennent pas de pigments biliaires, et quand les matières
ne sont pas colorées. Mais le seul signe de certitude est fourni par la récherche de l'acide picrique ou de ses dérivés (acide picramique) daïis les urines. Voici la technique que recommande Orimbert (Acad. de Méd., i5 fév. 1916).
I** Cent centimètres cubes de Turine à examiner ; 2° Les réactifs suivants :
Solution de Courtonne :
Acétate neutre de plomb au tiers.
Réactif de Le Mithouard :
Sulfate ferreux 2 grammes.
Acide tartrique ...... 10 centimètres cubes.
Eau distillée 100 — —
Sulfate de cuivre ammoniacal :
Sulfate de cuivre ..... 10 .grammes.
Ammoniaque 40 centimètres cubes.
Eau distillée ....... 100 — —
3*^ De Tacide sulfurique, du chloroforme, de Tammoniaque, de l'ammoniaque saturé de naphtol p, de Tazolilede soude à I p. 10.000, de Téther ;
f\^ Une ampoule à robinet, capsule de porcelaine, bain-marie.
Ce qu'il faut faire et voir :
I** Ajouter à 100 centimètres cubes d'urine, 10 centimètres cubes de la solution de Courtonne. Filtrer. Verser dans le liquide filtré 20 centimètres cubes d'acide sulfurique au quart en volume. Filtrer. Agiter le filtrat avec 5 centimètres cubes de chloroforme en le filtrant sur un tampon de coton. On en prélève i centimètre cube et dans un tube à essai on y ajoute II gouttes d'ammoniaque. Agiter. Le chloroforme se colore en jaune rougeâtre = présence probable d'acide picrique ;
2® Verser alors dans le tube quelques gouttes d'ammoniaque et autant d'eau distillée. A l'aide d'une fine pipette, faites arriver
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au fond du tube à essai un demi-centimètre cube du réactif de Le Mithouard. Celui-ci vient former au contact de la couche supérieure un anneau rouge sang = acide picramique ou acide picrique* Si la réaction est négative, il n'y a pas d'acide picrique^dans l'urine ;
S*' Si elle est positive, épuiser à deux reprises le filtrat refeté dans l'ampoule avec lo centimètres cubes de chlorôformie. Tous les chloroformes sont réunis et évaporés au bain-marie dans une capsule de porcelaine. Le résidu est traité à froid par 3 centimètres cubes d'eau distillée. Cette solution aqueuse est en général colorée en jaune. En prélever 2 centimètres cubes pour effectuer la diazo-réaction de Derrien ;
4® Ces 2 centimètres cubes sont introduits dans un petit tube à essai et additionnés d'^jne goutte d'acide sulfurique au quart et de II gouttes d'azotite de soude à i p. 10.000. Porter au bain-marie bouillant une minute. Refroidir. Verser dans le tube III gouttes d'ammoniaque saturée de naphtol p, agiter le contenu avec un peu d'éther. .Si celui-ci se colore en rouge violacé . = acide picramiquei même à Vétat de traces.
Cette réaction est très sensible et ne se produit qu'avec l'acide picramique. Lorsqu'elle est positive, la preuve est faite.
On peut s'amuser à rechercher l'acide picrique sur le dernier centimètre cube de la solution aqueuse mis de côté. Dans un tube à essai dé faible diamètre, on y ajoute V gouttes de la solution de sulfate de cuivre ammoniacal. Une heure après on y recherche au microscope la présence des cristaux caractéristiques du picrate de cuivre, rappelant ceux de la glucosazone.
Cette réaction est moins fidèle que les précédentes, l'acide picrique s'élinïine surtout sous la forme d'acide picramique.
En résumé, si l'on applique très exactement la technique exposée, on peut sans hésitation affirmer, sur la présence d'acîde picramique, l'absorption d'acide picrique. L'acide picramique né peut provenir que de la transformation dans l'économie de l'acide picrique ; il est le témoin irréfutable de l'ingestion picrique©.
Repherohe du sang dans les urines par la méthode chimique (méthode de Meyer) *.
Pour dépister la présence du sang dans les urines, le 'praticien dispose de trois procédés : Texamen spectroscopique, l'examen microscopique du culot de centrifugation d'urine fraîche, ou bien la réaction chimique. Ce dernier procédé est incoiltestablement le plus sensible, il permet de dépister des traces inOnitésimales de sang, mais offre comme inconvénient d'être positif ausai bien dans les hémoglobinuries que dans les hématuries.
Ce qu'U laut :
I® Des urinerf fraîches ;
2® Un réactif ainsi préparé ;
a) Porter à l'ébullition, dans un ballon, un mélange de a grammes de phtaléine du phénol ;
20 grammes de potasse anhydre dissous dans 100 grammes d'eau distillée.
h) Ajouter ensuite 10 grammes de poudre de zinc^. Faire bouillir.
Sous l'influence de l'hydrogène naissant, provenant de l'action de la potasse sur le zinc, le mélange primitivement rouge se décolore.
L'ébullition doit être très courte (cinq minutes au maximum) ; agiter le ballon durant l'ébullition et filtrer rapidement dès que la décoloration complète de la solution est obtenue.
1. Réactif de Kastle et Schœde, ou mieux de Meyer, qui l'a utilisé le ' premier pour Texamen des urines.
2. Ed. iustin-Mueller {Journal de Pharmacie et de Chimie, i" juiUet 1917) recommande de remplacer les 10 grammes de poudre de zinc par 3 grammes d'hydrosulflte de soude en poudre.
Phénophtaléine 2 gr.
Potasse caustique sèche 30 gr.
Eau distillée 120 cmS.
Chauffer et ajouter à chaud :
Hydrosulfite de soude en poudre 3 gr.
Faire bouillir et dès que la liqueur est complètement décolorée^ arrêter le chauffagOt laisser refroidir et mettre en flacon.
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Conserver le réactif dans une bouteille bouchée à Témeri ; 3® De Teau oxygénée à 12 volumes.
Ce qu'il faut faire :
Dans un tube à essai, verser :
Deux centimètres cubes d'urine^ ; Un centimètre cube de Téactif ; II à IV gouttes d'eau oxygénée à 12 volumes.
Agiter.. Loi^que la réaction est positive, le liquide acquiert instantanément une couleur rouge vif, dont Tintensité varie suivant la quantité de sang contenue dans Turine.
Ce qui s'est produit au point de vue chimique est des plus simples. La combinaison incolore de phénol-phtaléine oxydée, grâce à la décomposition de l'eau oxygénée par l'hémoglobine du sang, repasse à l'état de phtaléine du phénol et le mélange alcalin prend la coloration rouge de ce produit.
La réaction, pour être positive, doit être instantanée.
Ce qu'il faut dire :
La réaction de Meyer est caractéristique, elle ne peut être produite ni par l'albumine, ni par le sucre, ni par les pigments biliaires, ni par aucun autre élément constitutif de l'urine. On peut donc affirmer la présence d'une hématurie minime quand cette réaction est positive ; sa sensibilité est considérable, elle» révèle, d'après Deléarde et Benoit, des dilutions à 100.000.000.
On Ta utilisée pour déceler les hématuries occultes dans :
La lithiase rénale (hématurie après la marche) (Albarran) ;
La tuberculose urînaîre ;
Le rein mobile (Albarran) ;
!♦ Avec la technique de Justin-Mueller :
1 vol. d*Qrine (6 cm3) ; 1 vol. d'alcool acétique :
Acide acétique t partie.
Alcool à 90» . . 49 —
i cinquième de volume du réactif ; Quelques gouttes d'eau oxygénée ; Agiter.
Les néphrites chroniques (Albarran) ;
Les néphrites scarlatineuses (Hutinel, Tribouiet).
Souvent des néphrites qui paraissent uniquement albumineuses se montrent comme des formes hématuriques avec cette méthode.
Les renseignements qu'elle fournit pour le diagnostic, le pronostic et le traitement, l'extrême simplicité de la technique en vfont un procédé d'exploration qui rendra plus d'un précieux service au praticien.
Recherche du sang dans Turine et les matières fécales à ^ald^ de la technique du pyramidcn
Cette technique a été proposée par Thévenon et Rolland.
Ce qu'il faut :
Préparer les réactifs suivants :
1" Pyramidon. 2 gr. 50.
Alcool à 90* 50 centimètres cubes.
2r Eau oxygénée à 12 volumes ; 3* Acide acétique cristallisable.
Ce qu'il faut faire :
Pour Vexamen des urines. — A 3-4 centimètres cubes d'urine non filtrée, ajouter le même volume de la solution alcoolique de pyramidon et 6 à 8 gouttes d'acide acétique au tiers ; après agitation, on additionne le mélange de 5 à 6 gouttes, d'eau oxygénée à 12 volumes.
Suivant la quantité de sang renfermée dans l'urine, la coloration apparaît plus ou moins rapidement : il se produit instantanément une coloration d'un violet intense lorsque le sang est suffisamment abondant.
La réaction se produit également en moins d'un quart d'heure, si la quantité d'hématies renfermées dans l'urine est plus faible où à l'état de traces : on observe alors une teinte bleue violacée qui atteint un maximum d'intensité pour décroître et disparaître ensuite.
Pour Vexamen des matières fécales, — Une petite quantité de matière fécale est triturée avec 3 à 4 centimètres cubes d'eau
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distillée ; on déeante, et on ajoute 3 à 4 centimètres cubes du réactif pyramîdon et 6 à ^8 gouttes d'acide acétique au tiers, puis 6 gouttes d'eau oxygénée à t2 volumes, et Ton agite.
En cas de présence du sang, on observe une coloration bleue violacée plus ou moins intense suivant la quantité de sang.
Recherche des cylindres dans les urines ^
Ce qu'il faut :
I** Quelques cristaux de thymol ;
2** Une solution aqueuse de toluidine, de bleu de méthylène ou de bleu de crésyl de i à 2 p. loo ;
3** De® lames et lamelles, une pipette d'assez gros calibre ;
4® Au microscope, un objectif 4 à 6 ; ne pas utiliser l'objectif à immersion.
Ce qu'il faut faire :
I® Recueillir des urines fraîches dans un grand verre à pied dans lequel on dépose un bu deux cristaux de thymol (cette
Fig. 68. — Cylindres urinaires :
En 1, cylindres hyalins, homogènes, lésions anciennes ou minimes du parenchyme. En 2, cylindres granuleux, lésions en évolution du parenchyme rénal.
mesure est nécessaire en été pour empêcher la rapide fermentation de Turine) ;
a*' Ne pas centrifuger, car la centrifugation désagrège souvent les cylindres, mais laisser déposer pendant 6 à 8 heures ;
3** Après le dépôt, décanter lentement en faisant couler l'urine des couches supérieures du verre ;
Fig. 69. — Cylindres urinaires :
En 3, cylindres cellulaires avec cellules visibles, cylindres hématiques, cylindres granuleux, quelques hématies et leucocytes libres, lésions aiguës du parenchyme rénal. En 4, cylindres granule-graisseux, évolution dégénérative aiguë du parenchyme rénal.
4** Recueillir le dépôt en plongeant la pipette bien au fond du verre, aspirer 3 à 4 gouttes ; 5^ Préparations.
Deux techniques :
a) Sans coloration, — Déposer une goutte du dépôt sur une lame propre, recouvrir d'une lamelle bien essuyée. Passer un papier buvard sur les bords de la lamelle pour empêcher les bavures.
b) Avec coloration. — Déposer sur la lame I goutte du dépôt et, avec une autre pipette, une gouttelette du colorant bleu que
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l'on possède. Recouvrir d'une lamelle. Sécher les bords de la lamelle.au papier buvard ;
6® L'examiner avec un éclairage diaphragmé, ou sans éclairage Abbe à l'aide d'un objectif de 4 à 6.
Ce qu'U faut voir :
Les cylindres sont des éléments allongés à bords rectilignes ou sinueux et de longueur variable. Généralement, ils ont l'aspect d'un large ruban. On en distingue des homogènes et des organisés.
Les cylindres homogènes sont : hyalins, incolores et homogènes ; colloïdes, jaunâtres et réfringents ; graisseux, très. rares, souvent vacuolaires ; muqueax, minces, longs, flexueux ; fibrineux, réticulés.
Les cylindres organisés sont : hématiques, formés de globules rouges ; leucocytaires, formés de cellules rondes, petites et granuleuses, où le bleu colore des noyaux de polynucléaires ; épithéliaux, très fortement granuleux, souvent avec vacuoles, le cylindre contient de gros noyaux arrondis que le bleu colore en pâle ; granulo-graisseux, courts, formés de granulations réfringentes sans noyaux.
Se méfier des aspects spéciaux présentés par l'accumulation des microbes qui peuvent se disposer sous forme de pseudo-cylindres, mais les bords sont plus irréguliers et on y découvre la structure des microbes en cause.
Ce qu'U faut dire :
Néphrite aiguë, si on découvre des cylindres hématiques, des cylindres granulo-graisseux et épithélîaux.
Hématurie sans néphrite aiguë, si seulement cylindres hématiques fîbrineux et hyalins.
Processus suppuratif, si nombreux cylindres leucocytaires.
En général, les autres cylindres n'ont aucune valeur séméiologique, et ils s'observent aussi, bien à l'état normal qu'à l'état pathologique. Seuls, les cylindres organisés ont une valeur clinique importante : non seulement ils aident pour le diagnostic
des affections des reins, mais encore ils permettent de suivre révolution du processus et constituent un moyen d'investigation aussi précieux que l'observation suivie et quotidienne de la quantité d'albumine.
Diagncstio de la nature tuberculeuse d'une pyurie
Qu'une pyurie soit d'origine rénale ou vésicale, une question de la plus haute importance pronostique et thérapeutique se pose : cette pyurie est-elle tuberculeuse ? ou relève-t-elle d*une autre infection microbienne P Le praticien doit s'aider de trois procédés d'investigation : la cytologie, la bactériologie microscopique et rinoculation*
Ce qu'il faut :
Tout d'abord des urines fraîches datant au plus de quelques heures, recueillies par c^thétérisme aseptique et conservées dans un flacon, au préalable lavé et bouilli 20 minutes.
i® Pour l'examen cytologique :
Un centrifugciUr à main ;
Des lames et lamelles ;
Du bleu de crésyl à i p. 100 ou du bleu de méthylène à i p. 100 ;
Des pipettes ;
2® Pour l'examen bactériologique :
De quoi faire un Gram* et un Ziehl^.
3® Pour l'inoculation :
Des cobayes.
Ce qu'il faut faire :
I** Après centrifugation de 10 minutes de quelques centimètres cubes d'urine dans un tube conique et équilibré par un deuxième tube de poids égal, décanter l'urine claire et ne conserver que le culot ;
i^ Voir : Diagnostic bactériologique, p. 30.
Voir : Examen des crachats, p
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2** En recueillir quelques gouttes dans une pipette stérile.
A. Examen cyiologique :
à) Déposer une gouttelette du culot sur une lame ; à côté déposer une gouttelette du bleu de crésyl ;
b) Recouvrir d'une lamelle ;
c) Examiner à l'objectif 4 et 8.
B. Examen bactériologique :
a) Déposer une goutte! eitte du culot sur quelques lames ;
b) Etaler avec la pointe de la pipette ;
c) Sécher ;
d) Fixer en passant trois fois dans une flamme bleue ;
e) Colorer : une préparation au bleu de méthylène, une autre au Gram ;
Une troisième au Zîehl.
Cette dernière doit faire l'objet d'une technique spéciale ; nous recommandons celle de Bezançon et Philibert. Après coloration au Ziehl, décolorer 2 minutes dans l'acide nitrique au tiers et par l'alcool absolu 10 minutes. Cette technique permet de colorer seul le bacille de Koch, les bacilles acido-résistants non tuberculeux, dont le bacille du smegma est un exemple, ne restent pas colorés en rouge, ils ne sont pas alcoolo-acido-résistants,
C. Inoculation
a) Recueillir le reste du culot d'un ou mieux de plusieurs tubes centrifugés ;
b) Les diluer avec 2 centimètres cubes de bouillon ou de sérum isotoniqiie ;
c) Injecter sous la peau de la région inguinale d'un ou plusieurs cobayes ;
d) Les tuer après un mois environ.
