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DE LA PREMIÈRE ÉDITION
Ce Précis de Bactériologie pratique^ ainsi que son titre Tindique, n'a pas pour but de faire connaître à l'étudiant la science bactériologique sous toutes ses faces. Les expériences, les théories concernant l'étiologie et la pathogénie de l'infection, le mécanisme de la défense de l'organisme seront exposées en Pathologie générale ^ J'ai voulu, avant tout, faire un ouvrage pratique^ k la portée du débutant ; la technique y occupera donc la meilleure place.
La technique bactériologique a grandement étendu son domaine pendant ces dernières années ; je l'ai prise dans sa conception la plus large. L'examen microscopique d'un microbe, sa culture, son inoculation même ne sont que le prélude d'expériences plus compliquées. J'ai donc fait suivre la technique générale d'une série de chapitres sur les produits solubles microbiens, sur Vanalyse de Ceau, de l'air, de la terre, sur les moyens employés pour créer Vimmunité artificielle, sur la sérothérapie, etc.
Ce Précis n'est pas non plus un simple livre technique ; j'ai cherché à expliquer chaque méthode, à donner la raison d'être de chaque procédé. Pour ce faire, j'ai dû allier, très intimement, la théorie à la pratique, citer continuel-
* P. CouRMONT. Précis de Pathologie générale, même bibliothèque.
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lement des exemples empruntes aux principaux microbes pathogènes. L'étudiant trouvera donc dans notre Précis de Bactériologie pratique, h côté d'une technique des plus complètes, tout ce qu'il doit savoir de théorie. C'est ainsi que le chapitre consacré aux produits solubles résume nos connaissances sur ces corps (origine, rôle, propriétés physiologiques, etc.), avant d'apprendre à les extraire. La sérothérapie itsX d'abord définie et expliquée; les méthodes d'immunisation des animaux et d'emploi des sérums viennent ensuite. Le chapitre analyse de Veau commence par des notions générales sur l'origine des microbes des eaux, les principales espèces microbiennes rencontrées dans celles-ci, la richesse microbienne des eaux compatible avec leur emploi pour l'alimentation, etc.; les méthodes de recherche du bacille de la fièvre typhoïde dans l'eau sont précédées d'un résumé des discussions qui ont eu lieu à propos de la spécificité de ce microbe, etc.
Le moment n'est pas encore venu, selon moi, de faire, dans un ouvrage classique, l'histoire de chaque microbe pathogène pris en particulier; ces descriptions vieilliraient trop rapidement. Par contre, j'ai condensé dans un chapitre spécial toutes les notions, définitivement acquises, qui pourront servir à établir le diagnostic ou \q pronostic des maladies infectieuses par tes mélhodes microbiennes. Les principaux microbes pathogènes sont donc néanmoins étudiés ; leurs caractères les plus utiles à connaître sont ainsi mis en relief.
Les champignons pathogènes ont été systématiquement laissés de côté, puisqu'ils seront l'objet d'un chapitre spécial dans le Précis de matière médicale botanique de M. Hbim (môme bibliothèque).
PREFACE III
Ce livre est le résumé d'une expérience de plus de dix ans, passés dans le |jaboratoire de médecine expérimentale de Lyon; il portera à chaque page Temprainte de l'enseignement et des travaux de mes maîtres : le professeur Chaoveau, chef de TÉcoie lyonnaise et fondateur du Laboratoire, et son successeur, le professeur Arloing, dont je suis plus directement rélève reconnaissant.
Je remercie mon préparateur et ami, le docteur Nicolas, sous-directeur du bureau d'hygiène de la ville de Lyon dont le concours m'a été très précieux.
LyoD, 20 juin 1897.
Jules Courmont.
DE LA DEUXIÈME ÉDITION
Cette seconde édition est considérablement aus^mentée et profondément remaniée.
Les principaux microbes pathogènes de Vhomme y sont décrits, dans une Partie spéciale. Nous n'avons pu, faute de place, et ce Précis s'adressant plus spécialement aux Étudiants en médecine, décrire les microbes pathogènes \ pour les seuls animaux, pas plus que les microbes non; pathogènes. Nous avons surtout insisté sur les notions qui doivent aider au Diagnostic et au Pronostic des maladies infectieuses et être utilisées au lit du malade.
La Sérothérapie occupe une Partie à part.
Enfin, nous avons exposé, dans tous ses détails, le traitement antirabique de Pasteur, bien que l'agent producteur de la rage soit encore inconnu.
En un mot, nous avons cherché à laisser à notre Précis son caractère essentiellement pratique, tout en le mettant au courant de la science.
Je remercie mon chef des travaux, M. Lesieur, pour le concours qu'il m'a prêté dans la refonte de ce volume.
LyoD, 15 noyembre 1902.
Jules Ck)URMONT.
A L'ÉTUDE DE LA BACTÉRIOLOGIE
La Bactériologie, la science qui traite des microbes, ne se présente plus aujourd'hui avec les caractères de implicite qu'elle offrait au momen^ de sa fondation par Pasteur. L'examen direct des microbes, leur isolement, leur culture et la reproduction de Tinfection primitive par inoculation des cultures pures, constituent bien toujours les opérations basâtes de la bactériologie, mais celles-ci ne sont que le prélude de recherches plus complexes. La différenciation de l'espèce microbienne a été reconnue entourée de difficultés; elle exige la connaissance d'une foule de caractères d'ordres divers. La même lésion peut être produite par différents microbes; le même microbe peut engendrer, suivant les cas, des lésions bien différentes; la spécificité microbienne n'existe, dans toute sa rigueur, que pour quelques espèces. Les microbes pathogènes (c'est-à-dire capables de produire une infection chez l'animal) agissent par l'intermédiaire de substances solubles qu'ils fabriquent; leur virulence est due à la sécrétion des toxines; ïinfection a été reconnue être une intoxication. La vaccination, \si prédisposition sont également le résultat de l'action sur l'organisme de produits solubles microbiens. Tout bactériologiste doit donc savoir produire, isoler, injecter ces substances solubles, dont la nature est encore loin d'être com-
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plètement élucidée. Réagissant contre ces intoxications, Torganisme fabrique, à son tour, d'autres substances toxiques, défensives ou favorisantes, qu'il faut savoir ex traire des humeurs; Tétude des sérums des animaux immunisés exige la création d'un nouveau chapitre de bactériologie. La préoccupation légitime de faire le diagnostic bactériologique, c'est-à-dire certain, des infections impose la recherche de méthodes spéciales pour découvrir le microbe lui-même ou pour mettre en évidence les réactions particulières à la maladie. L'hygiéniste réclame des analyses d'eau, d'air, de substances solides, indiquant le nombre et la nature des germes qui y sont contenus.
On voit que, pour être capable de remplir sa tâche, le bactériologiste doit posséder des connaissances très variées en botanique, physiologie, chimie, anatomie pathologique, pathologie, etc. Nous le répétons, la bactériologie est une science très complexe, très difficile, exigeant, outre le savoir, de grandes qualités -de jugement, de sang-froid, de patience. La valeur d'un travail de bactériologie est adéquate à l'autorité de l'auteur.
Le temps n'est plus où on pouvait apprendre toute la bactériologie avec un microscope, des matières colorantes, une étuve et quelques tubes. Il faut établir une démarcation bien tranchée entre ceux qui désirent seulement savoir appliquer au lit du malade les quelques notions devenues classiques : coloration du bacille tuberculeux, séro-diagnostics, etc., et ceux qui veulent être en mesure de faire des recherches originales, de profiter des cas qui se présenteront à leur examen. Pour ces derniers, un Laboratoire bien outillé est devenu absolument nécessaire.
Insistons sur les trois questions générales suivantes :
l<* Que doit être un laboratoire de bactériologie?
2^ Sur quels principes doit-on s'appuyer pour faire la différenciation d'une espèce microbienne?
3^» Quelles sont les causes d'erreur à éviter dans l'attribution à un microbe des lésions où il a été découvert, même lorsque la culture pure du microbe reproduit une infection de môme
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ordre ? Quelles sont aussi les causes d'erreur à éviter dans rinterprétation des résultats négatifs ?
§ 1. — Le laboratoire de bactériologie
Un laboratoire modèle de bactériologie doit avoir une installation permettant d'entreprendre toutes les recherches énujnérées plus haut ; il doit, en réalité, être une réunion de laboratoires, un véritable Institut. On trouvera dans le cours de Tonvrage la description des appareils divers, de la chambre étuve, des substances à posséder, des microscopes spéciaux, des appareils micro-photographiques, etc. Nous voulons simplement jeter un coup d*œil d'ensemble sur les exigences générales du laboratoire.