Ce qu'U faut voir :
A. Examen cytologique :
Les leucocytes sont le plus souvent du type polynucléaire et leurs noyaux multilobés se colorent en bleu. Ils sont plus ou
moins cytolysés : on dit qu'ils sont cytolysés quand leurs limites manquent de précision, quand leurs noyaux se colorent mal, quand ils se désagrègent facilement durant l'examen.
Les cellules épithéliales se reconnaissent facilement par leurs grandes dimensions et leur protoplasma clair.
B. Examen bactériologique.
Il faut distinguer deux sortes d'urines.
a) Urines remplies d'éléments microbiens. Ce peuvent être du streptocoque, du pneumocoque, du bacille d'Eberth, mais le plus souvent il s'agit des espèces suivantes :
Bacterium coli : dans l'urine acide, bâtonnet court, extrémités arrondies, se décolorant par le Gram.
Gonocoque : diplocoque réniforme, ne prenant pas le Gram.
b) Urines d'apparence amicrobienne. C'est surtout dans ces urines qu'il faut chercher minutieusement le bacille de Koch. Il peut être très long à trouver, on usera de patience. 11 est isolé ou aggloméré en amas. La technique de l'alcoolo-acido-résislance permet de le distinguer du bacille du smegma seulement acidorésîstant.
Ce qu'il faut dire :
Polynucléaires fortement cytolysés, pas d'éléments microbiens visibles sur la lame de bleu (pyurie aseptique), quelques bacilles alcooio-acido-résistants, inoculation positive après un mois = Tuberculose en évolution. Il faut savoir cependant que cwtains tuberculeux présentent de lu bacillurie sans lésion tuberculeuse de l'appareil urinai re, mais quand il existe en même temps une pyurie, il est logique de rattacher cette pyurie à la bacillurie, sans risquer aucune erreur. L'inoculation positive est le seul signe de certitude de la nature tuberculeuse du bacille en cause ; ensuite, par ordre d'importance, viennent les signes de probabilité :
Bacilles alcoolo-acido-résistants ;
Pyurie aseptique ;
Leucolyse intense.
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Mais ces signes n'ont qu'une valeur insignifiante, s'ils sont isolés.
Des leucocytes indemnes, l'abondance d'éléments microbiens tels que le coli-bacille (dans des urines fraîches recueillies au cathétérisme), plaident en faveur de la nature non tuberculeuse de la pyurie. Seulement, comme les infections secondaires peuvent exister dans la tuberculose, l'inoculation au cobaye sera pratiquée, pour obtenir un signe de certitude.
L'urodiagncstio de la fièvre typhoïde
Parmi les réactions de laboratoire que l'on possède pour le diagnostic de la fièvre typhoïde, il n'en est pas de plus simple ni surtout de plus pratique que celle de l'urodîagnostic^. Point n'est besoin de posséder un laboratoire ; les objets nécessaires se trouvent ehez tout praticien de campagne, elle ne nécessite ni culture de bacille d'Eberth, ni étuve comme le séro-diagpostic du professeur Widal.
Ce qu'U faut :
I* Recueillir les. urines de 24 heures dans un bocal gradué ; 2® Un verre à pied contenant de l'urine fraîchement recueillie pt filtrée ; 3® Une bouteille d'acide nitrique.
Ce qu'il faut faire :
I® Examiner la couleur des urines et fixer la quantité éliminée en 24 heures ;
2° Verser lentement sur les parois, en inclinant Le verre, quelques centimètres cubes d'acide nitrique ;
3® Attendre quelques minutes.
1. Cette réaction est actuellement connue sous le nom d'urodiajïnostic du professeur A. Robin. Elle a été signalée par cet auteur en 1877, et, depuis, a reçu de nombreuses confirmations.
G« qu'A faut Toir :
Les urines des typhiques, en règle générale, présentent les caractères suivants.
I** A Texamen du bocal :
a) Couleur de bouillon de bœuf à reflets verdâtres, avec aspect trouble ;
h) Absence d*uréorythrine, d'où absence du cercle rougeâtre qui colore le vase de certains malades et de coloration rosacée des dépôt uratîques ;
2* A l'examen du verre à pied traité par Tacide azotique trois disques, de bas en haut :
Au niveau de séparation de Tacide nitrique, un disque violacé d'indican ;
Plus haut un disque net ^albumine ;
Enfin au-dessus un mince disque d'acide uriqne.
JDe l'existence de ces trois disques superposés résulte le syndfrome de l'urodiagnostic.
Si on hésite au sujet de la présence d'indican, on verse dans un tube à essai 5 centimètres cubes de HCI pur, puis 2 à 5 centimètres cubes d'urine ; on agite en chauffant très légèrement ; dans ce mélange qui devient violet, 2 centimètres cubes de chloroforme se colorent en bleu gris et lilas apirès agitation, si la présence d'indican est manifeste. Cette réaction est caractéristique de l'indican.
Le disque violet de l'indican obtenu par la réaction à l'acide nitrique ne peut être en aucune façon confondu avec le disque rosé de l'urohématine qui, d'ailleurs, est diminuée ou absente dans la fièvre typhoïde, ni avec la coloration acajou foncé de l'urobiline ;
3** Accessoirement, dans le dosage fait par le pharmacien on remarquera la diminution notable des phosphates terreux.
Ce qu'il faut dire : .
En présence du syndrome urologique suivant :
I** Couleur bouillon de bœuf à reflets verdâtres ;
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2** Absence d'uroérythrine^ ;
3" Albuminurie légère ;
4^ Augmentation de Tacide urique ;
ô® Indicanurie notable sans urohématlne ;
6** Diminution notable des phosphates terreux ; on peut conclure qu'il s^agit d'une fièvre typhoïde.
. Cette réaction 'est très précoce, beaucoup plus précoce que le séro-diagnostic ; elle se montré dès que la fièvre typhoïde commence sa phase ascendante.
Cependant, lorsque la réaction est négative, elle ne permet pas de rejeter le diagnostic de fièvre typhoïde. Elle possède, en somme, ime valeur uniquement positive.
On peut la trouver en défaut au cours de certaines fièvres typhoïdes ; c'est ainsi que l'urohématine augmente dand les urines, à la suite de l'hémorragie intestinale ; c'est ainsi que l'acide urique peut manquer s'il y a une forte urobilinurie.
A titre de comparaison nous rapportons ci-contre un petit tableau, qui, mieux qu'un texte, expose le schéma de la réaction dans des affections difficiles à distinguer en clinique.
Ainsi, les indications fournies par les urines peuvent apporter de grands éclaircissements au diagnostic de fièvre typhoïde. Elles n'ont pas, sans doute, la valeur spécifique des renseignements qui résultent de l'étude du pouvoir agglutinatif du sérum ; mais elles ont sur ceux-ci l'avantage d'être plus facilement obtenues et bien souvent d'être plus précoces. C'est là le fait essentiel, car il conduit droit à la précocité du traitement, et par suite à l'amélioration rapide de l'évolution clinique. .
Diazo-réaotion d'EhrIich
La diazo-réaction d'Ehrlich se recherche dans l'urine et peut fournir de précieuses indications pour le diagnostic de la fièvre typhoïde. ,
1. Cette substance, quand elle existe, colore en rouge l'acide urique; on peut la mettre en évidence en ajoutant à l'urine un peu de sous-acétate de plomb : on obtient alors un précipité rosé.
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1® Deux solutions :
Solution A :
Acide suif anili que 1 gramme.
Acide chlorhydrique 10 —
Eau distiUée 200 —
Solution B :
Nitrite de soude ...:.. gr. 50 Eau distillée . 100 grammes.
2** Des tubes à essai et de l'ammoniaque.
Ce qu'U faut faire :
Verser dans un tube à essai lo centimètres cubes do l«i. solution A, puis II à IV gouttes de la solution B. Agiter et ajouter lo centimètres cubes d'urine. Agiter le tout et verser dans le mélange quelques gouttes d'ammoniaque.
Ce qu'U faut voir :
R. normale : Le liquide reste jaune et la mousse apparaît colorée en jaune pâle ou en blanc.
R. positive : La mousse et lurine se colorent en rouge vif écarlate.
Ce qu'U faut dire :
Tout d'abord se méfier des urines qui peuvent contenir du phénol, du gaïacol, du thymol, de Tantipyrine, du naphtol et de la créosote.
Positive = Fièvres éruptives, tuberculose aiguë, cachexies, septicémie et surtout fièvre typhoïde oti elle est très précoce. Quand il n'existe pas de fièvre, une réaction positive doit faire songer à la tuberculose. Dans la rougeole, Térysipèle, la pneumonie, une réaction positive est une raison militant en faveur d'un pronostic grave.
Négative = Embarras gastrique, méningite cérébro-spinale, grippe.
La valeur de cette réaction n'est pas absolue.
Il existe des causes d'erreur. Les urines contenant du phénol, de l'antipyrine, du benzonaphtol, de la créosote et de ses dérivés (gaïacol, thiocol, etc) peuvent donner des colorations trompeuses.
Bhy ii osWu <fe r^^iêmam^.ëMKUk le diabète par l'examen des urines
On sait combien est important le diagnostic précoce de Tacidose dans le diabète. Ce diagnostic posé, on peut prévoir et même prévenir, à l'aide d'un traitement énergique (alcalinisation par le bicarbonate de soude), l'évolution si alarmante du coma diabétique.
Ce qu'U faut :
I® Du papier de tournesol, pour juger de l'état d'acidité des urines ;
2** Du perchlorure de fer, pour la recherche de l'acide diacétique ;
3^ De la lessive de potasse et une solution de Gram (iodoiodurée), ou encore le réactif suivant :
Acide acétique glacial. 10 %3
Solution de nitroprussiate de soude à 10 p. 100. . 10 —
pour la recherche de l'acétone. Un filtre et un entonnoir à filtrer.
La recherche de l'acide p-oxy butyrique étant trop complexe, on se contentera en pratique des trois recherches précédentes ; elles suffisent largement pour établir le diagnostic d'acidose.
Ce qu'U faut faire :
1° Constater au papier de tournesol si les urines sont acides. Cette réaction acide persiste même après l'absorption abondante de bicarbonate de soude, comme l'a montré M. Labbé ; il existe une véritable résistance à l'alcalinisation ;
2^ Faire tomber dans un tube à essai contenant de l'urine une goutte de perchlorure de fer officinal. Examiner la coloration que prend l'urine dans les zones les plus inférieures. Cette coloration est jaune clair ou rouge foncé. (Réaction de Gerhardt,)
byGoogk
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3° Mêler dsLn» un tube à essai lo centimètres cubes d'urine avec 3 centimètres cubes de lessive de potasse, filtrer. Puis verser à la surface de Turine goutte à goutte et sans mélanger, la solution de Gram. Attendre quelques minutes en examinant la couche de séparation des deux liquides. (Méthode de Lieben,)
Mettre dans un tube à essai i5 centimètres cubes d'urine, XX gouttes du réactif au nittro-prussiate de soude. Mélanger, puis faire glisser avec précaution une vingtaine de gouttes d'ammoniaque à la surface du mélange.
Si l'urine contient de l'acétone ou des dérivés cétalfîques, on voit apparaître un disque violet à la surface de séparation des deux liquides. Le disque est d'autant plus imité que l'urine contient plus de corps cé;toniques.
Ce qu'il faut voir et dire :
I® La réaction acide doit être surveillée soigneusement et nécessite, pour fournir des renseignements précieux, la recherche des deux autres réactions ;
a® Dans la réaction de Gerhardt, le disqjue rouge foncé traduit la présence d'acide diacétique, à la condition cependant que le malade n'ait absorbé ni produits salicylés, ni antipyrine. Dans ce cas, il suffira de faire chauffer les urines avant de rechercher la réaction, 5 minutes à ébullition pour faire évaporer l'acide diacétique ; si la réaction après cette ébullition ^st négative, c'est que la réaction était due à la présence d'acide diacétique. Si elle est, au contraire, encore positive, c'est qu'elle traduit la présence de produits salicylés ;
3** La méthode de Lîcbcn montre, dans l'urine qui contient une quantité d'acétone supérieure à la normale, un petit disque opaque d'iodoforme à la limite de séparation de la liqueur de Gram et de l'urine. Ce disque est d'autant plus épais qu'il y a plus d'acétone ; son épaisseur en millimètres peut fournir un dosage relatif de l'acétone.
La méthode au nitro-prussiate décèle les corps acétones et les dérivés cétonîques.
Ces trois réactions n'ont pas une égale valeur, Tacétonurie à elle seule ne suffît pas pour autoriser le diagnostic d'acidose ; par contre, la diacéturie est plus importante pour le diagnostic.
Quand elles sont positives toutes les trois, le clinicien peut être certain que son diabétique fait de l'intoxication acide ; il faut instituer le plus tôt pos8il)le vin traitement d'alcalinisation.
Dosage dans l'urine de l'aoétone et des dérivés aoétoniques (Technique empruntée i Fabre et Clogne)
Le dosage consistera à décomposer les dérivés acétoniques en acétone, à recueillir par la distillation toute l'acétone que l'on dosera par la solution titrée d'iode en présence de soude.
Dans c^s conditions, il y a formation d'iodoforme..
La quantité d'acétone est déduite de la quantité d'iode n'ayant ' pas pris part à la réaction.
i^ Dosage dans l'urine.
Ce qu'U faut :
i" Une éprouvette graduée de loo centimètres cubes, une pipette graduée, un ballon jaugé de 5oo centimètres cubes, un entonnoir, un appareil à distiller, des filtres ;
2® Du sulfate de soude, du sous-acétate de plomb, de l'acide sulfurique pur, une solution de bichromate de potasse à i p. loo, de la lessive de soude, de l'empois d'amidon ;
3® Une solution N/io iode ;
— — hyposulfite soude.
Ce qu'U faut faire :
I** On place loo centimètres cubes d'urine dans un flacon jaugé de 3oo centimètres cubes, on défèque par 25 centimètres cubes de ^ous-acétate de plomb, on agite ; on laisse en contact quelques instants ;
2* On ajoute environ loo centimètres cubes de solution saturée de sulfate de soude pour éliminer l'excès de plomb et on com-
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plèle le volume à 5oo. On jette sur un filtre et on recueille 4oo centimètres cubes de filtrat correspondant à 80 centimètres cubes d'urine qu'on introduit dans un ballon d'un litre avec 10 centimètres cubes d'acide sulfurique et quelques grains de ponce. On distille lentement et on recueille 100 centimètres cubés de produit. C'est le liquide A ;
3® On continue l'ébullition et on introduit alors, au moyen d'un tube à entonnoir, 100 centimètres cubes d'une solution de bichromate de potasse à i p. 100. Cette addition doit avoir lieu lentement pour venir remplacer le liquide distillé. On recueille encore 100 centimètres cubes de distillât : c'est le liquide B. Le liquide A est repris, additionné de 10 centimètres cubes de solution de soude à i/io et distillé à nouveau pour obtenir 26 centimètres cubes de distillât. C'est le liquide Af.
On traite de même le liquide B et on recueille la même quantité. C'est le liquide B^.
Dans ces conditions, le liquide A^ contient tout Vacétone préformé et l'acétone résultant de l'hydrolyse de Vacide acétylacétique contenu, dans 80 centimètres cubes d'urine. Ce sont les corps cétoniques.
Le liquide B^ renferme tout l'acétone résultant de Toxydation de corps, tels que Vacide P oxyhutyrique, etc., contenu dans cette même quantité d'urine ; ce sont les corps cétogènes.
On les dose séparément de la façon suivante. Chaque liquide est additionné de 10 centimètres cubes de solution N/io d'iode + I centimètre cube lessive de soude. On laisse 5 minutes en contact et on ajoute alors i centimètre cube d'acide sulfurique. On titre par la solution N/io d'hyposulfîte de soude en présence d'empois d'amidon, la quantité d'iode non combinée ; soit n le nombre de centimètres cubes de solution N/io d'hyposulfîte de soude- nécessaire. On exprime enfin les résultats dans les deux cas en grammes d'acétone par litre d'urine suivant la formule
N,'B, — a) Les résultats doivent être augmentés de i/io pour correspondre au chiffre exact d'acétone contenu dans la prise d'essai.
h) On peut ne faire qu'un dosage pour avoir en bloc la teneur dé l'urine en acétone et dérivés.
Ce qu'il faut v(^ et dire :
On trouve normalement chez le sujet moyen par litre d urine :
Pour les corps céioniques. ... ^ gr. 004 — cétogènes .... gr. 016
Soit pour l'ensemble des dérivés acétoniques et de Tacétone, Ao milligrammes dacétone par litre d'urine (Fabre et Glogne).