Il y aura de grands avantages à avoir ce dernier au rez-dechaussée, de plain-pied avec une rue. Les écuries des grands animaux (indispensables par exemple pour la fabrication des sérums], qui exigent une entrée directe sur la voie publique, pourront ainsi communiquer avec les salles de travail. La surveillance sera plus aisée, les injections pratiquées sans perte de temps, les saignées opérées sans avoir besoin de transporter au loin Tortillage. On pourra enfin prendre des tracés graphiques sur ces grands animaux, les introduire dans la salle de cours. Le Laboratoire de médecine expérimentale de la Faculté de médecine de Lyon, créé puis perfectionné par nos maîtres Ghauveau et Arloing, possède tous ces avantages,
Un grand laboratoire général sera destiné à permettre les travaux simultanés du plus grand nombre de personnes; chaque place devra posséder outre le microscope, les matières colorantes, etc., plusieurs prises de gaz (éclairage, lampe à lentille pour le microscope, bec Bunsen), un robinet d'eau, des tiroirs. Nous conseillons, pour les tables qui serviront aux autopsies, au maniement de grandes quantités de cultures dangereuses, la lave émaillée qu'il est facile de nettoyer et de stériliser. Ce laboratoire général devra posséder un système d'aspiration permettant de faire le vide et de remplacer au besoin ce dernier par de l'hydrogène ou de l'acide carbonique
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(voy, p. 206), des balancos, un serpentin pour avoir rapidement de l'eau chaude, des filtres pour stériliser Teau, une lampe d'émailleur pour travailler le verre, un bain-marie avec régulateur du chaufTage, elc.
Des centrifugeurs sont indispensables. A défaut d'appareils très perfectionnés, mais coûteux, par exemple les centrifugeurs électriques, on se servira avec avantage des petits centrifugeurs Krauss
(fip- 1).
Plusieurs petits laboratoires particuliers, complètement aménagés, permettront de travailler isolément.
L'Ue salle spéciale sera réservée aux étuves et stérilisateurs. Une chambre étuve (voy. p. 146) est de toute utilité.
Les aides devront avoir un local pour nettoyer les objets de verrerie, les préparer, et fabriquer les milieux de culture.
Un laboratoire de chimie est absolument indispensable pour les manipulations qui se présentent journellement, spécialementdaus l'étude des produits solubles.
Une salle de physiologie n'a pas un rôle moindre. A Lyon, un pavillon entier est consacré aux expériences graphiques. Les grands appareils enregistreurs de Chauveau permettent d'inscrire indéfiniment les troubles fonctionnels de l'animal en expérience ; un ventilateur d'AR- LOiNG pour la respiration artificielle est actionné par le même moteur à gaz (situé dans le sous-sol) qui met en marche les appareils enregistreurs. Les grands animaux peuvent entrer facilement dans ce pavillon. Signalons encore : une puissante batterie électrique, une machine pneumatique pour
Fig. i.
Centrifugeur Krauss.
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l'analyse des gaz du sang, des appareils calorimétriques, etc. La salle de cours devra être annexée au laboratoire et aménagée pour qu'on puisse y reproduire toutes les expériences
Fig. 2.
Petit four crématoire.
utiles à montrer aux élèves. Il est très utile de pouvoir faire des projections de dessins ou même de photographies.
Pour le service micro-photographique, voir page 296.
Les écuries seront disposées pour des animaux de tailles diverses, depuis la souris jusqu'au chevaL
Un four crématoire sera de première nécessité pour détruire les cadavres infectieux (fig. 2).
Le sol doit être carrelé ou, s'il est en bois, recouvert de linoléum huilé.
Nous avons eu récemment l'occasion d'appliquer ces principes, en créant l'Institut d'Hygiène de la Faculté de médecine de Lyon^ Notre idée directrice a été la suivante : diviser autant que possible les locaux de travail, pour tout ce qui ne
* J. CouHMoxT, L'Institut d'Hygiène à la Faculté de médecine de Lyon, Revue d'Hygiène, Janvier 1903.
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concerne pas renseignement direct des élèves. Un Institut de bactériologie, où devront être effectuées des recherches variées, par un personnel nombreux, exige cette division des locaux comme du travail.
Aussi, à côté d'une grande salle de travaux pratiques destinée aux élèves, nous avons créé des laboratoires distincts : pour nous-même, pour notre chef des travaux, pour nos préparateurs, pour les travailleurs du dehors, pour les analyses d'eaux, pour les inoculations et autopsies, pour les expériences graphiques, pour les analyses chimiques, etc., sans parler des cuisines pour les garçons, chambres pour les instruments, chenils, musées, etc.
Cet isolement relatif des travailleurs est une excellente méthode pour mener à bien les recherches bactériologiques.
L'idéal, pour un Institut de Bactériologie ^ est la réunion, sous une même Direction, de sections multiples, affectées à toutes les branches de la science bactériologique : section des diagnostics bactériologiques (médecine humaine et vétérinaire) section des sérums thérapeutiques et des toxines (tuberculine, malléine, etc.), section antirabique, section agricole (microbes et champignons de la terre, de la vigne, du vin, etc.), sections industrielles (microbes et champignons de la bière, du rouissage, de la tannerie, etc.). VInstitut de Lille (Calmette) répond à ce programme, qui est également celui de VInstitut bactériologique de Lyon et du Sud-Est fondé par le professeur S. Arloixg et par nous-même.
§ 2. — L'espèce microbienne
La doctrine du transformisme s'est imposée en histoire naturelle. Les espèces ne sont pas séparées les unes des autres par un fossé infranchissable ; des êtres, intermédiaires entre les types qui représentent l'espèce, existent ou ont existé. Mais tandis que, dans le haut de réchellede la vie, l'espèce est devenue assez ùxe, par disparition des intermédiaires, par sélection, les individus inférieurs se sont moins diiïérenciés. Il est naturel de penser que les êtres qui, à l'heure actuelle, représentent
L ESPECE MICROBIENNE
les unités les plus primitives, les êtres unicellulaires, les êtres qui naissent et finissent leur carrière en quelques heures ou quelques jours, olTrant ainsi au même observateur un grand nombre de générations successives, sont ceux pour lesquels le transformisme est une réalité visible ; ils sont facilement en voie de transformation. L'espèce est donc beaucoup moins fixe pour les microbes que pour les végétaux supérieurs ; elle existe cependant, parfois bien déterminée, d'autres fois assez vague.
Non seulement l'espèce microbienne est relativement peu fixe, mais la difficulté de trouver des caractères distinctifs est considérable. Les êtres supérieurs ont une grande complexité et surtout une vaste succession de formes ; les êtres unicellulaires n'ont pas d'organes, ils ont des formes monotones, faciles à ramener à 2 ou 3 figures géométriques, ils ont tous un air de ressemblance. La morphologie, même assez fixe, serait donc déjà impuissante à distinguer des espèces: nous allons voir que le polymorphisme vient encore compliquer le problème.
11 faudra donc pour dénommer un microbe: examiner sa forme dans différentes conditions (milieux, température, etc.), rechercher les propriétés chimiques, colorantes de son protoplasma, étudier son pouvoir pathogène sur les espèces animales variées, isoler ses produits solubles et observer leurs effets, constater son aptitude à être agglutiné par certains] sérums, etc.
Or, aucun de ces caractères biologiques n'est absolument fixe, aucun ne suffit à déterminer l'espèce. Quelques microbes sont plus hautement différenciés que d'autres. Citons : le Bacille tuberculeux avec ses caractères particuliers de coloration, les microbes de la diphtérie, du tétanos^ de la morve, du charbon qui occasionnent des effets ou des lésions spéciales, le Bacille pyocyanique qui sécrète un pigment bien connu: lapyo-^ cyanine. Il existe cependant des bacilles non tuberculeux, jouissant des mêmes propriétés de coloration, des bacilles pseudo-diphtériques, pseudo-tétaniques qui ne diffèrent des précédents que par l'absence de toute virulence ; il existe des bacilles charbonneux asporogènes, ayant perdu définitivement leur pouvoir pathogène, et qu'on ne rapprocherait pas du
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Bacillus anthracis si on ne connaissait pas leur origine ; il existe des Bacilles pyocyaniques ne sécrétant plus de pigment.
Concluons donc à la grande difficulté de difFérencierrespèce en bactériologie, à la possibilité d'une transformation môme assez étendue, mats ne nions pas la réalité de Tespèce et la possibilité de la reconnaître. Il faut s'adresser à toute la série des caractères connus, dont le faisceau a une grande valeur, bien qu'aucun d'eux ne soit pathognomonique , puisqu'il peut manquer.
Insistons un peu sur le polymorphisme des microbes. Ceux-ci sont des Algues^ privées de c/i/orop/i.y//e (sauf peut-être quelques exceptions). D^s le début de la bactériologie, la lutte fut très vive entre les partisans de la fixité de l'espoce ou du monomorphisme et ceux du polymorphisme ou de la fusiou des espèces. CoHN avait donné aux formes microbiennes les noms qui sont encore employés aujourd'hui, il croyait à un monomorphisme constant. Ncegeli, Zopf soutinrent au contraire que les formes décrites par Cohn dérivaient les unes des autres par variations successives et que leurs propriétés physiologiques variaient parallèlement. Pour Zopf, « la théoiie de la constance des formes bactériennes n'avait plus qu'un intérêt historique ». Malheureusement pour sa théorie, il fut démontré qu'il avait observé des cultures impures. Winogradsky, par exemple, montra qu'on pouvait distinguer jusqu'à 20 espèces dans une culture ne contenant, d'après Zopf, que du Beggiatoa. Noecjkli et Zopf avaient donc tort; cependant Cohn avait été trop exclusif.