Reoherohe de Tindoxyle urinaire
L'indoxyle urinaire est la même substance que ce qu'il est courant d'appeler en clinique journalière l'indican. L'indoxyle est un dérivé phénolique d'un composé aromatique, l'indol ou benzène pyrrol. Dans l'urine, l'indoxyle se trouve sous forme de dérivés sulfoconjugés : indoxyl-sulfate de potasse et quelquefois d'indoxyl-glycuronate de potasse.
Ce qu'il faut :
ï** Du sous-acétate de plomb ;
2° De l'acide chlorhydrique pur ;
3** Du chloroforme ;
4** De l'eau oxygénée ;
5** Des tubes à essais et un petit entonnoir.
I** Additionner l'urine du dixième de son volume de sousacétate de plomb. Agiter. Attendre cinq minutes. Filtrer sur papier ;
2** Au liquide filtré et recueilli dans un tube à essai, on ajoute partie égale d'acide chlorhydrique pur. Agiter ;
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3? Verser dans le mélange 3 centimètres cubes de chloroforme. Agiter et laisser reposer. Si le chloroforme ne se colore pas, ajouter II gouttes d'eau oxygénée diluée au i/io. Agiter de nouveau «t laisser reposer. Au cas oh l'urine contiendrait des iodures, on décante Turine et on la remplace par une solution de soude au i/ioôo et Ton agite de nouveau ; si c'est l'iode déplacé et dissous qui colore le chloroforme, le chloroforme est rendu incolore par la soude.
Ce qu'il faut Toir :
S'il y a de l'indoxyle, le chloroforme sera coloré en bleu, en bleu violacé ou en rouge.
Ce qu'il faut dire :
L'indoxyle a l'origine suivante : une partie de l'indol produit dans l'intestin par fernienlation des album inoïdes est transformé, après absorption de la muqueuse,' en indoxyle qui se conjugue avec K'acide sulfurique. Cette conjugaison se ferait dans le foie.
LHidne du nouveau-né ne contient pas d'indoxyle.
La q«MAjUté d'indoxyle augmente avec un régime très carné.
Cependant^ son élimination exagérée traduit soit l'intensité d'affeotions gastro-iiBitestinales avec fermentations, soit dans certains cas une insuffisance hépatique légère.
Recherches da quelques médicaments dans las urines
1° Reguerghe des bromures.
A lo centimètres cubes d'urine, ajouter quelques gouttes d'hypochlorite de soude, puis X gouttes d'acide chlorhydrique. Agiter avec quelques centimètres cubes de chloroforme.
Le brome colore en brun le chloroforme.
2^ Recherche des iodures.
A lo centimètres cubes d'urine ajouter 2 à 3 centimètres cubes de chloroforme, puis quelques gouttes de perchlorure de fer. Agiter.
Uiode colore en violet le chloroforme.
3® RECHERcns DE l'agide saligylique et de ses DÉRivés.
A 5o centimètres cubes d'urine ajouter i centimètre cube d'acide chlorhydrique. Agiter avec 25 centimètres cubes d'éther, décanter l'éther et l'agiter avec quelques centimètres cubes d une solution diluée de perchlorure de fer.-
L'acide salicylique colore en violet la solution aqueuse,
4® Recherche de l'antiptrinb.
A 10 centimètres cubes d'urine ajouter quelques gouttes de perchlorure de fer, une coloration rouge est due à l'antipyrine. L'acide acétylacétique donne la même réaction ; mais elle devient négative, si l'urine a été au préalable chauffée à ébuUition.
5^ Recherche de la quinine.
A 2 centimètres cubes d'urine ajouter quelques gouttes de réactif de Tanret. Le trouble qui se produit se dissout en ajoutant quelques gouttes d'alcool, si les urines contiennent de la quinine.
Reoherohe de la oholurie
La cholurie ne doit pas être seulement diagnostiquée sur l'aspect bilieux, jaune à reflets verts des urines. Il faut la dépister en s'aidant de deux recherches : celle des pigments biliaires et celle des acides biliaires.
Regherghe- des pigments biliaires Ce qu'H faut :
Pour la réaction de Gmelin : un verre à pied ;
De l'acide nitrique légèrement nitreux.
Pour la réaction de Grimbert : une solution de chlorure de baryum à lo p. loo ;
Un filtre ;
Une solution d'alcool à go**, contenant 5 p. loo de son volume d'acide chlorhydrique ;
De l'eau oxygénée.
PI. IX
R. obtenues dans le verre à pied par l'adjonction d'acide nitrique.
I. Urines bilieuses diluées. Il se forme à la séparation des deux liquides, trois disques cplorés, vert, bleu, rose. — 2. Urine albumineuse. Au-dessus d'un disque violacé d'indigo se voit le disque blanc opaque de l'albumine. — 3. Uro-diagnostic d'A. Robin dans la fièvre typhoïde. De bas en haut, un disque violacé dindican, un disque blanc d'aloumine, un disque blanc d'acide urique.
R. obtenues dans le verre à pied par l'adjonction d'acide nitrique.
4. Disque d'uro-hématine ; s'il s'associe à un léger disque d'albumine, il prouve généralement l'évolution d'une néphrite chronique.
Disque de pigment brun, troubles hépatiques
A. Maloine et fils, Edii.
G. Debcrque, Intp.. Paris.
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Ce qu'il faut faire et voir :
Pour la réaction de Gmelin :
a) Diluer les urines avec de leau distillée ;
b) Verser dans un verre à pied l'acide nitrique nitreux puis faire couler doucement, sur les parois du verre, l'urine à examiner.
Si la réaction est positive, on voit au niveau de la séparation des deux liquides, plusieurs disques colorés superposés jaune, vert, bleu, violet, rouge.
Cette réaction est infidèle et peut être donnée par d'autres pigments.
Pour la réaciion de Grimhert :
a) A lo centimètres cubes d'urine, ajouter, dans un tube à essai, 5 centimètres cubes de la solution de chlorure de baryum. Agiter.
h) Filtrer, laver le filtre avec de l'eau distillée, puis crever le filtre et entraîner le précipité avec 5 centimètres cubes de l'alcool chlorhydrique dans un tube à essai.
c) Chauffer une minute au baîn-marîe.
Sî l'urine contient du pigment biliaire, l'alcool qui surnage sera coloré en vert bleuâtre.
Sî la coloration est brune, ajouter II gouttes d'eau oxygénée à lo volumes et porter au bain-marîe. La teinte verte apparaît.
Cette réaction est très sensible.
Recherche des acides biliaires
Ce qu'il faut :
Pour la réaction de Denigès-Pettenkofer :
De l'alcool ;
Une solutioli de saccharose à i p. loo ;
De l'acide sulfurique.
Pour la réaction de Hay : de la fleur de soufre et de la gaze.
Ce qu'il faut faire et voie :
Pour la technique de Denigès-Pettenkofer :
a) Evaporer à siccité, au bain-marie, 20 centimètres cubes d'urine ;
b) Broyer le résidu avec 5 centimètres cubes d'alcool cbaud, filtrer, refroidir ;
c) A un centimètre cube du filtrat, ajouter une goutte de saccharose ot I centimètre cube d'acide sulfurique pur, que Ton fera couler sur les parois de la capsule.
Si l'urine contient des sels biliaires, on a une coloration rouge donnant, après dilution dans l'acide acétique, au spectroscope, trois bandes d'absorption, une dans le bleu, une dans le rouge, l'autre entre les deux.
Pour la réaction de Hay : .
a) Verser un peu de fleur de soufre sur une épaisseur de gaze ; secouer à quelques centimètres du niveau de l'urine, de façon à couvrir la surface de l'urme d'une fine poussière.
b) Si l'urine contient des acides biliaires, la fleur de soufre tombe immédiatement au fond du verre sous forme de pluie. Si l'urine est normale, le soufre reste à la surface. (Chauffard et Gouraud.)
Dans les ictères hépatiques, la choluric est plus souvent complète, contenant à la fois pigments et acides biliaires.
Dans les ictères hémoly tiques, les acides biliaires manquent constamment.
Recherche de Turobiline dans les urines par la méthode de Grimbert
Pour la recherche de l'urobiline dans les urines la méthode de Grimbert est supérieure à toutes les autres techniques.
Ce qu'il faut :
I® Du réactif de Denigès :
Oxyde rouge de mercure. . . 50 grammes.
Acide sulfurique pur. . . . 200 centimètres cubes.
Eau disUUép 1000 — —
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2** Une solution d'acétate de zinc :
Acétate de zinc gr, 10
Alcool à 95' 100 grammes.
Acide acétique Q. s. pour obtenir une
solution limpide.
3"* Une ampoule à robinet.
Ce qu'il faut faire : •
1° A 3o centimètres cubes d'urine, ajouter 20 centimètres cubes de Denigès. Laisser reposer 5 minutes, filtrer ;
2® Le filtrat est reçu dans une ampoule à robinet. Ajouter 5 centimètres de chloroforme et agiter. Laisser reposer ;
3** Recueillir le chloroforme par le robinet sur un entonnoir rempli de coton hydrophile et dans un tube à essai ;
4** Verser goutte à goutte dans le chloroforme la solution d'acétate de zinc tant qu'il se forme un trouble. Au moment où la liqueur s'éclaircit, apparaît une fluorescence verte caractéristique.
Ce qu'il faut voir :
Sur ce fond noir, la fluorescence verte est très accusée dans les cas oh les urines contiennent de l'urobiline.
Ce qu'il faut dire :
Quand il existe beaucoup d urobiline, son origine peut être hépatique (insuffisance hépatique des cirrhoses, tuberculose, cancer, ictère grave), mais elle peut être aussi sanguine (intoxication hémolysante, résorption d'épanchement sanguin, ictères hémolytiques) .
flecherche de glyoosurie alimentaire
• Normalement, tout le sucre ingéré est emmagasiné dans le foie sous forme de glycogène, afin d'être cédé au sang au fur et à mesure des besoins. Normalement donc l'ingestion de glucose n'est pas suivie d'une glucosurie manifeste. Mais si le foie est insuffisant dans son rôle de régulation glycémique, le glucose n'étant plus arrêté dans le foie sous forme de glycogène, passe dans les urines quelquies heures après l'ingestion.
Ce qu'il faut :
I** Une solution glucosée :
Glucose pure. ...... 150 grammes.
Eau 200 centimètres cubes.
Essence de menthe. — Des traces pour aromatiser.
2® Des urines recueillies toutes les heures à partir de l'ingestion pendant dix heures. Entêté ajouter quelques gouttes d'une solution alcoolique de thymol à i p. loo pour empêcher la fermentation ;
3^ De la liqueur de Fehling et une lampe à alcool.
Ce qu'il faut faire :
I** Après l'ingestion le malade reste au régime lacté pendant 24 heures ;
2** Rechercher le sucre dans tous les échantillons d'urine. Chauffer dans deux tubes la même quantité de liqueur de Fehling et d'urine. Mélanger les deux tubes et porter à l'ébuUition ;
3® L'épreuve n'est considérée comme positive que chez les sujets qui normalement ne rejettent aucune trace de glucose dans les urines.
Ce qu'il faut dire :
Si répreuve est positive, il existe une insuffisance hépatique dans sa fonction glycogénique (cirrhoses atrophiques, ictères graves, etc.).
Si l'épreuve est négative, on ne peut cependant pas affirmer le bon fonctionnement du foie, car le glucose peut avoir été mal absorbé par suite de troubles digestifs, peut avoir été fixé dans les tissus, les tissus pouvant suppléer le foie dans sa fonction glycogénîque ; il peut aussi n'être pas éliminé par les reins par suite d'un trouble du fonctionnement rénal.
Diagnostio des «Ibuminës urinaires
La recherche des albumines urinaires fait partie de la clinique journalière. Nous ne voulons pas ici nous borner aux recherches courantes, mais nous rapportons le détail des opérations nécessaires pour le diagnostic précis d'une albumine.
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Ce qu'il faut :
I® Des tubes à essais et une lampe à alcool ;
a® De Tacide acétique ;
3* De l'acide nitrique ;
4** Une solution saturée de NaCl ;
5** Du sulfate de soude.
Ce qu'il faut faire et dire :
A. Becherche simple.
Réaction du verre à pied. — Verser dans un verre à pied 20 centimètres cubes d urine, puis couler à Taîde d'un entonnoir qui plonge au fond du verre, quelques centimètres cubes d'acide nitrique.
Un disque opaque à la limite des deux liquides caractérise Talbumine. Le disque d'acide urique est situé plus haut. Il en est de même pour la pseudo-albumine.
Réaction de la chaleur. — Remplir un tube à essais au 3/4 d'urine, le maintenir par le fond et porter la partie supérieure du liquide dans la flamme d'une lampe à alcool jusqu'à ébullition. S'il se forme un trouble, ajouter II gouttes d'acide acétique, les phosphates qui se précipitent à chaud se dissolvent ensuite dans l'acide acétique, contrairement à l'albumine.
B. Recherche complète.
I* Essai préliminaire, — A lo centimètres cubes d'urine ajouter lo centimètres cubes d'une solution saturée de NaCl et II gouttes d'acîde azotique = un trouble ou un précipité. On chauffe.
Si le trouble disparaît à chaud et se reforme à froid = alhumose^ primaires. Si le trouble persiste = serine, globuline, albumine acétO'Soluble.
On filtre alors à chaud.
i" Si le liquide filtré reste limpide après refroidissement mais donne la réaction du biuret (verser dans un tube de la liqueur de Fehling diluée puis, à la surface^ le liquide h examiner, sans faire le mélange ; si la réaction est positive il se fait un disque
rose à la séparation des deux liquides) = peptones ou albumose secondaire. Si au contraire le liquide filtré ne donne pas la réaction du biuret, on peut conclure à l'absence de peptone ;
2*" Si le liquide filtré se trouble par refroidissement et donne la réaction du biuret = albumoses primaires.
2° Recherche exacte de V albumine vraie. — Ajouter à 5o centimètres cubes d'urine, i5 grammes de sulfate de soude ; agiter pendant quelques minutes. Verser quelques gouttes d'acide acétique. Filtrer dans un tube à essai. Chauffer ensuite les couches supérieures du liquide jusqu'à commencement d'ébuUition. Il se forme un trouble = albumine vraie.
3** Recherche de Valbumine acéto-soluble. — Ajouter à l'urine 2 p. loo de NaCl, chauffer ensuite. Lorsque le trouble se forme, verser quelques gouttes d'acide acétique, le trouble disparaît. Ajouter alors 1/20 d'acide azotique ; chauffer. Si un nouveau trouble se forme = albumine acéto-soluble ; autrement il s'agit de sels terreux.
!\^ Recherche de la serine et de la globuline. — Neutraliser l'urine à la soiide en se servant d'indicateur phtaléine.
Ajouter à de l'urine dans un verre à expérience du sulfate de magnésie à saturation. La globuline se précipite sous forme de flocons. Filtrer.
Le liquide filtré est chauffé en présence de quelques gouttes d'acide acétique, s'il se forme un trouble = serine.
Do8age des chlorures dans lea urtnea
La méthode de dosage qui donnera les meilleurs résultats, avec une technique des plus simples, • est la méthode de Charpentier et de Vohlard.
Ce qu'il faut :
1° Une solution ^écinormale de nitrate d'argent. Peser exactement 17 grammes d'azotate d'argent pur, desséché à i5o® (non fondu), et refroidi dans un dessiccateur, les dissoudre dans de l'eau distillée, de façon à obtenir i.ooo centimètres cubes de la solution ;
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2** Une solution décinormale de sulfocyanure de potassium. Dissoudre dans i..o5o centimètres cubes d'eau distillée 12 grammes de sulfocyanure de potassium ;
Une solution de sulfate de fer
Sulfate de fer pur 5 grammes.
Eau distillée 100 —
porter à Tébullition et ajouter durant Tébullrtion jusqu'à cessation de dégagement de vapeurs nitreuses ; /i** De l'acide azotique pur.
Ce qu'U faut faire : '
1° Mettre dans un vase d'Erlenmeyer :
5 centimètres, cubes d'urine ; 100 centimètres cubes d'eau distillée ; 5 centimètres cubes d'acide azotique pur ; 5 centimètres cubes de solution ferrique ; i5 centimètres cubes de Ja solution décinormale . de nitrate di 'argent ; 2** Ajouter à la burette de Mohr du sulfocyanure jusqu'à coloratipn rouge persistante.