Le polymorphisme existe bien, mais dans des limites moins étendues que ne le croyait Zopf : il n'a pas, en tout cas, la signification de transformation d'une espèce en une autre. Le plus souvent, un microbe prend des formes variées lorsqu'il est placé dans des conditions dysgénésiques : vieillissement, chauffage, addition d'antiseptiques, etc., mais il reprend sa forme typique dès qu'il est replacé dans des conditions normales. Citons quelques exemples. Il suffit d'examiner successivement /' une culture de Bacille du tétanos en bouillon aux âges de vingt- / quatre heures, dix jours et vingt jours pour voir des bacilles
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droits, puis des bacilles en forme de clou, puis des formes indéterminées résultant de la fragmentation des éléments ; les spores isolées ressemblent à des cocci, les fragments de bacilles n'ont aucune forme descriptible. Le Colibacille, le Bacille dEberth varient depuis Tétat presque punctiforme, très voisin du coccus, jusqu'à celui de bacilles allongés traversant tout le
'^'Ol^ji^''''
Fig. 3.
Modifications morphologiques du Bacille pyocyanique, obtenues par
addition d'antiseptiques divers (d'après Chakrin et Guignard).
A, culture en bouillon oormal. — B, culture de 48 heures en bouillon additionné de 5 p. 1000 d'acide boriquo. — G, culture de 4 jours en bouillon additionné do 8 p. 1000 d*acide borique. — D, culture de 24 heures en bouillon additionné de bichromate de potasse (0 gr. 15 p. 1000). — E, culture de 2i heures en bouillon additionné d'acide thjmique (0 gr. 50 p. 1000). — F, culture de 24 heures en ImuîIIou additionné d'alcool (40 ce. p. 1000). — G, euUiirede 8 jours en bouillon additionné de 8 p. 1000 d'acide borique.
champ du microscope ; il suffit, pour avoir ces grandes formes, de les cultiver dans des conditions dysgénésiques. Une culture, même normale, du Bacille de Lôf/ler offre des bacilles et des individus en poire, en massue. Le Streptocoque, trouvé par ÂRLOiNG et Chantre dans Tinfection purulente, se montre dans une même culture en bouillon, sous forme de longs ou courts streptocoques, de grains isolés, ou même de bacilles dans la croûte desséchée le long des parois lorsque le liquide s*est
10 INTRODUCTION A l'ÉTUDE DE LA BACTÉRIOLOGIE
évaporé. Gharrin et Guignard ont pu donner au Bacille T^ocya^' nique toutes les formes représentées (îgure 3, en additionnant les milieux de différents antiseptiques. Mais, en somme, tous ces microbes ont une fprme normale qu'ils reprennent dès \. qu'on les replace dans les condîtrons habituelles de végéta-
\tion.
D'autres fois, les variations peuvent ^tre plus profondes et
' persister en l'absence des conditions qui les ont déterminées; on a pu créer des races de Racillus anthracis (Ghauveau, Phis ALIX, Roux), on a pu transformer du Staphylocoque pyogène
Fig. 4.
Cocci : schéma des principaux types de groupement.
doré en blanc (J. Gourmont et Rodet) , on a pu faire du Bacille pyocyanique ne sécrétant plus de pigment. La création artificielle de ces races implique-t-elle la possibilité de transformer une espèce en une autre? Nous ne saurions le dire '.
Fixons la valeur des termes qui se rapportent à la morphologie des microbes. Geux-ci se présentent sous trois formes principales :
i<* La forme coccus (fig. 4) est arrondie. Le micrococcus (A) a
* Pouf toutes les questions se rattachant à la botanique des microbes, lire l'article de Guignaud : Traité de pathologie générale de Bouchard, t. II, p. 7. Jn article Infection de Ghariun. — Pour le polymorphisme : consulter : De la variabilité dans les microbes au point de vue morphologique et physiologique, par A. Rodet, 1894.
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des éléments isolés ou réunis sans ordre . Le streptococcus (B) est une chaînette de cocci. Le staphylococcus (G) est une grappe de cocci. Le micrococcus lelragenus (D) est groupé en carré par quatre. La sarcine (E) est un amas de tétragènes. Le leuconostoc (F) est un chapelet plongé dans une gangue gélatineuse. Vascococcus (G) est une réunion de cocci enfermés sans ordre dans une gangue. Les cocci adhérant entre eux pour former un amas constituent les zooglées (H).
2^ La forme bacillus (fig. 5) ressemble à un bâtonnet. Le bactérium (A) est ovoïde très court ; le bacillus (B) est cylindrique, plus long et présente beaucoup de variétés. Les leptothrix, crenothrix, beggiatoa (G) sont des filaments, longs, cloisonnés. Les
Fig. 5.
Bacilles : schéma des principales formes.
cïadothrix sont d'apparence ramifiée. La ramification vraie s*observe dans le genre streptothrix (fig. 5 D et fig. 268) et chez quelques bacilles (B. tuberculeux. B. diphtérique). Les streptobacilles (E) sont des chaînettes de bacilles.
On a donné le nom de bactéries ovoides à un groupe de bacilles courts, dits cocco-bacilleSy ayant quelques propriétés communes : forme courte (fig. 5, A), décoloration par le Gram, non liquéfaction de la gélatine, non fermentation du sucre, pathogènes pour Thomme et les animaux en faisant des lésions hémorragiques. Ges microbes intéressenf surtout les vétérinaires ; on a cependant rangé dans ce groupe certains microbes humains, tels que celui de la peste. Ce terme de bactérie ovoïde n\i pas la signification d'un genre ou d'une espèce. Ce n'est pas une classification, c'est un groupement pathologique.
LiGNiKRES range une partie de ces bactéries ovoïdes dans le
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genre Pasteurella de Trkvisan. Les maladies causées sont des Pasteurelloses (ovine, bovine, équine).
Ces termes n'ont pas grande importance, au point de vue purement morphologique.
30 La forme spirillum (fig. 6} est spiralée. Le vibrio (A) est un
FiK. 6.
Spirilles : schciiïa des principales formes.
bcUonnet court, courbé en virgule. Le spirillum (B) est long, en spirale peu serrée. Le spirochœlc (G) a des tours de spire serrés, nombreux.
^^^Pour lesci/i' vibratiles des bacilles et desspirilles, voir page 275.
On peut trouver toutes les formes de transi lion. Aucune classification dichotomique basée sur la morphologie n'est possible. La dénomination d'une espèce devra comprendre plusieurs mots ; le premier sera une indication morphologique : bacille, spirille, coccus ; le second (et les suivants, si besoin est de plusieurs) indiquera la propriété la plus saillante de l'espèce : Staphylocoque pyogène, Bacille de la diphtérie. Bacille du tétanos, Bacille tuberculeux. Bacille pyocyanique, etc.
Il existe également des microbes beaucoup plus petits que tous ceux auxquels nous venons de faire allusion et dont la forme est difficile à déterminer. Le Bacille de Vinfluenza est déjà petit. Plus petit encore est le microbe décrit par Nocard et Roux comme l'agent de la péripneumonie bovine.
On verra, page 246, que ces microbes (agents de la péripneumonie ôoumcdéla fièvre aphteuse, de la clavelée, etc.) sont tellement fins qu'ils peuvent traverser les filtres en porcelaine ; si bien que le liquide filtré est resté virulent.
Rien ne s'oppose à l'existence de microbes assez ténus pour que nos moyens actuels de grossissement soient insuffisants à les mettre en relief.
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On a quelquefois appelé ces microbes, mais à tort selon nous, microbes invisibles (voy. p. 221).
§ 3. — Des principales causes d'erreur dans l'interprétation DES résultats obtenus EN RECHER- CHANT UN MICROBE DANS UN ORGANISME INFECTÉ.
10 La recherche a été positive. — Un microbe a été isolé d'une lésion infectieuse; son espèce a été déterminée; son pouvoir pathogène a été vérifié ; inoculé à l'animal, il a reproduit la lésion originelle. Est-il l'auteur de l'infection primitive*? Pas fatalement. Quelques causes d'erreur doivent être signalées.
a. Supposons d'abord une prise d'un produit pathologique sur V homme vivant. Presque toujours le microbe isolé sera l'agent causal de l'infection. Il est cependant des cas où un microbe pathogène a envahi des lésions déjà formées. Nos cavités naturelles fourmillent de microbes pathogènes : Staphylocoque pyogèncy Streptocoque pyogène, Pneumocoque, Colibacille, etc. Ces microbes seront-ils fatalement la cause des entérites, des amygdalites, des fausses membranes où on les rencontrera? On sait combien il est malaisé d'aiiirmer par exemple qu'une fausse membrane diphtérique contenant des streptocoques a bien une origine mixte. On trouve des staphylocoques dans les tumeurs adénoïdes, dans les bronches gangrenées, etc. ; ces microbes sont simplement les hôtes de ces lésions. Ce ne sont pas seulement les affections des cavités naturelles, placées pour ainsi dire à ciel ouvert, qui peuvent être envahies secondairement par des microbes. On ne compte plus aujourd'hui les observations d'abcès du foie n'ayant donné lieu dans les milieux de culture à aucun développement microbien ; lorsque ces abcès sont au contraire fertiles, quelle certitude a-t-on que le microbe isolé n'est pas venu habiter l'abcès déjà formé ? 11 y a d'ailleurs des faits positifs à citer. Nbtter ponctionne une première fois un abcès du foie et reconnaît la stérilité du pus ; un examen ultérieur met en
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relief la présence du Colibacille. Sans le premier essai, on aurait conclu que le Colibacille, microbe pyogène, était remonté de Tintestin dans le foie pour y engendrer Tabcès : la conclusion quoique erronée aurait paru rigoureusement logique.
b. A Vautopsie, les causes d'erreur sont bien plus fréquentes, en raison des vingt-quatre heures d'attente réglementaires. Les microbes des cavités naturelles envahissent le cadavre de suite après la mort, quelquefois même pendant Tagonie . Her- MAN et WuRTz ont étudié systématiquement le foie, la rate et les reins de trente-deux cadavres et ont trouvé ces organes souillés seize fois par le Colibacille. D'autres auteurs (Lesage et Macaignr, Marpa>) ont obtenu une proportion bien moindre, en opérant en hiver, mais ont confirmé la possibilité de cet envahissement. L'empoisonnement par l'alcool, l'arsenic (WuRTz), par certaines toxines microbiennes (Mosny), le surmenage (Bouchard, Cuarrin et Roger) entraînent la pénétration dans le sang des microbes de l'intestin pendant l'agonie . Le fbie paraît être l'organe envahi en premier lieu. Pour Achahd et PHina>iN, c'est le Staphylocoque blanc qui se répand le plus rapidement dans les organes cadavériques. Gharrin et Veillon ensemencent du pus de péritonite immédiatement après la mort et trouvent du Pneumocoque à l'état de pureté ; à l'autopsie, vingt-quatre heures plus tard, le pus ne contenait plus que du Colibacille. On voit avec quelle prudence il faut tirer une conclusion des cultures obtenues avec des produits cadavériques.
Pour affirmer qu'un microbe est l'agent d'une infection, il faut donc ajouter à l'isolement, à la culture, à la reproduction de la lésion par inoculation de la culture pure, les conclusions d'une critique sévère.
c. Un autre fait, des plus intéressants à connaître, est le suivant. Certains microbes, tels que le Staphylocoque pyogène, le Streptocoque pyogène, le Pneumocoque ^ le Colibacille , etc., engendrent les lésions les plus diverses : suppurations, pleurésies, endocardites, ostéomyélites, etc. Or, un de ces microbes, retiré d'une lésion donnée, reproduit plus volontiers celle-ci sur l'animal; il est, jusqu'à un certain point, adapté à l'attaque
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de ce tissu ou de cet organe. Exemples : un staphylocoque, retiré d'une endocardite infectieuse, inoculé dans le sang d'un animal, reproduira, sans traumatisme préalable des valvules, de Tendocardite infectieuse, alors qu'un staphylocoque, extrait d'un furoncule , inoculé de façon identique, engendrerait difficilement de l'endocardite. Un pneumocoque, provenant d'une arthrite à pneumocoques, sera plus pyogène et fera plus volontiers des arthrites^ qu'un pneumocoque de la salive. Un colibacille d'abcès sera plus pyogène qu'un coli des matières fécales. Un streptocoque d'ostéomyélite reproduira à coup sûr l'ostéomyélite chez le jeune lapin. Un microbe, ayant produit de l'appendicite, aura les plus grandes tendances à se localiser sur l'appendice, etc. C'est le résultat d'une certaine accoutumance des microbes pour un tissu ou pour un organe. Habitué à cette lutte particulière, il est devenu plus apte à celle-ci.
2^ La recherche a été négative. — On a ensemencé un pus, un épanchement séreux, du sang. La culture reste stérile. Faut-il conclure que l'affection n'était pas microbienne ? Nullement.
a. Il y a beaucoup de microbes pathogènes qui nous sont encore inconnus, et qui ne végètent pas dans les milieux ordinairement employés. On ensemence, par exemple, dans tous les milieux connus du pus variolique ou vaccinal, extrait de pustules non contaminées par les microbes vulgaires de la peau (ce qui est très fréquent). Il ne se produit aucun développement microbien. Cependant, ce pus contient bien l'agent causal, puisque inoculé, il reproduit la maladie. La seule conclusion à tirer est que nous ne savons pas cultiver cet agent.
6. Il existe des microbes relativement difficiles à cultiver : le Bacille tuberculeux, le Gonocoque, le Bacille de l'in/luenza. Ils peuvent être présents et ne pas fertiliser les milieux ordinaires. On n'obtiendrait des cultures qu'avec des précautions spéciales, qui ne sont habituellement pas employées si on ne soupçonne pas la présence de l'un de ces microbes. Exemple : on ensemence un épanchement tuberculeux en bouillon ordi-
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naire ; il ne pousse pas ; on aurait tort de conclure qu'il était stérile ; il contenait des bacilles de Koch, qui ne végètent pas facilement en bouillon.
c. On se contente en général de faire des cultures aérobies ; le microbe causal peut être anaérobie (tétanos, gangrène gazeuse, certains pus putrides, etc.)- H faut donc cultiver à Tabri de Tair avant de conclure à la stérilité.
d. Les microbes qui ont causé TafTection, peuvent avoir disparu, leur œuvre accomplie. De ce qu'un épanchement pleural reste stérile il ne s'en suit pas qu'il ne contenait pas du pneumocoque, quelques jours auparavant. Il existe des pus stériles, par le même procédé.
e. Les microbes peuvent exister, mais être rares. Certains liquides de méningite cérébro-spinale contiennent du pneumocoque, qu'on peut mettre en relief par l'inoculation à la souris, et ne donnent cependant pas de cultures positives. La centrifugation rendra alors de grands services, en condensant les cléments figurés dans le culot. Il est possible d'obtenir ainsi des cultures de bacilles de Koch, avec des épancbements qui n'auraient donné aucun résultat, sans cet artifice. La centrifugation est entrée dans la pratique courante des laboratoires de bactériologie.
f. Il est encore d'autres causes d'erreur à éviter. Le microbe pathogène peut être présent dans l'organisme infecté, mais loin du point où on le cherche. Exemples : le Bacille du tétanos, le Bacille de la diphtérie restent cantonnés dans la plaie ou dans la fausse membrane ; on ne les retrouve pas dans la circulation générale, dans les centres nerveux. Les expériences, longtemps négatives, faites avec le sang des tétaniques, ne prouvaient pas que le tétanos n'était pas microbien. Les microbes vont agir à distance par leurs produits solubles. Ceux-ci sont capables de produire de véritables lésions inflammatoires (comme nous l'avons démontré, par exemple, pour la toxine diphtérique qui, introduite dans le sang, produit, en s'éliminant par l'intestin, de violentes entérites), dans lesquelles on tenterait vainement de déceler le microbe causal. Rien ne prouve que le microbe du rhumatisme articulaire aigu soit présent dans
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les épanchements articulaires; il peut-être ailleurs : dans l'intestin, sur les amygdales. La notion du produit soluble, capable de reproduire, loin de la région où il a été fabriqué, les lésions les plus diverses, rend très claires les origines de ces causes d'erreur.
g. Enfin, les microbes pathogènes peuvent être présents dans un liquide pathologique, dans un tissu et ne donner que très difficilement des cultures positives, en raison des substances bactéricides transportées dans le milieu de culture, avec le microbe lui-même. On croyait que le B. d'Eherth n'existait pas dans le sang des typhiques. En réalité (nous l'avons démontré : voy. p. 654) il s'y rencontre toujours; seulement, il n'y est pas très abondant, et la goutte de sang ensemencée contient suffisamment de substances bactéricides pour rendre le bouillon impropre à la culture. Il est indispensable, pour obtenir des résultats positifs, d'ensemencer 2 ou 3 centimètres cubes de sang dans 3 à 500 centimètres cubes de bouillon, au lieu d'ensemencer une goutte de sang dans 20 centimètres cubes de bouillon. Une simple modification technique a suffi à changer du tout au tout les idées qu'on se faisait de la présence de TEberth dans le sang des typhiques.
Par conséquent, des résultats négatifs ne doivent pas entraîner fatalement des conclusions négatives; ils doivent, d'abord, faire modifier la technique expérimentale.
En somme, que les résultats aient été positifs ou négatifs, la critique la plus sévère s'impose, avant d'affirmer le r^le pathogène d'un microbe ou l'absence de toute origine infectieuse ,
PRÉCIS DE BACTÉRIOLOtilE, 2« édit.