Soit N le nombre de centimètres cubes de solution de sulfocyanure versés, on aura la formule suivante :
N) X 1 gr. 17 = NaCl d'un litre d'urine
(15-N) X gr. 71 = Cl —
Ce qu'il faut dire :
L'élimination chlorurée varie le plus souvent avec l'alimentation.
Normalement l'élimination oscille entre 10 à 12 grammes. Au-dessous de ces chiffres, on a affaire :
Soit à un sujet hypochloruré ;
Soit à une maladie fébrile aiguë ;
Soit à un cardiaque ;
Soit à une néphrite hydropigène.
2è2 DIAGNOSTICS BIOLOGIQUES EN CLIENTÈLE
Au-dessus de ces chiffres, il s'agît :
Soit de sujet hyperchloruré ; Soit de sujet en crise post-înfectieuse ; Soit de polyurique.
Reoherohe et dosage du gluoose dans les urines par la liqueur de Fehiing
A, — Recherche de glucose
I** Tubes à essais ;
2® Liqueur de Fehiing (formule Pasteur) :
Sulfate de cuivre pur Potasse caustique .
Soude caustique. .
Acide tartrique pur Eau distillée . . .
40 grammes.
Dissoudre le sulfate de cuivre dans 200 centimètres cubes d'eau, les alcalis et Tacide dans 4oo centimètres cubes d'eau distillée ; mélanger les deux solutions, les porter à Tébullition pendant dix minutes ; laisser refroidir et compléter à i litre ;
3** Une lampe à alcool.
Ce qu'il faut faire :
I® Placer dans un tube à essais quelques centimètres cubes de liqueur de Fehiing (environ 3 centimètres cubes) ;
2® Porter à Tébullition quelques instants (ceci afin de vérifier que la liqueur de Fehiing ne se réduit pas d'elle-même, ce qui peut arriver dans le cas des liqueurs de préparation ancienne) ;
3* Ajouter un égal volume d'urine et porter de nouveau à l'ébuUîtion.
Si l'urine contient du sucre, le mélange se trouble, verdit puis jaunit, et finalement passe à l'orange, au rouge ou au brun foncé.
L'obtention de différentes teintes est due à la plus ou moins grande quantité de sucre, et surtout aux diverses substances
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étrangères. Certaines peuvent même réduire franchement i^ liqueur de Fehling (dérivés glycuronîques) ; pour le dosage du glucose, il faut donc éliminer par une défécation appropriée ces divers produits.
B, — Dosage du glucose Ce qu'il faut :
I** Une éprouvette graduée de loo centimètres cubes ;
2" Un entonnoir ;
3*» Un filtre ;
4® Du réactif de Courtonne :
Acétate neutre de plomb. . . 300 grammes.
Eau distillée . Q. S. p. 1000 cent, cubea.
Acide acétique Q. S.
Dissoudre Tacétate neutre de plomb dans l'eau et ajouter l'acide acétique jusqu'à obtention d une liqueur neutre au tournesol ; filtrer ;
5° Une burette de Mohr ;
6*» Un ballon ;
7** De la liqueur de Fehling titrée ;
8^ Une pipette de 10 centimètres cubes.
i" Mélanger dans l'éprouvette graduée :
Uriné 90 centimètres cubes.
Réactif de Courtonne. ... 10 — —
Agiter et filtrer ;
2** Remplir la burette de Mohr avec de Turine filtrée jusqu'à o ;
3*» Dans le petit ballon, filtrer 10 centimètres cubes de liqueur de Fehling titrée ;
4" Porter la liqueur de Fehling à l'ébuUition quelques instants ;
5" Faire tomber goutte à goutte, à Taide de la burette de Mohr, la dilution d'urine, jusqu'à réduction complète. (La liqueur surnageant, le précipité doit être incolore ; une coloration jaune indiquerait que l'on a dépassé le terme de la réaction.)
6** Noter le nombre de centimètres cubes n nécessaire pour obtenir là réduction totale des lo centimètres cubes de liqueur de Fehling ;
7^ Etant donné t le titre pour lo centimètres cubes de liqueur de FebfiBgy la quantité de sucre contenue par litre d urine est la suivante :
Dosage de Turée avec rurtemàtre d'Yvan
L'uréomètre dTvon est un tube de verre cfe 4fEk centimètres de long. Il porte, vers son quart supérieur, un robimt dttx^rrç ; de chaque côté de ce robinet il existe une graduation par c cMfc mètres cubes et dixièmes de centimètre cube. Cet appareil plonge dans une longue éprouvette qui contient du mercure. Il a l'avantage d'être plus précis que tout autre uréomètre, mais a l'inconvénient de nécessiter une cuve à mercure. On peut l'utiliser dans tout laboratoire pour le dosage d'urée du sérum ou d'urine.
Ce qu'il faut :
I** L'uréomètre et sa cuve à mçrcure, une grande éprouvette de 2 litres remplie d'eau ;
2® Le liquide à doser (urine déféquée ou sous-acétate de plomb et filtrée ; sérum précipité en alcool acétique filtré et concentré (voir page 253), on doit employer dans les deux cas le filtrat de lo centimètres cubes ;
3® Une solution d'urée desséchée à 2 p. 100 dans l'eau distillée ;
i^ Une solution d'hypobromite de soude.
Mélanger 5o grammes de lessive de soude de densité' i,33 à 100 grammes d'eau distillée, refroidir, ajouter ensuite en agitant 5 centimètres cubes de brome.
Ce qu'il faut faire :
1° Introduire l'uréomètre dans la cuve à mercure de façon que le mercure remplisse toute la partie sous-jacente au robinet.
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On fei'me ensuite ce robinet sans laisser entrer la moindre bulle d'air. Verser dans la partie supérieure à la pipette i centimètre cube de la solution d'urée à 2 p. 100, Soulever le tube rempli de mercure, et ouvrir le robinet de façon que ce liquide passe dans la partie inférieure sans qu'il entre la moindre bulle d'air. Laver la partie supérieure avec de l'eau distillée et faire descendre ce liquide au-dessous du robinet ;
2" Ajouter de la même manière 5 à 6 centimètres cubes d'hypobromite de soude. Le robinet doit être fermé toujours sans laisser passer d'air ;
3® On retire le tube et avec le doigt on ferme l'orifice inférieur de façon à éviter toute introduction d'air. On agite, jusqu'à ce que le mélange soit intime, on porte alors le tube dans la cuve à eau ; après quelques instants, la lecture est possible ; si elle est gênée par des bulles de gaz on fera passer sur la couche mousseuse I à 2 centimètres cubes d'alcool en faisant tourner le tube ;
4** On égalise les deux niveaux et on fait la lecture.
Ce dosage constitue le dosage d'épreuve. Supposons que le dégagement soit de 7 ce. 2. On pratique de la même façon avec la quantité qui correspond soit à i centimètre cube d'urine, soit à 10 centimètres cubes de sérum. Supposons que ce dégagement soit de 9 ce. 4.
Ce qu'il faut dire : v
I centimètre cube d'urée à 20 p. i.ooo donne un dégagement de 7 centimètres cubes d'azote.
Une solution de mêtne volume (pour l'urine) dégageant 9 ce. 4 contiendra :
' = 26 gr. 11 d'urée par litre.
Si on a employé 10 centimètres cubes de sérum, ce sera 2 gr. 61 d'urée par litre.
Ce double dosage préconisé par Ronchèse est d'une remarquable précision et met à l'abri des causes d'erreur de pression et de température. L'opération est facile et de courte durée. Si
on est pressé, on calculera avec les tables de Regnard^ qui sont faites pour 2 centîmètrfes cubes d'urine : à i5", un dégagement de 9 ce. 4 = i2,o4 d'urée s'il y avait a centimètres cubes, soit avec i centimètre cube = 12 gr. o4 x 2 = ai gr. 08.
Maniàre de oalouler la constante urémique d'Ambard
Les recherches d'Ambard ont récemment apporté au clinicien des renseignements du plus haut intérêt scientifique et clinique. Cet auteur a tout d'abord formulé deux lois démontrées par le fonctionnement uréo-sécrétoire d'un rein normal. Ces lois peuvent se formuler ainsi :
Lorsque le rein débite l'urée à une concentration constante, le débit de l'urée dans l'urine varie proportionnellement comme le carré de la concentration de l'urée dans le sang.
Lorsque, avec une concentration constante dans le sang, le sujet débite de l'urée à des concentrations variables, le débit de l'urée est inversement proportionnel à la racine carrée de la concentration de l'urée dans l'urine.
Cette proportion :
taux de Turée dans le sang ^ ^ ^tr^.* i, j y , ^.u'4^ 1. X ^ 1» — ' == Constante K d'Ambard. V du débit de lurée de Turine
Pour calculer cette constante, il faut lui apporter deux corrections :
La première, rapporter le débit uréique à celui du même individu s'il éliminait à une concentration conventionnelle de 25 p. i.ooo.
La seconde, rapporter le poids à un type de 70 kilos.
i** Le poids du sujet ;
2^ La quantité d'urine calculée en reportant à 24 heures la quantité sécrétée en i heure, V x 24 ; il faut donc recueillir
1. Les tables de Regnard sont livrées en môme temps que ruréomôtre par le fabricant.
COPROLOGIE - UROLOGIE 2>7
les urines sécrétées pendant 60 minutes après avoir fait uriner au préalable ; chez les sujets prostatiques, on doit recueillir cette urine par cathétérisme ;
3** Par ponction veineuse, on aspire dans le même temps 3o centimètres cubes de sang.
Ce qu'U faut faire :
I** Mesurer Turine et y doser lurée (voir p, 2H).
2® Doser lurée dans le sérum sanguin * {voir p, 253).
3** Formuler ainsi :
Urée par litre de sérum
Urée pour le débit calculé en 24 heures x ■ ^^ . x
Poids
Qmmtlté d'urée par Utre d'urine
Ce qu'U faut dire :
La constante normale est environ de o,o65.
Si la constante dépasse ce chiffre, on est en droit de conclure que le rein sécrète l'urée d une façon insuffisante et qu'H se comporte de même pour Tazote loxique. C'est une manière d'explorer l'état urémîque d'une manière encore plus sensible que ne le permet la technique du dosage simple de l'urée du sang suivant la méthode de Widal. Dans les azotémies faibles audeseous de i gramme, la recherche de la constante permet de mettre en évidence un trouble de la sécrétion rénale chez lete sujets oligurîques (cardiaques en asystolies, ascétiques, cirrhoses, maladies infeotieuses aiguës), la constante d'Ambard ne peut être (prise en considération à cause des troubles dans l'excrétion uréique qu'entraîne l'impossibilité pour le rein de dépasser un taux défini de concentration maxima.
1. Garrion et Guillaumin conseillent la technique suivante : • Mesurer 10 centimètres cubes de sérum dans un verre conique ;
Ajouter peu à peu en triturant avec l'extrémité inférieure d'un tube à
Reoherohe des oristoux dans le sédiment urinaire
L'examen des sédiments urinaires peut fournir des résultats précieux pour Tanaiyse chimique. Mais souvent les sédiments de l'urine sont des composés normaux qui se sont précipités piar suite d'une modification de la réaction de l'urine. La réaction de l'urine peut donc déjà faire prévoir la nature des sédiments qui s'y déposent.
Dans urine très acide se précipitent l'acide urique et les urates. Le dépôt est coloré en jaune ou en ocre, et se dissout à chaud ou par alcalinisatîon de l'urine.
Une urine alcaline laisse déposer des phosphates terreux et ammoniaco-magnésiens. Le dépôt est blanchâtre, il s'accentue par le chauffage et se dissout dans les acides.
Ce qu'il faut faire :
I® Prendre de l'urine fraîche et la laisser déposer dans un endroit frais pendant quelques heures ;
2® Décanter prudemment, recueillir à la pipette une goutte du dépôt. La porter sur une lame et recouvrir d'une lamelle, en aspirant à l'aide d'une compresse propre le liquide qui déborde de chaque côté de la lamelle ;
3® Examiner au 4 ou au 6, sans employer ni l'immersion, ni l'éclairage Abbe.
Ce qu'il faut voir et dire :
Tables rhomboïdales \
Fuseaux, fers de lance > = acide urique.
•Rosaces, étoiles \
Granulations fines solubles à chaud, souvent colorées en rose = urates de soude et de potasse^
essai, un volume égal d'une solution d'acide trichloroacétique à 20 p. 100.
Filtrer sur un filtre sans pli, dans un entonnoir Joulie ;
Prendre 10 centimètres cubes du filtrat, l'introduire dans Turéomètre-à mercure Yvon-Desgrez ;
Ajouter 3 à 4 centimètres cubes de lessive de soude étendue de deux volumes d'eau ;
Faire le dosage ensuite comme pour l'urine.
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Sphères jaunes hérigsées d'aiguilles cristallines = urate d'ammoniaque.
Prismes rhomboédriques încplpres, solub^les dans l'alcool = acide hippurique.
Enveloppes de lettres, biscuits, non solubles dans la «oude ni dans l'acide acétique = oxalate de chaux.
Lamelles incolores et transparentes, superposées, et angles brisés = cholestérine.
Boules réfringentes, soluBles dans Téther = graisses.
AiguilleB rouge brun dans les urines ictériques, s» colorant en vert par l'acide azotique = bilirubine.
Couvercles de cercueil ou feuilles de fougère = phosphates ammoniaco-magnésîens.
Cristaux aciculaires se joignant par leur pointe donnant rosace = phosphate bîcalcique.
Granulations amorphes solubles dans l'acide acétique, insolubles dans les alcalis = phosphates tricalciques.
Tables rhombiques réfringentes, solubles dans l'acide acétique = phosphate basique de magnésie.
Longues aiguilles incolores en rosaces, insolubles* dans les acides et l'ï^mmoniaque = sulfate de calcium.
Analyse chimique dee oaloule urinaires
Ce qu'il faut :
I® Une capsule ;
2® Conune réactifs :
De l'acide nitrique, une solution de soude, de l'acétate de soude à 25 p. loo, de l'oxalate d'ammoniaque, du phosphate de soude, du réactif molybdique :
Molybdate d'ammoniaque . . 15 grammes.
Eau distillée Q. S. p. 100 cent, cubes.
Faire dissoudre et ajouter :
Acide azotique pur .... 100 centimètres cubes.
Ce qu'il faut faire et dire :
I® Calcul jaune ocre ou rougeâtre.
En mettre gros comme une tête d'épingle dans une capsule de porcelaine, ajouter If gouttes d'acide azotique et évaporer à chaleur douce. Le résidu devient rouge brique, devient bleu violet par la soude (réaction de la murexine) = acide urîque.
2® Calcul blanc, terreux, homogène.
A une parcelle de calcul, ajouter 111 gouttes d'acide azotique, autant d'eau ; chauffer à ébullition, étendre à 3 centimètres cubes d'eau distillée.
Dans I centimètre cube, verser 3 centimètres cubes de réactif molybdique, chauffer légèrement. Précipité jaune = phosphate.
Dans le reste de la liqueur, ajouter partie égale d'acétate de soude à 25 p. loo, porter à ébullition ; ajouter un excès d'oxalate d'ammoniaque, précipité = chaux. Filtrer.
Alcaliniser à l'ammoniaque le produit de filtration. Y verser ensuite une solution de phosphate de soude : précipité cristallin de phosphate ammoniaco-magnésien = magnésie ;
3* Calcul brun verdâtre ou noirâtre, très dur et mamelonné comme une mûre.
Dissoudre dans l'acide azotique, précipiter ensuite dans un excès d'acétate de soude à 26 p. 100 = oxalate de chaux ;
4** Calcul jaune, translucide, cireux,^ cassure rayonnée.
Chauffer sur une lame de platine : calcul brûle sans fondre, en répandant une odeur piquante et en laissant un charbon volumineux = cystine.
CHAPITRE V CHIMIE PRATIQUE
Dosage de l'albumine dans le liquide oéphalo-raohidien au raohialbuminimàtre de Sioard et Cantaloube
Ce procédé est basé sur la précipitation à chaud de Talbumine par Tacide trichloracétique au tiers, le dosage se fait à l'aide d'un tube gradué.