CHAPITRE PREMIER PRINCIPAUX xVPPAREILS DE VERRERIE
PRËPÀnA.T10N, BOUCHAGE
Plusieurs appareils spéciaux seront décrits et figurés, à propos de leurs usages, dans les chapitres suivants. Nous groupons ici les appareils de verrerie qui sont d'un emploi courant dans un laboratoire de bactériologie.
1^ Tubes de verre. — Il est indispensable de posséder des tubes de verre, de diamètres différents, et prêts à être travaillés. On fera soi-même les pipettes, tubes de raccord, tubes effilés adaptés aux ilacons, etc., etc. On peut même fabriquer des petits tubes à essai, des pipettes à boule, des régulateurs. Une lampe à alcool, un bec Bunsen et surtout une lampe à émailleur {chalumeau) permettront ce travail du verre, sur lequel nous n'insistons pas, puisqu'il n'a rien de spécial à la bactériologie.
2*^ Appareils divers. — Les verres à pied, cristallisoirs, grands ballons, verres de montre, agitateurs, éprouvettes graduées, flacons à une ou plusieurs tubulures, flacons de Mariotte, enionnoirs, etc., etc., sont les mêmes modèles que ceux dont on se sert en chimie. Nous verrons dans les autres chapitres comment le bactériologiste les emploie.
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30 Pipettes Pasteur. — On doit toujours avoir, toute stérilisée, une provision de pipettes Pasteur, ■ Wk qui sont indispensables pour toutes les
•I " expériences où en emploie les cultures
^ ^ '^ liquides. On les fabrique soi-même. On
prend un tube de verre d'un diamètre intérieur de 5 millimètres, et on le débite en petits morceaux de 25 centimètres coupés bien droit à la lime. On bouche les deux extrémités avec un tampon de ouate (fig. 7, A^. Prenant ce tronron de tube par les deux bouts, on en chauffe la partie médiane, à la lampe d'émailleur, jusqu'à fusion du verre. Lorsque celui-ci est bien ramolli dans toute la circonférence, on retire le tube de la flamme et on éloigne lentement les deux extrémités de façon à étirer la partie chauffée en un mince tube capillaire de 25 centimètres environ (fig. 7, B). On chauffe alors la Il partie médiane de celui-ci jusqu'à fu-
I sion et séparation des deux moitiés.
On a ainsi deux pipettes comme celle représentée figure 7, C.
Voir la manière de s'en servir page 146.
Fig.
Fabrication
pette Pasteur.
4^ Aiguilles de platine. — Plusieurs aiguilles de platine sont nécessaires. Cet instrument est stérilisé, au moment de s'en servir, en le portant au rouge dans la flamme d'une lampe à alcool ou d'un bec Bunsen. On aura soin d'attendre le complet refroidissement de l'aiguille avant de la tremper dans les cujtures ; une aiguille à tige de platine un peu épaisse garde, pendant plusieurs minutes, une température considé-
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rable qui stériliserait la goutte de culture puisée. On préférera le platine iridié plus rigide que le platine pur, la rigidité étant indispensable pour pouvoir gratter les cultures sur milieux solides.
Pour fabriquer l'appareil, le fil de platine sera cbauffé au rouge et embroché par l'extrémité chaude dans un agitateur en verre en état de fusion ; on a ainsi Faiguille de platine la plus simple (fig. 8, A). On peut aussi monter l'aiguille sur un manche en bois, avec garniture en cuivre, dont la vis permet de varier la longueur du fil de platine (fig. 8, B et G).
Celle-ci sera toujours supérieure à la longueur du tube dans lequel on doit puiser une culture. L'extrémité libre du fil sera, suivant les besoins, droite (fig. 8, A), en anse (fig. 8, B) ou en spatule (fig. 8, C). L'aiguille de platine sert surtout au maniement des cultures solides; on peut aussi l'employer pour puiser de très faibles quantités de cultures liquides.
5^ Récipients à cultures.
— Ils sont variables de formes et de dimensions suivant que les microbes doivent végéter à l'air ou dans le vide, sur milieu
solide ou en milieu liquide, en grande ou en petite quantité, etc , a. Pour les milieux liquides. — Pour les milieux liquides, on emploie généralement des ballons à fond plat.
Aiguilles de platine.
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L'ancien tube Pasteur (fig. 9, A, B, C) nVst plus usité que pour certaines expériences spéciales ; il n'est pas commode, coûte fort cher ou est difticile à construire.
Les petits ballons, couramment employés, sont destinés à con-
Fig. 9.
Tubes Pasteur.
tenir 5 à 15 centimètres cubes de liquide. Le modèle Pasteur Ifig. iO, A et B) était coiffé d'un capuchon en verre surmonté d'un petit tube bouché avec du colon *. Les surfaces en contact pour la fermeture étaient rodées à Témeri. Ce petit appareil était très coûteux. On le remplace aujourd'hui par un simple petit ballon à goulot droit ou évasé supérieurement, ou par un petit flacon de mêmes dimensions, bouchés directement par
* Voy. page :U les expériences qui ont fait choisir le coton.
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un tampon de ouate. Depuis longtemps, Chauveau a remplacé le coton par le papier filtre. On peut alors employer des ballons très bon marché à goulot non évasé (fig. 11, A) ; le capuchon de papier filtre a en outre l'avantage, comme dans le modèle primitif de Pasteur, de recouvrir le bord du goulot qui n'est ainsi jamais contaminé ; enfin, pendant un ensemencement, le
liallons VasteuVy avec bouchon en verre.
capuchon est tenu en Tair par son extrémité supérieure, Toriflce en bas, et ne nécessite pas de flambage quand on rebouche le ballon, flambage qui risque toujours de mettre le feu au tampon de ouate, accident fort désagréable. Nous ne voyons donc que des avantages au capuchon en papier filtre de Chauveau : économie, commodité et sûreté. Jamais, depuis plus de quinze ans, nous n'avons vu se contaminer un balloïi de bouillon ainsi préparé ; la filtration de l'air atmosphérique est parfaite. Pour boucher une série de ballons, on plie à plusieurs doubles du papier blanc à filtrer et on le découpe suivant 2 fractions
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de circonférence ; on a ainsi une série de petits papiers de
Fig. 11.
Â. ballon à culture. — B, feuille de papier à filtrer préparée pour
faire un capuchon (grandeur proportionnelle).
10 centimètres de longueur ayant la forme représentée par la figure H, B. On adapte ce papier au col du ballon, on tourne sans trop serrer et on froisse l'extrémité supérieure en une mince tige ; le ballon a alors l'aspect de la figure 12.
Lorsqu'on désire faire en grand des cultures liquides, on peut employer de grands ballons ordinaires bouchés à la ouate. On se servira du ballon de Fernbdch (fîg. 13), si on veut faire passer un courant d'air à la surface d'une mince couche de bouillon de culture. (Voir un meilleur dispositif, p. 823).
Notons encore le ballon d'Erlenmeyer (fig. 14) et le ballon pipette de Chatnberland (fig. Vô) destiné au transvasement
des milieux liquides stérilisés ou aseptiques. La pipette à boule
Fig. 12.
Bal Ion à culture avec son capuchon de papier à filtrer.
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(fig. 16) est en verre assez résistant pour tenir le vide (cultures anaérobies). Le tube ouvert possède une série de rélrécisse-
Fig. 13.
Ballon de Feanbach.
ments successifs (A, A') séparant plusieurs tampons de ouate (B, B') qu'on doit placer en construisant l'appareil ; la pipette peut alors servir autant de fois qu'il y a de rétrécissements.
Des ballons ou flacons destinés à recevoir les toxines sont figurées pages 65 et 66. Voir aussi (fig. 45) la carafe à filtrer adaptée à l'appareil de Kitasato.
Pour les séro-diagnostics (voy. p. 483) on se sert de petits tubes de verre de 5 à 6 millimètres de diamètre et d'une longueur d'environ 6 centimètres.
b. Pour les milieux solides. — Les récipients des milieux solides sont assez simples.
Un tube à essai ordinaire bouché à la ouate (fig. 17, A) servira à contenir la gélatine, la gélose. Un tube plus large (fig. 17, B), de la dimension des tubes à pommes de terre, servira à enrouler la gélatine par la méthode
Fig 14.
Ballon d'ERLENMEYER.
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d'Esmarch (voy. p. 178). La gélatine peut encore i^lre distribuée dans des boites de Pétri (fig. 18, A, B). Une de ces boites se compose d'un petit cristallisoir (6 et c) de 10 centimètres de diamètre, en verre de Bobêrae, à bords hauts seulement de 1 centimètre et demi, et d'un couvercle de verre (6' et c') dont les bords, de 2 centimètres de haut, embrassent ceux du cristallisoir.
Pétri a modifié (1900) ses boîtes primitives, sui- BH ^'^"^ la forme représentée ci-contre (fig. 19). Les
boîtes peuvent ainsi se superposer facilement, s'omboîtant les unes dans les autres. En outre, le
ÎA'
Fig. 15.
Ballon-pipette Chamderland.
Pipette à boule, pour culture dans le vide.
couvercle est en verre brun pour mettre les colonies à Tabri de la lumière.