Ce qull faut :
I* Un rachialbumînimètre de Sicard et Cantaloube (Leune), c'est un tube allongé de 19 centimètres de hauteur et de 7 milliniètres de diamètre inférieur, gradué en 4 centimètres et dont les 2 derniers centimètres présentent des sous-divisions au cinquième ;
2** Quatre centimètres cubes de liquide céphalo-rachidien frais ;
3** De l'acide trichloracétique au tiers.
Ce qu'il faut faire :
I** Verser dans le tube jusqu'au trait supérieur 4 du liquide prélevé ;
2** Chauffer le tube au-dessus d'une flamme à alcool jusqu'à 80-90°. Il n'est pas nécessaire d'obtenir l'ébullition ;
3** Ajouter immédiatement XII gouttes d'acide trichloracétique au tiers ;
4* Placer le tube au repos pendant 5 minutes ;
5" Obturer le tube de son bouchon de caoutchouc et le retourner deux ou trois fois ;
6* Laisser reposer 5 heufes en position rigoureusement verticale ;
7® Lire la limite de la graduation.
Ce qu'il faut dire :
Précipité au niveau ou au-dessous de la première division = liquide normal.
Précipité au-dessus ou au-dessous de la première division = liquide pathologique. •
Précipité entre une et une division et demie = liquide suspect.
Pour le dosage :
Un précipité affleurant 'à la l" division inférieure = 0,22 centigrammes
Si le liquide est souillé de sang, les résultats se trouvent faussés. On n'en peut tenir compte, o gr. 2o = liquide normal.
gr. 5o = album inose nette.
1 à 2 grammes = albuminose intense. -
Si le précipité est trop abondant pour être mesuré, il faut recommencer Texpériencè en diluant de moitié le liquide céphalorachidien : le chiffre obtenu alors à la lecture devra être multiplié par 2 pour correspondre à la quantité d'albumine par litre.
L'albumînose s'observe avec lymphocytose : i
dans Ifes méninges aiguës. .
— — tuberculeuses.
— — chroniques syphilitiques.
dans Tencéphalite léthargique, d une façon inconstante, et souvent accompagnée d'une hyperglycorrachîe.
L'albuminose s'observe sans lymphocytose :
dans les compressions : mal de Pott, tumeur.
— tumeurs cérébrales.
L'hyperalbuminose peut s'observer sans lymphocytose chez
d'anciens syphilitiques. Cette anomalie n'indique pas l'existence d'une méningite syphilitique active (M. Bloch).
Reoherohe du 8uore dans le liquide oéphala-raohidien
Ce qu'il faut :
1° Un liquide céphalo-rachidien fraîchement recueilli ;
2° De la liqueur de Fehling ;
3^ Une lampe à Talcool et un tube à essais.
Ce qu'il faut faire :
i** Recevoir dans le tube à essais 2 centimètres cubes de liquide céphalo-^rachidien centrifugé o^ filtré ; 2° Ajouter III gouttes de liqueur de Fehling ; 3* Porter à ébullition. .
Ce qu'il fau^t voir :
Le liquide reste bleu = rékction négative.
n se fait une précipitation rouge = réactipn positive.
Ce qu'il faut dire :
Réaction positive dans un liquide clair = liquide normal ou état méningé, méningite subaiguë ou chronique (syphilitique, tuberculeuse, etc.), encéphalite léthargique (Webber). *
Réaction positive dans un liquide trouble = méningite puriforme aseptique, méningite sérique.
Réaction négative dans un liquide trouble = méningite cérébrospinale en phase aiguë ou en période de réaction infectieuse, méningite purulente à pneumocoques ou à streptocoques.
Le sucre reparaît vers le 4* jour de la méningite cérébrospinale, au moment de l'amélioration.
Doeage de Turée dans le eérum sanguin
Les recherches de Widal et ses élèves ont isolé un syndrome clinique azotémîque au cours des néphrites. Chimiquement, il est caractérisé par l'augmentation considérable de la quantité de l'urée du sérum sanguin. Cette quantité ne dépasse pas à l'état
normal o gr. 5o à o gr. 60 par litre, et à l'état pathologique elle peut aller jusqu'à 4 grammes.
Ce qu'il faut :
I® 5 centimètres cubes de sérum obtenus par la coagulation de 20 centimètres cubes de sang recueilli par des ventouses scarifiées, ou par une saignée à l'aiguille ;
2® De l'alcool à 96® additionné du i/iooo d'acide acétique ;
3* Une solution d'hypobromîte de soude :
Brome 1 centimètre cube.
Lessivé de soude de densité 1,33. 15 — —
Eau distillée 10 — —
Mélanger la soude et l'eau, refroidir et ajouter le brome par petites portions en refroidissant.
k° Un uréomètrei de Leune-Bournigault avec cuve à eau ou pn uréomètre de Moreigne. On peut de la même façon utiliser l'uréomètre dTvon {voir p, UU).
I® Ajouter à 5 centimètres cubes 2 de sérum 5 fois le volume d'alcool, à 95® acétique, et faire bouillir. Filtrer après un séjour de 3 heures à l'étuve à 35*» ;
2** Le résidu est repris à deux reprises par l'alcool bouillant ;
3** Toutes le« solutions alcooliques obtenues dans les filtrats précédents sont réunies puis évaporées jusqu'à réduction du volume à quelques centimètres cubes ;
^^ L'uréomètre de Leune est abouché par son extrémité G, robinet ouvert, au caoutchouc d'un robiniet à eau et rempli jusqu'à D, sans bulle d'air. Fermer alors le robinet G.
Le plonger dans sa cuve à eau oh un thermomètre indique la température.
Verser par le robinet B, 2 5 centimètres cubes de la solution d'hypobromite, puis quelques gouttes d'une solution aqueuse saturée de glucose.
1. On demandera un uréomètre h lin calibre et graduations serrées.
2. Il est préférable d'opérer sur 10 centimètres cubes de sérum.
Verser par le robinet A les résidus alcooliques des lavages des 5 centimètres cubes de sérum, puis quelques gouttes d'eau.
Laisser Tàppareil 5 minutes prendre la température de la cuve à eau.
Fermer les robinets A et B.
Retirer l'appareil de la cuve à eau et agiter vigoureusement en l'inclinant de façon à bien faire le mélange des liquides des réservoirs G et E.
Replonger l 'appareil dans la cuve, en ouvrant sous 1 eau le robinet G. Attendre lo minutes. Le dégagement gazeux fait descendre l'eau dans le tube F par refoulement. Pour faire la lecture, il faut retirer l'uréomètre de la cuve jusqu'à ce que le niveau liquide en soit sur le même plan qUe le niveau de la cuve.
Lire alors le nombre de centimètres cubes de gaz dégagé.
On note la température de la cuve et la pression barométrique ;
5** On cherche sur les tables d'uréomètre accompagnant l'appareil le poids, à la même température et à la même pression, d'un centimètre cube d'azote. On multiplie par le nombre de centimètres cubes de gaz dégagé. Le chiffre obtenu est divisé par le nombre de centimètres cubes de sérum employé. On a ainsi le chiffre d'azote par litre qui, multiplié- par 2,1 5, donne le poids en grammes d'urée contenu par litre de sérum^
Ce qu'il faut dire
Fig. 70
Uréomètre
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Grande azotémie si le chiffre de l'urée dépasse 2 grammes. Moyenne azotémie si le chiffre de l'urée est entre i et 2 grammes.
Petite azotémie au-dessous de i gramme.
Le professeur Widal a attaché au taux d'azotémie une signification pronostique :
Azotémie supérieure à 3 grammes = mort dans un délai très court.
— entre a et 3 grammes = mort en quelques semaines
ou quelques mois.
— entre i et 2 grammes = la survie dépasse rarement
une année.
— entre 0,60 et i gramme = pronostic plus favorable. Mais il faut savoir que ces taux se rapportent à des azotémied
chroniques constatées à plusieurs examens répétés. Dans les néphrites aiguës, les maladies infectieuses, les états cardiaques, on peut observer des azotémies aiguës plus ou moins élevées. Ces azotémies - n'ont pas les mêmes pronostics et peuvent disparaître après guérison de Tinfection ou amélioration de l'état circulatoire.
Dosage de Turée par la méthode de Foet^e ^
La méthode est basée sur la précipitation dé l'urée par le xanthydroi. Deux molécules de xanthydrol s'unissent à une molécule d'urée pour fornier une combinaison insoluble qui a reçu le nom de xanthylurée ou uréîne, dont le poids moléculaîi'e est 7 fois plus élevé que l'urée.
Le xanthydrol précipite 'totalement l'urée de sa solution et n'a aucune action sur les substances qui peuvent accompagner l'urée dans les liquides de l'organisme, urine, sang, liquides séreux, etc.
Cette méthode permet donc un dosage simple et très précis de l'urée dans les milieux les plus complexes.
1 . Nous remercions le docteur René Clogne, chef de laboratoire à Thôpital de la Charité, docteur en pharmacie, des précieux renseignements qu'il nous a donnés pour ce feuillet et le suivant.
Ce qu'il faut :
i^ Un verre à pied, un agitateur ;
2° Une pipette graduée, un entonnoir ;
3® Une balance de précision ;
4® ^ne étuve à loo® ;
5** Une solution de xanthydrol au i/io dans Talcool méthylique.
Réactif iodomercurique de Fosse :
Chlorure mercurique .... 2,71
lodure de potassium .... 7,20
Acide acétique crist 66 centimètres cubes.
Eau distillée Q. S. p. 100 cent, cubes.
6^ Les réactifs suivants :
Acide acétique, alcool à 90**.
Ce qu'il faut faire :
DOSAÛE DAJIS l'urine !
I** Dans un verre à pied on verse successivement ;
Urine filtrée et diluée au 1/iO . . 10 centimètres cubes.
Acide acétique crist 35 — —
Solution de xanthydrol .... 1 — —
^ Dix minutes après, on ajoute de nouveau i centimètre cube de la solution de xanthydrol et ainsi de suite de dix en dix minutes jusqu'à ce qu'on ait versé 5 cen|im êtres cubes, après quoi on laisse le tout au repos pendant une hçuxe et on recueille le précipité de xanthylurée par filtratîon sur un filtre sans pli ;
2** On lave le précipité avec quelques centimètres cubes d'alcool éthylique, en ayant soin de le rassembler dans le fond du filtre. On porte le filtre à l 'étuve à 100** pendant une heure environ ;
3* Aprèfe dessiccation, le précipité se détache ; on le recueille avec précaution el on le pèse. Le poids obtenu divisé par 7 donne le poids d'urée contenu dans un centimètre cube d'urine.
Pour. rapporter au litre, on multiplie par 1000 le résultat.
Normalement, Thomme adulte élimine en moyenne 28 grammes d'urée en 24 heures (d'après Maillard, 27,64).
Dosage dans le sang :
I® Dans un verre à pied, verser : 20 centimètres cubes de sérum, 20 oentimètres cubes de réactif ; mélanger avec un agitateur et jeter sur un filtre ;
2** Recueillir^ 20 centimètres cubes de liquide clair correspondant à 10 centimètres cubes de sérum, les placer dans un verre à pied, ajouter 20 centimètres cubes d'acide acétique et 2 centimètres cubes de solution de xanthydrol. Agiter, laisser reposer une heure, filtrer, laver le précipité pendant une heure. Peser.
Le poids du précipité 4ivisé par 7 donne le poids d'urée contenu dans 10 centimètres cubes de sérum.
Chez Vindividu normal^ avec une alimentation moyenne, le taux de l'urée du sérum est de o gr. 3o p. 100 environ.
D0SA.GE DANS LE LIQUIDE CÉPHALO-RACHIDIEN
La technique pour le dosage de l'urée dans le liquide céphalorachidien est Ja même que pour le sang.
Normalement, le liquide céphalo-rachidien contient de o,i5 à 0,35 p. loo d'urée.
Ce qu'il faut Toir :
Des communications récentes (Société de Biologie, 8 novembre et 6 décembre 191 9), attirent T^ttention sur le dosage de l'urée du sang pour le xanthydrol : Garnot, Gérard et M"* Moissonnier ont eu l'idée de comparer chez les urémîques les chiffres donnés par le dosage, par l'hypobromite et ceux par le xanthydrol dans l'examen du sang. Widal a démontré l'importance du dosage de l'urée du sang par l'hypobromite. Les chiffres obtenus sont d'autant plus élevés en général que l'évolution est grave. Mais ce dosage n'apprécie pas seulement l'urée,, il dose des substances azotées non coagulables, qui ne sont pas de l'urée. On le soupçonnait depuis longtemps en connaissant la non-toxicité de l'urée.
Les nouvelles recherches de Carnot permettent d'évaluer Timportance de ce facteur toxique. Si on examine en série le sang d'un urémique en évolution progressive, on constate que Turée dosée par la métliode au xanthydrol, qui ne dose que de lurée, n'augmente pas sensiblement tandis que l'urée dosée par l'hypobromite augmente progressivement, il se produit un écart progressif ; cet écart qui va de lo à 3o p. loo représente le chiffre de Tazote augmente progressivement. 11 se produit un écart progressif ; cet écart qui va de lo à 3o p. lOo représente le chiffre de l'azote non uréique toxique. [Ces constatations premières de Carnot et Gérard n'ont pas été confirmées et ces auteurs reconnaissent qu'il y a eu erreur de dosage. {Note ajoutée après mise en pages.)]
Dosage de l'urée du sang par précipitation des protéiques è Taoide triohioraoétique *
Ce qu'U faut :
1° lo centimètres cubes de sérum obtenu par la coagulation de 20 centimètres cubes de sang recueilli par saignée à l'aiguille veineuse ;
2^ De l'acide ti^ichloracétique solution à 20 p. 100 ;
3** Un uréomètre spécial pour l'urée du sang, type uréomètre d'Yvon à fine tubulure sur cuve à mercure. Une grande éprouvette de 2 litres d'eau ;
4® Une solution dliypobromite-de soude.
Ce qu'a faut faire :
I® Verser dans 2 verres la même quantité de sérum et d'acide trichloracétique à 20 p. 100, de préférence un nombre pair de centimètres cubes ; ,
2** Ajouter l'acide trichloracétique petit à petit dans le sérum en agitant constamment le mélange avec un agitateur ;
3* Filtrer sur papier ;
1. Ce dosage est une technique différente du dosage avec précipitation h l'alcool acétique. — L'alcool se fait rare et coûte cher aujourd'hui, voici une technique plus simple et moins coûteuse.
4** Prendre à la pipette graduée ce filtrat et le porter dans ruréomètre sur la cuve à mercure. On sait que sur. ce chiffre le sérum correspond' à la moitié du mélange. Ouvrir le robinet pour faire passer le liquide dans Turéomètre. Ajouter iHie goutta de la solution de phénolphtaléine et de la lessive de soude jusqu'à alcali nisation prouvée par la coloration rouge du liquide ;
5° Laver Turéomètre à Teau distillée. Faire, tout passer audessous du robinet et fermer le robinet après avoir expulsé toute bulle de gaze ; '
6® Ajouter au-dessus 5 à C centimètres cubes d'hypobromite de soude que Ton fait passer dans Turéomètre en ouvrant le robinet.
Le robinet doit être ensuite fermé toujours sans laisser passer d'air ;
7" On retire l'uréomètre et avec le doigt on ferme l'orifice inférieur de façon à éviter toute introduction d'air. On agite jusqu'à. ce que le mélange soit intime., on porte alors le tube dans la cuve à eau ; après quelques instants, la lecture est possible ; si elle est gênée par des bulles de gaz on fera passer sur la couche mousseuse un à deux centimètres cubes d'alcool en faisant tourner le tube ;
8® On égalise les deux niveaux et on fait la lecture ;
9® Le volume de gaz obtenu, on coùnaît par le thermomètre de la cuve à eau son degré de chaleur. Il suffit de se reporter aux tables qui accompagnent l'appareil pour connaître l'équivalence de ce volume d'azote en urée. Généralement les tables sont faites comme celles de Regnard pour deux centimètres cubes de produit. Si on a employé 8 centimètres cubes du mélange à parties égales sérum et acide trichloracétîque, cela fait 4 centimètres cubes de sérum. Le chiffre obtenu alors doit être divisé par 2.