Les boites de Soyka (fig. 20), en verre plus résistant et fermant
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liermétiqnement avec un couvercle rodé, servent aux cultures à conserver pour les collections.
Fig. 17.
Tuhes à essai pour
milieux solides :
Fig. 48.
Boite de Pétri.
A, boite cliar^^c de gélatine, le couvercle étant soii- A, tube ordinaire. — **^*'^- ~ ^' coupa schi^maliquc do la boîle char^r^e de R, tube d'Esmarch. gélatine et munie de son couvercle.
1, capuchon de caoutchouc. — i, tampon de coton. — 3, gélatine.
Schéma des nouvelles bottes de Pelri
(A et A') superposées.
a, a , crislallinoira. 6, b\ couvercles.
Fig. 20.
Boite de Soyka.
Le Jlacon de Roux (flg. 21) sert à obtenir de grandes colonies sur gélatine ou sur gélose, commodes pour l'enseignement ou les collections.
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Pour les colleclions, également, on utilise de petits flacons plats destinés à contenir des cultures sur milieux solides. La colonie une fois développée, on la fixe, au formol par exemple, on bouche le goulot avec de la cire d^Espagne et on introduit celui-ci dans un support en bois (fig. 22).
Dans la méthode de Koch la gélatine est versée sur ^e simples
Fig. 21.
Flacon de Roux.
Fig. 22.
Dispositif pour collections.
Culture sur gélose.
plaques de verre (voy. p. 171). Le ballon à fond plat et très
Fig. 23.
Ballon à fond plat très évasé pour culture sur plaques de gélatine.
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évasé, représenté figure 23, sert aussi quelquefois à couler de la gélatine.
Le tube à pomme de terre (fi g. 24) est un large tube à essai
Fig. 24.
Tube à pomme de terre.
1 , capuchon de caoutchouc. — 2, tampon de coton. — 3, cubo de pomme de terre. — "4, rétrécissement. — 5, eau rendue par la pomme de terre.
Fig. 25.
Étuve à sécher de Wiesnegg.
de 2 centimètres et demi de diamètre et de 22 centimètres de longueur environ.
Il porte à son quart inférieur un étranglement (4) qui empêche le morceau de pomme de terre (3) d'aller au fond; le liquide (5) qui sort de la pomme de terre se recueille dans la partie inférieure sans imbiber la culture.
6*^ Lavage, bouchage, supports. — La préparation de tous ces appareils de verrerie nécessite d'abord un lavage qui se composera des temps suivants : 1<* laver dans une solution de potasse ; 2<* plonger dans un bain d'eau acidulée à 1 ou 2 p. 100 d'acide sulfurique; 3^ rincer à l'eau; 4<» faire égoutter; 5° faire
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sécher dans l'étuve de Wiesnegg (fig. 25) ou dans la chambre étuve (voy. p. 116) ; 6<> boucher au coton ou au papier ; 7^ faire stériliser au four Pasteur (voy. p. 40).
Fig. i6.
Plaques de Koch. dans leur boite en
Fig. 27.
Panier métallique en treillis pour les cultures en tubes.
Le tampon de ouate ne doit pas être trop serré, pour pouvoir s'enlever facilement ; il ne sera pas non plus trop
Fig. 28.
Planche support pour les cultures en petits flacons.
lâche, devant bien fermer et conserver sa forme au dehors du tube pendant la prise de la culture ou renseraencement du milieu. Il débordera l'extrémité supérieure des tubes et sera coiffé d'un capuchon de caoutchouc. Les objets tout en
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verre, comme les boîtes de Pétri, seront enveloppés dans du papier à filtrer, et ainsi conservés après la stérilisation. Les plaques de Koch sont placées dans une boite spéciale en cuivre (fig. 26).-
Des supports en bois, analogues à ceux qu'on emploie en chimie, recevront les tubes à essai chargés de leur milieu nutritif ensemencé ou non. Les paniers métalliques (ûg. 27] sont très commodes pour maintenir verticaux un grand nombre de tubes. Enfin, les petits flacons, quelquefois employés, pourront être reçus dans de petites cupules creusées dans une planche épaisse (fig. 28) .
Nous avons fait construire une grande table, surmontée d'une planchette percée de trous, pour conserver nos collections.
70 Trompes à eau. — Des trompes à eau sont indispensables pour faire de Taspiration. Un modèle de trompe toute en verre est représenté figure 29.
Les trompes fixes métalliques sont préférables. Si la pression est insuffisante dans le laboratoire où on installe la trompe, on peut augmenter beaucoup la puissance aspirante en soudant à la partie inférieure de la trompe un tube en plomb, de 2 centimètres de diamètre environ, qu'on fait descendre aussi bas que possible dans les sous-sols, où il conduit l'eau sortant de la trompe.
Nous parlerons plus loin de l'installation nécessaire pour faire le vide, pour le remplacer par différents gaz (ch. vi) pour faire du refoulement (ch. 11, p. 51).
Trompe à eau en
verre.
8° Seringues. — Les seringues jouent un grand rôle en expérimentation bactériologique. Elles servent à puiser les humeurs suspectes de l'homme ou de l'animal, à inoculer cultures ou toxines à l'animal, à injecter les sérums ou autres
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liquides thérapeutiques. Elles doivent être complètement stérilisables, car toutes ces opérations exigent V asepsie la plus rigoureuse. Nous ne parlerons donc pas des seringues anciennes à piston en cuir ; elles doivent être absolument proscrites, ne pouvant être stérilisées par la chaleur *. a. Seringue de Koch. — La seringue de Koch (fig. 30), la première seringue stérilisable, est un cylindre de verre (A) muni d'une aiguille trocart. Une poire en caoutchouc (B), adaptée à l'autre bout, après stérilisation, sert à pousser le liquide. Un robinet en ébonite (G) sert à relier le cylindre en verre à la poire en caoutchouc. Cette seringue est défectueuse. La poire en caoutchouc s'altère rapidement; l'aspiration est faible; l'asepsie est imparfaite.
b. Seringue de Slraus-Colin. — La seringue Straus-Colin (fig. 31) est une seringue dePravaz dont le piston est stérilisable. Il se compose d'un disque de moelle de sureau (a) serré entre deux boutons métalliques (6 et b') ; le disque bien souple est tassé transversalement à l'axe avec les doigts, avant d'être introduit dans le cylindre en verre. Une broche de section carrée traverse ce disque suivant son axe et se termine par le bouton (6) ; son autre extrémité traverse la tige creuse du piston, en ressort et offre un pas de vis qui reçoit un bouton écrou (d). Le bouton {b') fait corps avec la tige creuse du piston. En vissant l'écrou (d)
Fig. 30.
Seringue de Koch.
* il y aurait, d'après IIofmeister, un moyen de stériliser par la chaleur la seringue de Pravaz. Il suffirait pour cela de plonger le piston en cuir, pendant vingt-quatre ou quarante-huit heures, dans une solution de formol de 2 à 4 p. dOO, après lavage à léther pour le débarrasser de la graisse. Le cuir du piston pourrait alors résister à l'ébuUition. Il ne faut pas que la seringue contienne de ciment. Nous n'avons pas essaya ce procédé.
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on rapproche les deux boutons (6 et 6'), on aplatit la moelle de sureau jusqu'à ce qu'elle soit assez élargie pour se mouler exactement sur les parois du cylindre. Les divisions sont inscrites sur la face plane de la tige creuse qui porte un anneau curseur (c). Des rondelles, également en moelle de sureau, remplacent les rondelles de cuir de la seringue de Pravaz aux deux extrémités du cylindre, pour que celui-ci ferme hermétiquement. La moelle de sureau supporte très bien Faction de Teau bouillante ou de la vapeur d'eau qui la fait gonfler au lieu de l'altérer; elle est souple, élastique, se moule bien sur le cylindre et glisse sans ressauts. On adaptera une aiguille en platine iridié, (aiguille de De-^ bove), c'est-à-dire une aiguille qu'on peut rougir à la flamme sans la détremper et ne s'oxydant pas au sortir de l'eau *.
On ne stérilisera pas à la chaleur sèche qui altérerait la moelle de sureau. L'ébullition dans l'eau ou mieux l'autoclave seront employés. Il va sans dire qu'on peut refaire soi-même le piston de moelle de sureau lorsqu'il est altéré. La seringue de Straus est inférieure aux seringues à piston d'amiante.
c. Seringues à piston d'amiante. — J'ai fait construire, par Lapay, à Lyon, la première seringue à piston d'amiante, en 1890. Des modèles semblables ont été décrits depuis lors. Le dispositif est le môme que celui de la seringue Straus, mais la moelle de sureau est remplacée par du carton d'amiante qu'on presse contre le cylindre en verre par la même tige creuse.
Fig. 31.
Seringue de Stiiais-
GOLIN.
A, seringue complèlc.
B, pistou.
* On peut éviter l'oxydation des aiguilles en acier en les conservant dans de Valcool absolu au sortir de Teau bouillante.
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Les deux rondelles de la gaine sont également en amiante. Cette seringue peut être flambée pour une stérilisation extern poranée rapide, le piston sorti du cylindre étant porté sur la
llainme d'un bec Bunsen :
il vaut mieux la stériliser à Tauloclave. On doit se servir, dans le laboratoire, uniquement de seringues à piston d'amiante. On en
Fig. 32.
Seringue de Lùer.
A, pislon eu verre plein. — B, gaine en verre.
Fig. 33.
Seringue d'iNGHiLLERi.
possédera de trois dimensions : 1, 5, 20 centimètres cubes. (Il serait impossible de construire de grandes seringues avec des pistons en moelle de sureau). Une aiguille en platine iridié de Debove complétera l'instrument.
Il est bon de desserrer le piston en éloignant les deux boutons (b) et (6'), et de dévisser Tajutage supérieur, avant de sté-
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riliser la seringue à l'autoclave. On revisse à fond ensuite avant d'expérimenter.
d. Seringue de Lûer. — LiiER a fabriqué des seringues complètement en cristal (fig. 32) . Le piston est formé par un cylindre plein en cristal rodé à Témeri et glissant dans un cylindre creux également en cristal. Une aiguille en platine iridié complète la seringue. Ce cristal peut supporter 125<>. Mayor et GÉNissoN ont remplacé le cylindre plein par un cylindre métallique. Cette seringue est très friable.
e. Il existe des seringues complètement métalliqueSy facilement stérilisables, mais qui ont l'inconvénient de ne pas laisser voir
e liquide qu'elles contiennent.
f. Inghillbri a décrit (1902) une seringue assez ingénieuse (fig, 33). L'appareil se compose d'un corps en verre (A, B,C) ; la partie (B) est destinée au liquide et esl graduée; la partie (A), d'égale capacité, est destinée au piston; la partie (G), renilée entre deux étranglements, contient un tampon de ouate. Le piston (D) est en cuir bien graissé ; sa tige est traversée par un conduit, permettant, si on le veut, de mouvoir le piston sans faire ni aspiration, ni compression ; on met un doigt sur l'orifice supérieur, au niveau du bouton, lorsqu'on veut aspirer ou refouler le liquide. (A, B, G) est stérilisé ; on adapte l'aiguille (E) et on manœuvre le piston dans (A). L'air chassé de (A) en (B) pousse le liquide; il est liltré en (G). L'avantage de cette seringue est son parfait fonctionnement, le piston n'ayant pas besoin d'être stérilisé, n'étant donc pas atteint par le chauffage.
CHAPITRE 11 STÉRILISATION
Le grand principe énoncé par Pasteur, et qui domine toute la bactériologie, consiste dans Visolement des microbes à étudier. Il faut obtenir des cultures pures de chaque microbe, pour pouvoir en définir les caractères botaniques et les effets pathogènes spéciaux. Or, l'air, l'eau contiennent des microbes divers; tous les objets, nos mains, même propres en apparence, sont recouverts de poussières microbiennes ; ïasepsie ne suffira donc pas pour obtenir des cultures pures ; il faudra faire une antisepsie rigoureuse. Les récipients, les milieux de culture qu'on ne peut recueillir aseptiquement (bouillons) gélatine, gélose, etc.), les instruments, etc., devront être stérilisés avec le plus grand soin. L'étude des méthodes de stérilisation et du maniement des appareils stérilisateurs est donc indispensable à tout bactériologiste.
La stérilisation peut s'obtenir par difTérents procédés.
§ 1. — Stérilisation pau la chaleur
La chaleur est le plus sûr des agents de stérilisation. Aucun être vivant ne peut résister à une température suffisamment élevée. La plupart des microbes sont tués en quelques minutes par un chaufTage à une température inférieure à + 100<*.; néanmoins, certaines spores nécessitent pour être détruites une chaleur supérieure à + 100**. Aussi les appareils destinés à stériliser par le chaufTage sont-ils nombreux ; ils répondent aux différents buts recherchés. Enfin, certains milieux cou-
ramment employés ne peuvent supporter assez longtemps une température de + 400<* sans s'altérer profondément; la gélatine, ayant été soumise à une ébullition prolongée, ne se reprend plus en masse. D'autres milieux, tels que le sérum, ne peuvent même être chauffés à + 70® sans se modifier. On a, dans ces cas, recours à un artifice (chauffage discontinu).
A) Chauffage continu a + 100*> ou au-dessus
La stérilisation s'opère, en une seule séance^ à + ^00^ ou audessus, les objets ou milieux à chauffer ne s'altérant pas à cette température maintenue pendant un temps sutlisant.
La chaleur peut être employée sècke ou humide,
1"* Stérilisation par la chaleur sèohe. — La chaleur sèche est celle qui agit à l'abri de la vapeur d'eau.
a. Flambage, — Le procédé le plus courant est le flambage. On promène rapidement, trois ou quatre fois de suite, l'objet à stériliser dans l'extrémité supérieure de la flamme d'une lampe à alcool ou d'un bec Bunsen à flamme chauffante, bleuet Cette méthode est applicable aux instruments métalliques même tranchants, aux doigts de l'expérimentateur, à la peau de l'animal à inoculer, aux pipettes en verre, au coton ou au papier qui bouche les tubes ou ballons, aux orifices des récipients qu'on est obligé de déboucher. Il a été démontré qu'on
* Le bec Bunsen date de 1855. Bdnsbn a tiré parti des propriétés que possède le mélange d'air et de gaz comme agent de chaufTage. L'appareil se compose d'un tube vertical de laiton fixé sur un pied de fonte ; le gaz arrive par une tubulure horizontale et entre dans le tube de laiton ; il brûle à Torifice supérieur. Une ouverture est pratiquée en bas du tube. Une virole qu'on peut mouvoir à Taide d'une molette enveloppe la base du tube ; elle porte une ouverture superposable à celle du tube. Si on la place de façon à obturer Torifice. la flamme est normalement éclairante, molle, fuligineuse ; si on superpose les orifices, le courant de gaz entraine de Tair, le mélange se fait et la flamme devient bleue et rapide : chauffante. Dans le brûleur Wiesnegg les mouvements de la virole sont solidaires de ceux du robinet à gaz. 11 existe des becs à veilleuse (fig. 34) qui se rallument d'eux-mêmes.
peut porter à -f 300° les couches superficielles de répiderine sans occasionner de sensation de brûlure ; de me^me les instruments sont stérilisés avant que la chaleur les détrempe, les bistouris peuvent donc conserver leur tranchant après un flambage rapide mais suffisant. On peut, de même, flamber les tampons de coton un peu serrés, les capuchons de papier sans les enflammer. On aura toujours soin de laisser les objets se refroidir avant de les employer, sous peine, par exemple, de stériliser la culture puisée dans une pipette encore chaude.
Le bec Bunsen muni d'un long tube de caoutchouc servira à stériliser de haut en bas les goulots des flacons remplis de culture, qu'on ne voudra ou qu'on ne pourra pas pencher. En un mot. une lampe à alcool ou un bec Bunsen devront toujours
,,. .., être allumés à coté de Texpérimenlateur
h la. 34.
Dec Bunsen â veil- ^^^ examine, transplante ou inocule des leuse. cultures, qui fait une autopsie, etc.
b. Chauffage au rouge. — On peut porter au rouge, les aiguifles de platine (voy. p. 21). On attendra le refroidissement avant de s'en servir, surtout si le fil de platine est un peu gros. On chaufl*era également au rouge sur un bec Bunsen les bougies de porcelaine (voy. p. 56), qu'on désire « régénérer » après une filtration.
c. Stérilisation à l'air chaud. — On peut facilement porter à -|- i5()<^ Tair d'un récipient métallique. Les appareils à air chaud servent à stériliser les objets en verre, la ouate, le papier, certaines seringues stérilisables, les instruments métalliques. Un séjour de vingt minutes à une heure suliit pour tuer tous les g(?rmes. Les récipients en verre seront bouchés avec un tampon de coton ou du papier à filtrer blanc (voy, p. 24). Lf's objets de verrerie tels que verres de montre, boîtes de Pétri, etc., seront enveloppés dans du papier à filtrer blanc pour pouvoir être retirés de l'appareil sans se contaminer au contact de l'air. Les plaques de verre de Koch seront contenues dans une boîte en cuivre spécialement construite
(voy. p. 30, fig. 26). La ouate à conserver stérile sera déposée dans un flacon à large ouverture, celle-ci bouchée par un tampon de ouate. Les instruments métalliques pourront être enveloppés de papier à filtrer. Tous les objets de verrerie seront soigneusement séchés pour éviter la possibilité du bris (voy. VÉtuve à sécher de VViesnegg, p. 29).