Supposons que nos 4 centimètres cubes de sérum donnent à i5* un dégagement de 8 dixièmes de centimètres cubes de gaz. La table à i5** n'est graduée qu'à partir de i centimètre cube. Le dégagement de 8/10 = la moitié du 16/1Ô. 16/10 = 2,o4. — 8/10 = 1,02. Or, ce chiffre d'urée par litre serait exact si au départ nous avions utilisé 2 centimètres cubes de sérum. Nous avons
employé le double. Le chiffre d'urée sera par litre i ,02 : 2 = p,5i. ^
Lea tables des uréomètres pour do3age d'urée du sang sont graduées au-dessous du centimètre cube.
Reoherche de'*raibummo-ré«ction des craohate du P" H. Roger
On n'est plus en droit de nier la grande valeur diagnostique et pratique de la réaction de Roger. C'est le moyen d'investigation simple par excellence.
^Ge qu'il faut :
I® Des crachats frais (environ quatre à six crachats) recueillis dans un récipient sec. Rejeter les crachats contenant du sang ;
2® De l'acide acétique ;
3® Un agitateur, un entonnoir et un filtre Chardin ;
4** Une solution concentrée de ferrocyanurc de potassium ou de l'acide nitrique.
Ce qu'il faut faire :
I** L'expectoration est additionnée d'eau (à volume égal) ; triturer avec l'agitateur pendant 5 minutes ;
2® Ajouter V gouttes d'acide acétique pour précipiter la mucine et la fibrine ;
3® Décanter et filtrer sur papier Chardin ; la mucine et la fibrine restent sur le filtre, et le liquide filtré est le plus souvent à peu près clair (sinon, on devrait le traiter à nouveau de la même façon) ;
4® Dans le liquide filtré, la recherche de l'albumine peut se faire par les diverses méthodes employées pour les urines : chaleur, ferrocyanure de potassium en solution concentrée, acide nitrique.
Si l'on emploie la chaleur, il faut ajouter au liquide, dans le tube à essai, une quantité égale de solution saturée de NaCl : sinon, il arrive que l'albumine ne coa^le pas.
Pour Texamen à l'acide nitrique, les crachats, après filtration, sont placés dans un verre à pied ; on les traite ensuite par une petite quantité d'acide azotique versée doucement. L'acide coule au fond du verre. A la surface de séparation des deux liquides, il se fbrme un liquide bleuâtre en cas de traces d'albiunine, 'un disque nuageux en cas d'albumino-réaction nette, un anneau épais d'albumine rétractile en cas de réaction intense.
Ce qu'il faut dire :
Albumino-réaciion positive s'il existe de l'albumine dans une expectoration où l'on a certainement précipité toute la mucine.
Ualbumino-réaction est positive chez :
Les tuberculeux pulmonaires en général ;
Les granulies pulmonaires ;
Les emphysémateux d'une manière constante ; ''
Les œdèmes du poumon et congestions passives des cardiaques ;
Les congestions pleuro-pulmonaires aiguës et pneumonies fibrineuses ;
Elle est négative chez :
Les bronchites aiguës simples ;
Les bronchites chroniques non tuberculeuses ;
Les emphysèmes non tuberculeux.
Recommencer la réaction à plusieurs reprises à plusieurs jours d'intervalle, et ne tenir compte que des résultats constants. D'après Roger, une constatation négative, même unique, permet de rejeter le diagnostic de tuberculose.
La réaotion de Rivalta
Cette réaction permet de faire la distinction entre les liquides inflammatoires, exsudais, et les liquides de stase, transsudats. Et ceci aussi bien pour les épanchements péritonéaux que les épanchements pleuraux.
Ce qu'il faut :
I® Un verre, un agitateur, de l'eau distillée ;
2® De l'acide acétique glacial.
CHIMIE PRATIQUE 5i63
Ce qu'il faut faire :
I** Verser dans un verre à expérience une certaine quantité d*eau distillée, lac iduler avec une goutte d'une solution aqueuse d'acide acétique ;
2^ Laisser tomber le plus près possible de la surface du liquide une goutte de Tépanchement à étudier en la. portant avec l'agitateur .
Si le liquide est un exsudât, le Rivalta se montre positif : on voit descendre au fond du verre, sous forme d'un anneau se résolvant en traînées spiraiées ou plu& souvent sous forme de tï^aînées immédiates, un précipité de teinte bleutée, objectivemient comparable à la fumée de cigarette. Le précipité se dissout dans un excès d'acide acétique ; la dissolution fait-elle défaut, il n'y a pas de réaction de Rivalta et on a affaire à une précipîitation de mucipe.
Si le liquide est un transsudat, le Rivalta se montre négatif : seules se dessinent de petites S'tries incolores, semblables à celles d'une solution fortement sucrée, qui se dissipent sans donner lieu à aucun dépôt.
Dans les épanchements pleuraux :
Le Rivalta est positif dan^ les pleurésies tuberculeuses et les pleurésie® aiguës.
Le Rivalta est négatif dans Thydrothorax des asystoliques, dans la pleurésie droite des cardiaques, dans les hydrothorax des néphrites.
Dans les épanchements péritonéaux :
Le Rivalta est positif dans les péritonites tuberculeuses, cancéreuses, etc. ;
Le Rivalta est négatif dans l'ascite cirrhotique au début, car plus tard, après plusieurs ponctions, le Rivalta devient positif.
Cette réaction est due à des matières albuminoïdes précipfitables par l'acide acétique très dilué.
On peut conclure au point de vue pratique, avec Prosper Merklen :
I® La réaction de Rivalta mérite de rentrer dans le groupe de ces procédés qui, d'application facile au lit du malade, viennent donner un appui éventuel à la clinique ;
2^ Si les données en sont nettes et exemptes de contestation (franchement positives ou négatives), on doit les prendre en considération. Si elles se montrent douteuses, la recherche de la réaction n'aura été qu'une manœuvre inutile, et on n'en tiendra pas compte ;
3® La réaction confîrme-t-elle la clinique, elle mérite simplement le reproche d'avoir été superflue, ce dont on ne saurait lui garder rigueur ;
4® Entre-t-elle en contradiction avec la clinique, elle constitue un avertissement à ne pas négliger. Elle peut préparer la révision d'un diagnostic jet ramener le médecin sur la honne voie : là est sa véritable utilité. Mais il ne faut pas lui demander davantage, et ce serait une singulière imprudence que de lui subordonner l'ensemble des autres symptômes.
Dosage pratique de l'acidité^du suo gastrique
Nombreuses sont les techniques proposées pour le dosage de l'acidité du suc gastrique : nous ne rapportons que celle qui nous paraît la plus simple et qui a été préconisée par le professeur Albert Robin et Bournigault.
Ce qu'U faut :
I® Une burette de Mohr graduée ;
2* Une solution de soude titrée. Nous recommandons le titrage de façon qu'un centimètre cube de la solution corresponde à 5 milligrammes d'HCH. C'est un titre arbitraire qui évite les calculs ; on opère en effet sur 5 centimètres cubes de suc gastrique, et avec cette solution titrée, le' nombre de centimètres cubes de la solution de soude nécessaires pour neutraliser les
1. On demandera cette solution ainsi titrée à un marchand de produits chimiques.
5 centimètres cubes de suc indique en grammes la teneur en HCl d uû litre de suc gastrique ;
3^ Une solution alcoolique de pfaénolphtaléine au centième ;
4** Une solution alcoolique de diméthylamidoazobenzol au centième ; v
5° Une solution alcoolique d'hématoxyline au centième ;
6^ Du suc gastrique, recueilli par tu))age à jeun ou par aspiration de i:epas d'épreuve après une heure de digestion (1/2 blanc d œuf saba jaune, 60 grammes de pain, 200 grammes d'eau) et filtré* sur papier ;
7® Une pipette graduée à 5 centimètres cubes.
Ce qu'il faut faire :
I* Remplir la burette avec de la solution de soude jusqu'au o ;
2** Verser dans un verre à pied avec la pipette graduée 5 centimètres cubes de suc gastrique. Y déposer un agitateur en verre ;
3® Ajouter II gouttes de diméthylamidoazobenzol. Il se produit une coloration rouge si HGl libre, sinon, coloration jaune. Si la coloration est rcNige, on verse goutte à goutte dans le verre la solution titrée de soude en agitant jusqu'à disparition de la couleur rouge. Le nombre de centimètres cubes de la solution de soude nécessaire pour obtenir ce changement de couleur donne en grammes par centimètre cube la teneur par litre du suc gastrique dUCl libre (H) ;
4** Dans le même verre, on ajoute ensuite II gouttes de phénolphtaléine, et on fait tomber de la solution de soude jusqu'à coloration rouge. Le nombre total de centimètres cubes de soude employés pour ces deux opérations donne en grammes l'acidité totale par litre de suc gaslrîgue (A) ;
5® Dans un deuxième verre, on verse encore 5 centimètres cubes de suc gastrique et on ajoute 11 gouttes de la solution d'hématoxyline. La burette est ramenée au o, on verse de la solution sodiqfUe jusqu'à coloration bleue. Le nombre de centimètres cubes utilisés désigne en grammes par litre Tacide chlorhydrique 4les acides de fermentations (H + F).
Avec ces trois titrages (A, H, H + F), il est facile de calculer les différents éléments composant l'acidité du suc gastrique. Normalement :
Acide chlorhydrique libre (H). . . ^ . . . =0,5
Acidité totale (A) =1,60
Acide chlorhydrique combiné (C) > =1»
Acides de fermentation (F) = 0,10
Recherohe qualitative de i'aoidité gastrique
Deux acidités surtout intéressent le. praticien, celle que donne Tacidité chlorhydrique et celle que donne Tacide lactique qui représente les acides de fermentation.
Ce qu'il faut :
Pour la recherche de HCl :
I** Une capsule de porcelaine, un bec Bunsen ; 2** Du suc gastrique lîltré recueilli après un repas d'épreuve ; 3° Du réactif de Boas, qui remplace avantageusement le réactif de Giinzbourg :
Résorcine .. T ..... . 1 gramme.
Sucre blanc ...".... 3 —
Alcool dilué ........ 100 —
i^ Ou bien une solution à 2 p. loo de vert brillant, ou de papier au rouge de Congo.
Pour la recherche de l'acide lactique :
I® Du réactif d'Ueffelmann suivant la formule :
Solution aqueuse d'acide phénique. 10 centimètres cubes.
Eau distillée .' 20 — —
Solution concentrée de perchlorure ~defer I goutte.
2° Ou bien du perchlorure de fer en solution très diluée. l.G = AH + F.
Ce qu'il faut faire :
Pour la recherche d'HCl :
I® Déposer dans le fond de la capsule de porcelaine," IV à V gouttes de suc gastrique ei une même quantité de suc gastrique ;
2® Chauffer lentement sur le bec Bunsen, pour obtenir une dessiccation sans carbonisation ;
3® Pour la recherche au vert brillant, on ajoute simplement quelques gouttes de suc gastrique à la solution de vert brillant.
Pour la recherche de Vacide lactique :
Ajoutez quelques gouttes au réactif d'Ueffelmann ou à la solution de perchlorure de fer.
Ce qu'il faut voir et dire :
Réactif de Gûnzbourg = coloration rouge vif après dessiccation =t= HCl libre.
Vert brillant = coloration de bleue devient vert pomme = HCl libre et combiné. ^ .
Ueffelmann et perchlorure dilué = coloration jaune serin = acide lactique.
Ueffelmtinn et perchlorure dilué = coloration blanche = acide chlorhydrique.
On comparera toujours avec des témoins fournis par les acides du laboratoire.
L'absence d'HCl et présence d'acide lactique est souvent un signe de présomption en faveur du cancer de Teslomac.
Dosage de la pepsine du suo gastrique
Le dosage que Ton utilise surtout, est le dosage de l'action hydrolysante de la pepsine par le tube de Mette, suivant la technique de Linossîer.
Ce qu'il faut :
I** Des tubes de Mette.
On prend des tubes de verre mince, de 20 à 3o centimètres de
long, et de I à 2 miiliioiètres de diamètre. Aspirer dans chacun d'eux la partie fluide d'un blanc d'œuf frais, fermer avec le doigt Têxtrémité supérieure du tube et le porter dans un bainm^rie bouillant. Après 5 minutes, retirer le tube, lessuyer et plonger les deux extrémités dans de la cire ou de la paraffine fondue pour éviter la dessiccation de Talbumine ;
2** Du suc gastrique filtré, et de lacide chlorhydrique à a p. i.ooo ;
3^ Une étuve à 87^.
Ce qu'U faut faire :
1° Couper plusieurs fragments de tubes de i centimètre cube de long ;
2® On mesure 5 centimètres cubes de suc gastrique filtré ; on additionne de 5o centimètres cubes d'acide chlorhydrique à 2 p. i.ooo ;
3** Dans ce mélange, placer 3 tubes et porter le tout à Tétuve à 37® pendant 24 heures ;
^^ On mesure exactement les longueurs d'albumiiiè dissoute aux deux extrémités et on fait la moyenne. On sait que d'après BoRRissow, les longueurs d'albumine digérées croissent comme les racines carrées des quantités de pepsine contenues dans le liquide digestif. On peut exprimer, avec Linossieb, la teneur en pepsine d'un suc gastrique par un nombre représentant le carré de la longueur de Talbumine digéré en 24 heures à 87**.
Pouç un suc gastrique normal, les valeurs obtenues = 7,44 à 9 ; pour les longueurs = 2 mm, 8 à 3 millimètres. ^
Ce qu'U laui dire :
Au-dessus de ces taux = hyperpepsîe.
Au-dessous — = hypopepsie.
Si la digestion est nulle malgré une acidification du milieu = apepsîe.
Dosage dés chlorures dans le sang
I** 10 centimètres cubes de sérum obtenu par coagulation de 3o centimètres cubes de sang recudlli par ponction veineuse ; 2® Une solution décînormale de : .
Nitrate d'argent ;
Sulfocyanure de potassium (voir p. 240) ; 3** Solution de sulfate de fer (voir p, 2^0) ; 4® De Tacîde azotique pur ;
5** Une pipette de 20 centimètres cubes, une burette de Mobr de 20 centimètres cubes.
Ce qu'il faut taire :
^** Verser dans un verre :
10 centimètres cubes de sérum ;
4o centimètres cubes d'eau distillée ;
20 Centimètres cubes d'acide azotique ;
20 centimètres cubes de la solution de nitrate d'argent (dosée à la pipette) ;
3 centimètres cubes de la solution ferrîque ; 2® Ajouter à la burette de Mohr du sulfocyanure jusqu'à coloration rouge, en agitant à chaque' goutte avec l'agitateur. Soit N, le chiffre de sulfocyanure nécessaire. La teneur du sérum est de : <
(20 — N) X 0,585, pour 1.000.
Si on a opéré sur 5 centimètres cubes de sérum, on aura :
(20 — N) X 1,17 pour 1.000.
Ce qu'il faut dire :
La normale est de 6,76 p. i.ooo.
Si le chiffre est plus élevé = imperméabilité marquée.
Si le chiffre est plus bas, il existe des œdèmes, ou bien il peut encore s'agir de néphrite ; mais en plus le malade est au traitement déchloruré.
Ainsi, pour que ce renseignement soit complet, il est nécessaire de lassocier au dosage des chlorures dans Turine ; il faut encore faire une épreuve de la chlorurie alimentaire et une pesée quotidienne.
On peut ainsi déceler l'existence de l'hydratation qui, dans une certaine mesure, peut voiler les résultats fournis par le dosage seul du chlorure dans le sérum.
En pratique, le dosage des chlorures dans le sang n'est d'aucune utilité. Il suffit, pour étudier révolution d'une néphrite chlorurémique , de suivre quotidiennement la courbe du poids. C'est plus pratique et plus exact.
Manière d'examiner chimiquement un lait de femme et d'en spécifier les propriétés nutritives
1** Prélever l'échantillon. — Avec un tire-lait, recueillir 10 centimètres cubes de laift au commencement d'une tétée, lo centimètres cubes au milieu et lo centimètres cubes à la fln. En notant l'âge du lait. Tout ceci pour mettre le plus possible ^ l'abri des causes d'erreur provenant des variations fonctionnelles ;
3** Apprécuîr la réaction au papier de tournesol. — Elle doit être alcaline ;
3** Chercher la densité. — Se servir du flacon à densité de Kegnault, qui porte un index dans sa partie étranglée. On en fait la tare, on remplit de lait et on pèse. Puis on le vide, on le lave, on le remplit d'eau à la même température et Ton pèse a nouveau.
Poids du lait _ j^ ^^^g.^^ Poids de Teau
4** Evaluer l'extrait sec et les sels minéraux fixes. — Verser 5 centimètres cubes de lait dans une capsule de platine à fond plat tarée ; maintenir à l'étuve à loo® pendant 5 heures.
Laisser refroidir et peser quand la dessiccation est complète. Le ^ poids de l'extrait x 200 = extrait sec d'un litre de lait.
Ensuite calciner sur une ilamme bleue Jusqu'à ce que l'on^ obtienne des cendres blanches. Peser et multiplier par aoo pour avoir les sels minéraux fixes d'un litre de lait ;
5° Doser le beurre.
Ce qu'il faut :
De lalcool ammoniacal :
Ammoniaque pure. . . . 30 centimètres cubes.
Alcool à 90* 833 — —
Eau distillée Q. S. pour. . . 1000 ~ —
Avec lequel on fait de la liqueur d'Adam :
Alcool ammoniacal. 100 centimètres cubes.
Etherà65* 110 — —
Une ampoule à robinet graduée à 10 centimètres cubes et à 32 centimètres cubes.
i** Par aspiration, remplir Tampoule de 10 centimètres cubes de lait ;
2** Fermer le robinet eit y verser de la liqueur d'Adam jusqu'au trait supérieur ; .
3** Boucher et renverser l'appareil à plusieurs reprises pour mélanger ; quand il est renversé, ouvrir le robinet pour faciliter dans la boule le mélange du lait avec le réactif, puis refermer le robinet et laisser l'appareil* au repos une demi-heure.
Ce qu'on voit :
\je liquide se partage en deux couches, la supérieure contient le beurre.
On recueille des couches inférieures, en ouvrant le robinet, I demi-centimètre cube de lait que l'on place dans un ballon jaugé de 5o centimètres cubes pour le dosage de la lactose.
L'appareil fermé ensuite est roulé dans les mains de façon à
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nettement séparer les deux liquides et, de nouveau, on retire le liquide inférieur dans le ballon jaugé précédemment. ^ On verse alors quelques centimètres cubes d'eau distillée que Ton fait couler sur les parois et qu'ensuite on fait écouler dans le même ballon.
A ce moment le liquide inférieur contient tout le beurre, on le fait écouler dans une ampoule tarée et on y joint quelques centimètres cubes d'étber avec lesquels on a lavé l'ampoule.
La capsule s'évapore tout d'abord pendshit 1/2 heure à la * température du laboratoire, puis dans une étuve à 100", jusqu'à dessiccation complète.
Le poids du résidu x 100 = le poids du beurre par litre de lait.
6® Doser la lactose.
Ce qu'il faut :
I® Dans un ballon jaugé à 5o centimètres cubes, le lait dégraissé après traitement par le liquide d'Adam qui correspond à 10 centimètres cubes de lait, et les eaux de lavage de l'ampoule ;
2® Réactif nitro-mercurique de Patein.
Verser dans une capsule de porcelaine 160 centimètres cubes d'acide azotique (4o** B). Ajouter en agitant, 2.20 grammes d'oxyde rouge de mercure, puis après 5 minutes, 160 centimètres cubes d'eau distillée ; porter à l'ébuUition. Quand l'oxyde est dissous, refroi4ir et verser lentement /io centimètres cubes de lessive de soude au quart. Agiter, compléter à i litre avec de l'eau et filtrer ;
3* De la poudre de zinc ;
4** De la liqueur de Fehling titrée avec une solution de lactose pure à I p. 100 en se souvenant que la réduction normale nécessite une ébullition prolongée ;
5® Des pipettes graduées 5 centimètres cubes, 26 centimètres cubes.
Ce* qu'il faut faire :
I** Ajouter au ballon jaugé, 4 centimètres cubes de réactif nitro-mercurique, et remplir d'eau distillée jusqu'au trait de jauge. On mélange et on filtre ;
a* On versera dans ce mélange 2 grammeft de poudre de zinc pour éliminer le mercure ;
3® Après une heure de contact, on verse 26 centimètres cubes de €& liquide dans un baljon jaugé de 5o centimètres cubes, puis on ajoute goutte à goutte de la soude jusqu'à neutralisation jugée au papier. On complète ensuite à 5o centimètres cubes avec de Teau distillée et on filtre.
On a ainsi une solution au i/io^ ;
4** Doser à la liqueur de Fehling comme 'pour l'urine. Gomme on a titré sur la lactose au i p. 100 la solution de Fehling, il est facile de déduire par la quantité de Fehling nécessaire le titre de la solution de lactose que Ton multiplie par 100 pour avoir le titre par litre de lait.
En pratique le dosage de la caséine n'est pas nécessaire.
Voici les différents chiffres obtenus par Guiraud à Bordeaux, en 1897, dans des laits normaux.
MAXIMUM MINIMUM
Densité. 1.035 » 1.028 >>
Extraits 163,80 112,00
Beurre 61,80 17,50
Caséine 14,00 8,50
Lactose (anhydre) 77,66 67,62
Sels . 2,70 1,07
Substances indéterminées. . . . 11,07 4,26
Reoherohe et dosage des réduotases du lait de vache (Technique de Bertin-Sans et Êmiie Gaujcux)
Le dosage des réductases peut fournir des renseignements sur la valeur hygiénique du lait de vache. Voici comment il convient de procéder :
Ce qu'il faut : \.
i^ Du lait de vache frais ;
2** Une solution de i p. 4.000 de bleu de méthylène ;
3* Une solution de i p. 4.000 de fuchsine rubine ;
4® Des tubefe à essai ; .
5** Un bain-marie maintenu de 3o** à 4o**.
Ce qu'U faut faire :
I® Verser dans un tube à essai 20 centimètres cubes du lait à examiner ;
2** Ajouter à ce lait :
III' gouttes de la solution de fuchsine ;
IV gouttes de la solution de bleu de méthylène ;
3* Agiter pour mélanger intimement, mais sans provoquer de mousse abondante. Le lait prend une teinte gris cendré ;
4" Boucher d'un tampon de coton et porter en bain-marie ;
5° Attendre, en mesurant le temps nécessaire^ que la teinte du tube passe de la nuance gris cendre au lîlas puis au rose franc, par suite de la décoloration parfaite du bleu de méthylène.
Ce qu'il faut dire :
I® Virage en moins d un quart d'heure = lait ne devant pas être consommé ;
2** Virage en moins de trois quarts d'heure = lait ne devant pas être utilisé pour l'alimentation des nourrissons, ni des malades ;
3® Virage en moins d'une heure et demie = lait suspect ;
4® Virage en sept heures environ ou un peu moins = lait frais pouvant être consommé ;
5° Le lait pasteurisé ne doit pas virer en moins de sept heures. Tout lait qui ne remplit pas cette condition doit être considéré comme mal pasteurisé ou mal conservé.
En somme, tout lait présentant un pouvoir réducteur élevé peut être considéré comme ayant, de par ses souillures mîcro biennes, subi une altération plus ou moins profonde.
Diagnostic différentiel entre le lait de vaohe et le lait de femme
Pour ce diagnostic on peut utiliser U réaction cI'Umikoff dont la cause est inconnue. '
. Ce qu'il faut :
1° 4 centimètres cubes de lait dans un tube à essai ; 2® 2 centimètres cubes d'ammoniaque officinale étendue de son volume d'eau ;
3** Un bain-marie chauffé à ôo"*.
Ce qu'il faut faire :
Mélanger le l'ait à Tammoniaque ;
Chauffer 20 minutes dans un bain-marie chauffé à 60®.
Le lait de femme se colore en une teinte violacée d'autant plus intense que le lait est plus âgé. Le lait de vache ne donne guère qu'une légère teinte jaunâtre.
La réaction d'Abderhalden dans le diagnostic
de la grossesse
Cette méthode s'appuie sur la notion suivante : l'introduction dans l'organisme, par une autre voie que la voie intestinale, d'une albumine étrangère, entraîne la formation dans le sang d'un ferment de défense à l'égard de cette albumine; ce ferment est spécifique et son action se manifeste comme celle d'un ferment protéolytique, il démolît la molécule albuminoïde et libère les amino-acides de la même façon que la protéase pancréatique.
Les applications médicales de cette notion ont été nombreuses. On a utilisé sa recherche pour l'étude des réactions de défense, au cours des affections hépatiques (Noël Fîessinger et Jean Broussole) au cours de Tépilepsie et de la démence précoce (André Lérî et Vurpas), au cours du cancer (N. Fiessinger et P-.-L. M&rie). Mais l'application la plus intéressante de cette méthode est certai-
nement le diagnostic de la grossesse. Les recherches française^ du professeur Bar, de Daunay et Ëcalle ont montré l'importance des renseignements fournis par cette méthode en obstétrique.
Il se produit, en effet, au cours de la grossesse, une résorption knle de» villosités placentaires, l'organisme de la femme enceinte réagit coulre ceitt albumine placentaire comme contre une albumine hétérogène.
Cette technique nécessite une grande minutie et beaucoup de patience. Elle ne peut être utilisée que dans le» laboratoires bien installés et par des travailleurs expérimentés» Celte méthode n'est pas à la portée du premier venu. Les causes d'erreurs sont nombreuses et dangereuses.
Ce qu'il faut :
I* 25 tubes à dialyse (Cogit). Les tubes conservés en flacon d'eau distillée sous une couche de toluène, sont préférables aux tubes secs ; ^
2® Des flacons d'Erlenmeyer adaptés aux tubes. Ces flacons sont marqués d'un trait correspondant au niveau de 20 centimètres cubes ;
3® Un litre de toluol, 25o» grammes de chloroforme ;
4® Plusieurs pipettes de 2 centimètres cubes ;
5* De l'eau distillée ;
6^ Une série de tubes à essai ;
7® Une pince en bois ;
8® De la ninhydrine. Se procurer 2 ou 3 flacons de ninhydrine. Faire une solution au i/ioo, 0,10 pour 40 centimètres cubes d'eau distillée dans un flacon com pie-gouttes bien propre et bien sec ;
9* De l'antigène. L'antigène est de l'albumine de placenta humain cuite, exempte de sang et d'acides aminés. On peqt se procurer de l'albumine chez certains fournisseurs. Voici coflinaent nous conseillons de préparer cet antigène :
Prenez un placenta humain normal, débarrassez-le des membranes, tissu fibreux et cordon, découpez-le en cubes de 2 à 3
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centimètres cubes, lavez à Teau courante 1/2 heure et ^cprimez dans un linge fin. Ce n'est pas tout, 11 reste encore des gltjèxà» rouges. Pour les détruire par hémolyse dans l'eau il faut réduire le placenta en infîmes parcelles : pour cela je conseille d'avoir recours à la vulgaire hroyeuse américaine de cuisine montée pour hacher fin. Introduisez les morceaux de placenta dans la broyeuse et broyez. Vous^ recueillez le broyage dans un grand plateau rempli d'eau, lavez par décantation jusqu'à ce que la substance devienne blanche et le liquide de lavage transparent.
Il faut le plus souvent i heure à 2 heures poux obtenir ce résultat.
Le placenta broyé est ensuite versé dans un balloij çt mêlé à au moins 5 fois son volume d'eau distillée. Faites bouillir 10 minutes.
Laissez refroidir, versez l'eau par pig. 71. - Schéma de la tèch^ décantation. Remplissez de nouveau nique de dialyse d'Abderhalden.
Dans le cylindre dialyseur : le sérum à expérimenter, l'albumine d'épreuve.
Le tout sous couche de toluol.. Le cylindre trempe dans de l'eau distillée recouverte de toluol.
le ballon avec la même quantité d'eau distillée et faites encore bouillir To minutes et ainsi de suite 5 fois. Après ces 5 ébullitions, le liquide décanté doit conserver sa couleur transparente après I minuté d'ébullition dans un tube à essai, en présence de II I^ gouttes de la solution de ninhydrine pour 10 centimètres cubes de liquide. Si le liquide prend une couleur violette, il faut répéter le lavage du placenta. Si le liquide est clair, on àécante et on verse l'antigène dans des flacons stériles à large goulot et bouchés à l'éméri. Après refroidissement, on coule 10 centimètres cubes de chloroforme qui se place en bas de l'antigène, et 10 centimètres cubes de toluol qui surnage. L'antigène est conservé au frais, à la glacière, et de préférence à l'abri de la lumière ; 10° Du sang de la femme à explorer, et plusieurs témoins. Le sang sera recueilli par ponction veineuse : Il en faut 10 à
20 centimètres cubes. On le laisse coaguler. Après 6 heures de coagulation, le sérum exsudé est recueilli dans des tubes à centrifuger, et centrifugé lo minutes. La réaction n'est possible que si le sérum est clair et non hémolyse. Tout sérum hémolyse doit - être rejeté.
Ce qu'il faut faire :
I® Vérifier les tubeô de dialyse tous les i5 jours environ ou tous les mois, les tubes doivent cire perméables aux peptones, imperméables aux albumines. On procédera comme ci-dessous, mais les tubes doivent contenir dans le premier cas 3 centimètres cubes de peptone en solution à i p. loo, dans le second,' 3 centimètres cubes d'eau albumineuse fraîcKe à i p. loo ;
2** Chaque expérience de diagnostic comporte les préparatifs suivants :
a) Faire bouillir les tubes de dialyse pendant 5 minutes ;
b) Stériliser les flacons d'Erlenmeyer au four Pasteur, de l'eau distillée à l'autoclave ;
c) Faire bouillir l'antigène dans 5 fois son volume d'eau distillée et recommencer 2 fois après décantation en vérifiant que la dernière eau d'ébullition ne donne pas la réaction à la ninhydrine ;
d) Verser dans chaque flacon d'Erlenmeyer assez d'eau distillée pour atteindre la marque de 20 centimètres cubes ;
* e) Déposer à la pince flambée les tubes de dialyse, il faut se garder de les toucher avec les doigts ;
/) Verser à la pipette 2 centimètres cubes de sérum à explorer dans les tubes de dialyse, changer de pipette à chaque malade et remplir a tubes pour chaque malade. Il faut bien prendre garde de ne pas laisser s'écouler de sérum en dehors des tubes de dialyse, tout tube souillé en dehors est nul ;
g) Déposer ensuite à la pince flambée dans tous les tubes impairs o,5 à i gramme d'albumine placentaire bouillie. Les tubes pairs ne contiennent que du sérum sans antigène, ce sont les témoins ;
h J Recouvrir le sérum du tube et l'eau qui l'entoure de X
à XX gouttes de toiuol.;
i) Porter à Tétuve à 37* pendant 16 heures ; *
3^. Après 16 heures, a) enlever à la pince les tubes de dialyse
en les disposant dans un cristailisoir ;
b) Verser le liquide des flacons dans des tubes à essai, à raison de lo centimètres cubes par tube ;
c) Verser dans chaque tube 2/10 de centimètre cube de la solution de ninhydrine, soit IIl ou IV gouttes ;
d) Chauffer à rébullition en maintenant le tube avec une pince en bois et conserver ainsi pendant exactement i minute ;
e) Les tubes sont placés dans un porte-tube et on attend une 1/2 heure avant de les consulter ;
f) Pendant ce temps on lave soigneusement les tubes à Teau courante, puis on les fait bouillir et ils sont conservés dans Teau distillée sous une couche de toiuol ;
g) Les flacons sont de même soigneusement lavés et séchés.
Ce qu'A faut Yoir :
Les tubes colorés en violet franc = réaction très positive + + .
Les tubes colorés en violet pâle = réaction positive +.
Les tubes colorés en rose pâle = réaction douteuse (+).
Les tubes colorés en jaune ou eau de roche = réaction négative o.
Les témoins : Tubes pairs, sérum seul.
Tubes impairs, sérum témoin sans grossesse, doivent donner une réaction négative.
En cas de grossesse même au début (a* mois) la réaction est nettement positive.
Si les témoins sont positifs la réaction doit être reprise, il y a une cause d'erreur.
Si l'épreuve s'est bien passée et que la réaction s'est montrée positive, nous conseillons pour plus de certitude de la recommencer quelques jours plus tard en ayant soin de faire un témoin avec du sérum chauffé à 56* un quart d'heure, qui doit donner une réaction négative.
Ce qu'il faut dire :
Être prudent et se garder d'affirmation catégoriqiie à .un seul examen.
Si la réaction est négative, il est à peu près certain qu'il n'y a pas grossesse.
Si la réaction est positive, il ne faut pas s'engager dans le diagnostic de grossesse avec trop de légèreté. Les recherches du professeur Bar et de son éminent collaborateur Ecalle, nos recherches personnelles permettent d'affirmer que la réaction peut être positive au cours de certaines infections génitales, salpingites, au CQurg des fibromes utérins, au cours des métrofrhagies, et même au cours de certains cancers.
Malgré ces inconvénients, on peut dire que Tabsence de réaction certifie l'absence de grossesse. Si la réaction est positive, faisons des réserves, il y a environ i/5 de chances d'erreur. C'est beaucoup, direz-vous. Mais le laboratoire n'apporté pas de certitude formelle, pas plus sur ce sujet que dans beaucoup d'autres.
Ce qu'il faut en, penser :
Qu'est-ce qui s'est passé dans cette réaction ? C'est bien simple. Le sérum de femme enceinte contient un ferment de défense contre l'albumine de placenta. Ce ferment a la propriété de digérer les albumines même bouillies de placenta et scinde la molécule albuminoïde dont se détachent les acides aminés. Ceux-ci sont facilement dialysables et traversent la membrane du tube pour se diluer dan^ l'eau distillée extérieure. Ces acides aminés ont les propriétés de donner ensuite la réaction fortement colorante en violet de la ninhydrine après ébuUitîon. Le ferment est spécifique mais pas d'une façon absolue. Il peut dans certains cas agir sur des albumines différentes, albumine de cancer ou albumine de foie. Cette question de la spécificité du ferment de défense est encore à l'étude.
Ea somme, méthode très intéressante, qui ouvre de larges horizons, mais méthode peu pratique, qui restera confinée dans les
grands laboratoires. Il en est d'elle comme de la réaction de Wassermann, le jour où elles sont faites à la légère et par un médecin occupé à d'autres sujets, c'en sera fini de leur exactitude.
Examen, chimique rapide d'une eau
Ce qu'U faut :
I® Un verre gradué de loo centimètres cubes ;
a® Une burette, de Mohr ;
3^ Une capsule de i6o centimètres cubes^ ;
4** Tubes à eàsai ;
5® Un ballon de a5o centimètres cubes ;
6** Du réactif acétophénique ;
. Phénol pur 3 grammes.
Acide sulfurique pur .'.... 37 —
7** Du réactif su^ihophénique ;
Phénol pur 3 grammes. *
Acide sulfurique pur 37 ■—
8** De l'ammoniaque ;
9** Une solution de bicarbonate de soude à 3o grammes par litre;
io° Une solution de permanganate de potasse N/aôo (c'est-âdire à o gr. 632 par litre) ;
II" Une solution de sulfate de fer ammoniacal ;
Sulfate de fer ammoniacal .... 12 gr. 50
Eau distillée Q. s. pour 1 litre.
Acide sulfurique 200 centimètres cubes.
12^ Une solution neutre de chromate de potasse ;
i3** Une solution d'azotate d'argent décinormale (c'est-à-dire à 17 grammes par litre) ;
i4" Du réactif nitromolybdique ;
i5** Du réactif de Nessler.
Ce qu'tt faut faire :
i® Remplir d'eau le verre et le placer sur une feuille de papier blanc. Noter si l'eau est limpide ou trouble, avec ou sans dépôt, avec ou sans odeur marécageuse ou putride ;
2^ Evaporer à sec au bain-marie loo centimètres cubes d'eau et verser sur le résidu quelques gouttes de réactif acétophénique.
On obtient une coloration jaune ou brune suivant la proportion d'cLZotites. Si Ton ajoute de l'ammoniaque on obtient une coloration jaune verdâtre plus nette encore ;
3® Evaporer au bain-marie loo centiAiètres cubes d'eau. et sur le résidu ajouter quelques gouttes du réactif sulfophénique.
On obtient avec les azotates une coloration jaune. En ajoutant quelques gouttes d'anmioniaque on obtient une coloration plus nette encore^ ;
4° Placer 5o centimètres cubes d'eau à analyser dans le verre et ajouter X gouttes du réactif de Nessler. Agiter avec une baguette de verre et noter la coloration au bout d'une demi-heure environ. S'il y a de ï ammoniaque en assez grande quantité on obtient une coloration nettement jaune d'or foncé avec ou sans dépôt rougeâtre.
S'il n'y a que des traces d'ammoniaque on note une colùration jaunâtre faible ;
5® Prendre loo centimètres cubes d*eau à analyser, ajouter lo centimètres cubes de solution de bicarbonate de soude, lo centimètres cubes de solution titrée de permanganate de potasse. On fait bouillir lo minutes (après ébuHition on doit avoir une coloration rose, sinon il faudrait ajouter une nouvelle quantité de permanganate). On laisse refroidir et on ajoute lo centimètres cubes de sulfate de fer ammoniacal, on dose alors l'excès de sulfate de fer non oxydé au moyen de la solution de permanganate que l'on laisse tomber goutte à goutte jusqu'à coloration non persistante.
Soit N^ le nombre de centimètres cubes de solution de permanganate nécessaire pour obtenir cette coloration ;
6® On opère un second dosage sur 200 centimètres cubes en opérant comme ci-dessus.
1. Si l'on avait un mélange. d'azotites et d'azotates la détermination serait plus difficile. Il faudrait chasser les azotites au moyen d'une solution d'urée dans l'acide acétique que les azotites décomposent avec dégagement d*azote et il ne resterait plus que les azotates que Ton pourrait caractériser.
Noter le nombre Ng de centimètres cubes de solution de permanganate nécessaire dans cette deuxième opération.
La quantité de matières organiques contenue dans cette eau par litre et évaluée en oxygène est donnée par la relation
(n2 — ni) X 10 X 0,00016.
7* Placer 5o centimètres cubes d'eau à analyser dans le verre, ajouter quelques gouttes de solution de chromate de potasse et laisser tomber goutte à goutte la solution décinormale d'azotate d'argent jusqu'à teinte rouge persistante.
La quantité de chlorure contenue dans l'eau à analyser sera donnée par la relation
n X 20 x,0,00585 = gr. NaCl.
ou
n X 20 X 0,00355 = gr. Cl.
8® Dans un tube à essai chauffer 5 centimètres cubes d'eau à analyser + lo centimètres cubes réactif nitro-molybdique. Si l'eau contient des phosphates on a un précipité jaune.
Ce qu'il faut dire :
Pour Tappréciation des eaux potables on peut se reporter aux limites suivantes fixées par le Comité Consultatif d'Hygiène en France.
EAUX
pures
potables
suspectes
mauvaises
Nitrites
Néant
Néant
Traces
Dosables
Nitrates
Néant
Néant
Traces
Dosables
Ammoniaque . . .
Néant
Néant
Matières organiques
on oxygène con-
sommé ....
Chlorure de sodium.
Phosphates . . .
Néant
Néant
28è DIAGNOSTICS BIOLOGIQUES EN CLIENTÈLE
Analyse baotérîologique des eeux
A, — Numération des germes
I® Un flacon de lo centimètres cubes d'eau fraîche recueillie quelques heures avant et conservée au frais ;
2** Une pipette stérilisée donnant XXX gouttes au centimètre cube ;
3® Deux tubes de gélatine ;
4** Deux boîtes de Pétri ;
5® Une lampe à alcool.
Ce qu'il faut faire :
I® Le flacon est lavé soigneusement, séché, bouché à l'ouate, entouré de papier avec son bouchon et stérilisé au four Pasteur ;
2** Prélever l'eau après l'avoir fait couler quelques minutes pour vider les conduites et en prenant soin de ne pas souiller l'orifice. Boucher et étiqueter ;
3° Faire fondre les tubes de gélatine, les amener à 4o® ;
4** Faire tomber dans le premier une goutte d'eau, agiter soigneusement et couler en boîte de Pétri stérilisée ;
5® Faire tomber dans le deuxième II gouttes d'eau, agiter et couler en boîte de Pétri ;
6® Laisser refroidir et porter à i8® environ ;
Les colonies apparaissent dès le deuxième jour et se développent jusqu'au quinzième jour environ. C'est à ce moment que la lecture doit se faire.
Soit n le nombre de colonies trouvé sur la première boîte. Le nombre de microbes par centimètre cube est de n x 3o.
Sôit n' le nombre de colonies trouvé dans la deuxième boîte. Le nombre de microbes par centimètre cube est de ri' x 1 5.
On prend comme résultat le nombre moyen par centimètre cube donné par les deux boîtes.
Il peut arriver qu'une liquéfaction oblige à pratiquer une lecture avant le quinzième jour. Dans ce cas, le chiffre trouvé est
inférieur à la i^liCé et il est nécessaire de le multiplier par un coefficient Tariable :
Coeifloient
Au 2* jour = 9,6
14» » =1,04 D'après H. Vincent, pour
15* » «1 des cultures & 1648«.
B, — Recherche et* identification du colibacille Ge qu'il faut :
I® Quelques tubes de bouillon d'une contenance de io centimètres cubes environ ;
2® 2 ballons de i5o centimètres cubes contenant 8o centimètres cubes de bouillon environ ;
3" Quelques pipettes stérilisées ;
4* Une solution d'acide phénique à 5 p. loo ;
5® Un flacon de i5o centimètres cubes ;
6® Des tubes de bouillon lactose carbonate ;
7° Des tubes d'eau peptonée ;
8** Des tubes de lait tournesolé ;
9® Des tubes de bouillon rouge neutre.
Ge qu'il faut faire :
I® Placer les tubes de bouillon sur un porte-tube et les étiqueter, ainsi que les deux ballons de i à 8 ;
2* Répartir l'eau du flacon qui a servi à faire la numération des germes à doses croissantes de la façon suivante, en ajoutant les quantités indiquées ci-dessous de solution d'acfde phénique.
ibe
1 I goutte d'eau
XX
4 2 ce. »
illo
gouttes d'acide phénique à 5 p. 100.
3** On porte à Tétuve à 4i**,5, pendant i6 heures ;
4** On repique chacun des tubes en bouillon phénique et on porte à l'étuve à 4i®,5, 5 heures ;
5** On repique sur bouillon simple et on porte à Tétuve à 87** pendant 12 heures ;
6** On reprend alors les deux tubes qui marquent la délimitation entre ceux qui ont poussé et ceux qui n'ont pas poussé, et on les repique chacun dans "bouillon lactose carbonate, lait tournesolé, bouillon rouge neutre et eau peptonée, que l'on porte à rétuve à 37®. Dans le cas où Ton a du colibacille, on doit noter dans ces tubes les résultats suivants : dégagement gazeux dans le bouillon lactose carbonate ; la teinte initiale du lait tournesolé vire nettement au rouge en 24 heures, le milieu est coagulé ;
Fluorescence du bouillon au rouge neutre ; production d'indol dans le tube d'eau peptonée ;
7® Examen microscopique de la culture : coccobacille, la plupart du temps, nettement mobile, ne donnant pas de spores ;
8® On note alors le dernier tube qui a poussé en colibacille et, en admettant que dans la quantité d'eau ajoutée au tube initial qui lui correspond, il y avait au moins un colibacille, par un simple rapport, on détermine la quantité de colibacilles par litre,
On a alors :
Tube 1
CHAPITRE VI PHYSIQUE PRATIQUE
Mesure de la pression du liquide oéphalo-raohidien aveo l'appareil du Docteur Henri Claude
Ce qu'il faut :
L'appareil d'Henri Claude se compose d'un petit manomètre, anaéroïde gradué en centimètres d'eau. On peut le relier directement au moyen d'un tube en caoutchouc à un dispositif de robinet à trois voies. Quand l'aiguille est adaptée au dispositif, on ouvre le robinet et le mandrin pénètre librement dans la lumière. Si on retire le mandrin et que le robinet est tourné de 45®, il met directement en communication l'aiguille avec le manomètre.
Ce qu'il faut faire :
I® Faire une ponction lombaire, retirer le mandrin ;
2® Prendre la tension de début en tournant le robinet de 45®. Le liquide pénètre peu dans le tube dé caoutchouc par suite du refoulement de l'air dans la cuvette du manomètre ;
3® Retirer en tournant le robinet la quantité de liquide nécessaire ;
4® Prendre la tension terminale.
Ce qu'il faut Toir :
La pression de lo à i5 centimètres d'eau en position couchée ; 7— i8 à Qo — en position assise ;
est une pression normale.
La toux fait varier la pression de 2 à 4 centimètres.
Fig. 72. — Appareil du Docteur Henri Claude.
Dans les méningites aiguës, subaiguës et chroniques, dans les hémorragies méningées,* dans les tumeurs cérébrales, la tension s'élève de 38 à 60 centimètres d'eau.
Comment établir une oourbe osoillométrique
Lorsqu'on désire connaître l'état de la tension artérielle, il faut apprécier la tension maxima ou tension systolique et là tension minima ou tension diàstolique. Mais une notion nouvelle s'est fait
jour dans ces derniers temps : il faut fixer Vindice oscillométrique ou oscillation maxîma observée au cours de Texploration faite au Pachon. L'importance de cet indice oscillométrîque est fixée par les deux lois suivantes :
Toutes choses égales du côté de l'artère explorée, l'indice oscillométrique traduit la valeur de l'impulsion cardiaque.
Fig. 73, -i^ Vue d'ensemble de l'oscilloniètre sphygraométriqiie.
Toutes choses égales du côté de l'impulsion cardiaque, l'indice oscillométrîque traduit la valeur du calibre vasculaire, c'est'^à^dire de l'état de resserrement ou de relâchement des vaisseaux artériels explorés.
L'étude des variations de l'indice chez un même individu peut devenir un élément seméiologique spécifique, soit de la valeur de l'impulsion cardiaque, soit des altérations organiques ou fonctionnelles de la perméabilité artérielle, ainsi que de la valeur respective de la circulation périphérique, soit encore de l'état du système nerveux vasomoteur.
Ce qu'il faut :
1** Un psciilomètre de Pachon avec son brassard ;
2° Du papier quadrillé dont les carrés ont environ o cm. 5 de côté. On en découpe des petites Gches que Ton étalonne transversalement en bas de 26 à o de droite à gauche.
Ce qu'il faut faire :
tf* Appliquer le brassard au poignet. Seulement dans les cas où les oscillations sont trèa faibles (débilité cardiaque, shock), rexploration sera faite au bras.
Il est nécessaire que le segment du membre exploré soit rigoureusement sur le même plan horizontal que la base du cœur. Pour Tavant-bras, rien n'est plus facile ; il suffît de prendre la tension en position couchée. En position assise, il faudra élever l'avant-bras sur des coussins ou sur une table ;
ar° Après avoir bien fermé la soupape Vd, on pompe de l'air dans l'appareil jusqu'à une pression de 20 à 26 centimètres cubes au manomètre. A partir de ce moment, la pompe devient inutile. On fait tomber peu à peu la pression de centimètre en centimètre en agissant sur la vis V. Entre chacune de ces chutes, on appuie sur le séparateur S et on observe les indications de l'oscillomètre. Tant que les pulsations restent sensiblement égales à elles-mêmes, il n'y a pas lieu d'en tenir compte. On inscrit de droit© à gauche sur le papier quadrillé au crayon un point qui mesure l'étendue de l'oscillation (la calculer en fixant entre quels degrés se produisent les oscillations de l'aiguille). On a ainsi une série de points qui, réunis, figure une courbe, c'est la courbe oscillométrique. Voici une courbe normale.
f i 3 * J ù 7 o s iO li la /.ï /" Ji 't*
Fig. 74 La courJ:)e dite normale.
Ce qu'il faut Toir :
Cette courbe est un souvenir graphique très précieux, elle précise :
Tension maxima : Mx : qui est la pression où apparaît à l'appareil la pulsation nettement différenciée, marquant l'entrée dans la zone des oscillations graduellement croissantes.
Tension minima : Mn : pression de la première oscillation plus faible succédant aux plus grandes oscillations.
Indice oscillométrique : lo : oscillation maxima observée à l'appareil ou hauteur du sommet de la courbe.
Ce qu'il faut dire :
Il est difficile en quelques lignes d'étudier la signification de ces différents renseignements. On se reportera aux travaux faits sur ce sujet et en particulier aux travaux du Professeur Pachon et de ses élèves {Journal Médical Français, septembre 19 19).
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