La ouate non hydrophile et le papier à filtrer blanc changent de coloration de + 140*' à + 4 50<>; ils deviennent jaune clair ; cette teinte sera donc l'indice d'une bonne stérilisation. Un tampon resté blanc n'a pas été porté à + 440® ; un tampon trop roussi indique une température supérieure à + 450**. Il y a inconvénient à trop roussir les tampons de ouate qui perdent leur homogénéité et laissent échapper des produits huileux dans les flacons. Ces huiles sont antiseptiques et font aux récipients des taches très difficiles à enlever. Un objet ainsi souillé est devenu inseiTable. On pourra donc se servir d'un morceau de ouate pour apprécier la stérilisation d'objets ne comportant pas de tampons ; on éteindra le gaz lorsque le morceau de ouate sera devenu jaune clair. La température de tous les appareils stérilisateurs à air chaud n'est pas la même dans toute la chambre à air, elle est beaucoup plus élevée vers le bas et le long des bords ; on mettra donc la verrerie au fond et la ouate par-dessus : les tubes de verre bouchés au coton ou au papier seront en somme placés verticalement j l'orifice en haut. La source de chaleur éteinte, on laissera refroidir l'appareil avant de retirer les objets stérilisés qui seront placés dans une armoire fermée à l'abri de la poussière.
Le stérilisateur à air chaud le plus usité est le Four Pasteur. Il est bien entendu que son emploi ne peut s'appliquer qu'aux objets secs ; aucun liquide, aucune substance évaporable ne doit y être introduite.
Le Four Pasteur (fig. 35) consiste essentiellement en un cylindre de tôle, à parois doubles, aussi bien latéralement qu'intérieurement. Une cheminée latérale sert au dégagement des gaz de la combustion. Un couvercle en tôle, muni d'un bouton, ferme l'ouverture supérieure. Ce couvercle est percé d'un orifice pour le passage du thermomètre qui sera fixé par un
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bouchon en liège dans lequel il glissera à frottements. La chaleur est fournie par une couronne à gaz placée sous le fond. Un panier en toile métallique, exactement de la dimension du four, muni d'une anse, contiendra les objets à stériliser. Le tout en place (comme il a été dit plus haut), on allume le gaz
Fig. 35.
Four Pasteur.
(en ayant soin de présenter lallumetle enflammée avant d'ouvrir le robinet à gaz, pour éviter la formation d'un mélange détonant et une explosion pouvant être très dangereuse) et on laisse monter la température à + 150^ ou + 160°. On règle alors par tâtonnement en ouvrant et fermant le robinet à gaz, pour obtenir une flamme qui chauffe à + 150" environ. Une demi-heure de chauffage à + 150° suOU en général à stériliser les objets contenus dans le four Pasteur. En pratique, on se
sert rarement du thermomètre ; on ouvre le gaz à plein canal et on soulève de temps à autre le couvercle pour juger de la couleur de la ouate. On éteint dès que celle-ci commence à prendre la teinte jaune café au lait, en se rappelant que la chaleur est toujours plus intense au fond et le long des bords
Fig. 3G.
Stérilisateur à air chaud de Salomonsen.
qu au milieu du panier. 11 faudra laisser refroidir la verrerie dans le four même : 1^ pour éviter un brusque changement de température capable de briser les objets en verre : 2° pour que le rayonnement des parois, continuant pendant un certain temps, complète la stérilisation et roussisse la ouate du centre du panier.
Salomonsen fait remarquer qu*on peut construire soi-même une étuve à air chaud sans grand frais. Létuve de Salomonsen (fig. 36) se compose d'une boite à biscuits métallique (24 centimètres de hauteur, 22 centimètres de largeur, 24 centimètres de profondeur). Le couvercle est percé d'un orifice pour laisser passer un thermomètre gradué jusqu'à + 200*^. Plusieurs
petits trous pratiqués dans les parois latérales près du fond et près du couvercle assurent la ventilation. Dans la boîte, on dispose une feuille de grillage en fer galvanisé, carrée et dont les côtés sont repliés en dessous, de façon à former une sorte de banc, distant du fond de 2 centimètres, pour que les objets à stériliser ne puissent toucher au fond. La boîte est recouverte de feutre, substance mauvaise conductrice de la chaleur, fixée par des tours de fil de fer. Le quart inférieur des parois latérales et la paroi inférieure sont libres de feutre pour éviter tout danger d'incendie. Les orifices à ventilation sont ménagées à la partie supérieure des parois latérales. On place la boîte sur un trépied en fer et on chauffe au gaz. ['ne lame de fer-blanc interposée empêche que le fond de la boîte soit détérioré par la flamme. Vn polit fourneau à pétrole pourrait remplacer le gaz. On manie cotte étuve comme le four Pasteur.
Le four Pasteur sera toujours préféré à l'étuve de Saloraonsen dont le seul avantage est de pouvoir être construite partout et à peu de frais.
d. Crémation. — Tout laboratoire de bactériologie devrait posséder un four crématoire pour la destruction des animaux morts à la suite d'une inoculation virulente (voy. fig. 2, p. 5).
2^ Stérilisation par la chaleur humide. — Le chauffage se fait dans un liquide ou dans la vapeur d'eau.
a. Stérilisation dans Veau ou Vhuile bouillantes. — On peut stériliser des instruments métalliques, des seringues, des objets de verrerie, en les maintenant dans un bain d'eau bouillante. On préférera un bain dliuile pour les instruments métalliques. Ce mode de stérilisation, quoique très parfait, a l'inconvénient de fournir des objets mouillés et se souillant au contact de l'air, au moment où on les relire du bain. I^ stérilisation par l'eau ou l'huile bouillantes sera continuellement employée par le bactériologiste pour un autre but : la slérilisalion des cultures qu'on abandonne, des pipettes ayant servi à ensemencer, des instruments après l'autopsie, en un mot de tous les objets contaminés par des microbes pathogènes, qu'on
ne doit pas abandonner au hasard dans un laboratoire. Une grande marmite en fonte émaillée sera donc toujours prête à les recevoir, et sera tous les soirs remplie d'eau et portée à Tébullition pejidant une heure. On pourrait également stériliser ainsi de petits animciux morts d'affections contagieuses, en l'absence d'un four crématoire. Nous nous servons d'un grand récipient de 45 centimètres de hauteur sur 35 centimètres de diamètre transversal, en fer-blanc, muni d'un couvercle à manette et de deux fortes manettes latérales. Ces dimensions permettent de stériliser des objets volumineux.
Fig. 37.
Bain-maric, à chlorure de calcium, de Pastei h.
On peut obtenir des températures supérieures à + 100^ avec dos bains d'huile ou avec des solutions salines. Pasteuh avait fait construire un appareil à bain-marie à cldorure de calcium. Il s'agit d'une chaudière on cuivre rouge brasé, munie d'un support intérieur qui sort à lixcr les ballons remplis de bouillon à stériliser et les empoche de se heurter pendant l'ébullition (fig. 37).
b. Slérilisalion par la vapeur sans pression. — C'est le procédé de KocH. Les objets sont ainsi maintenus à + 99*^ ou -f- 100<* (suivant l'altitude) dans la vapeur d'eau. Or, à température égale, la vapeur stérilise plus rapidement que l'air atmosphérique, et la chaleur humide pénètre plus complètement les
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objets que la chaleur sèche. Ce mode de stérilisation est surtout applicable aux substances liquides ou évaporables. Le stérilisateur à vapeur de Koch (fig. 38) est peu coûteux. Il consiste en un cylindre métallique r I^H ^^^^ ^^^ dimensions habituelles I ii^l^ sont: hauteur, 50 centimètres; dia- *^|3||H mètre, 17 centimètres. Le fond der^™— -'^ vaut être rempli d'eau, le niveau de ' " celle-ci est indiqué par un petit tube de verre extérieur (a) communiquant avec le réservoir intérieur. La lame inférieure, en fer blanc, devant être en contact avec la flamme, est plus épaisse que les lames latérales. Un couvercle conique (6) ferme l'orifice supérieur; il est percé d'un trou(c) destiné au bouchon de liège qui entoure le thermomètre. Du feutre recouvre tout l'appareil jusqu'à 10 centimètres du fond. A l'intérieur du cylindre, à 14 et 30 centimètres du fond, sont des rebords saillants pour soutenir deux plateaux en fer-blanc percés de trous Jl (dj d'). Des paniers métalliques mo- I biles (e, c'), de 12 centimètres de y haut et de 14 centimètres de diamètre, dont le fond est constitué par un grillage à larges mailles en fer galvanisé, reposent sur ces plateaux. Les objets à stériliser sont placés dans ces paniers. Un cylindre métallique (/") peut s'interposer entre le cylindre et le couvercle, et augmenter la hauteur de l'appareil, pour stériliser des objets très longs. On peut encore suspendre ces derniers à un crochet surajouté [g) et supprimer les paniers et plateaux. Un robinet (qui n'est pas représenté dans la figure) sert à faire écouler Teau; il
Fifî. 38.
Stérilisateur à vapeur de
Koch (schématique).
n'est pas indispensable. L'ensemble de l'appareil sera placé sur un trépied solide (h).
Pour faire marcher l'appareil, on le remplit d'eau à une hauteur de 10 centimètres; on met en place paniers, couvercle, thermomètre; on allume le gaz jusqu'à ébuUition de Teau. Bientôt la vapeur s'échappe autour du couvercle et le thermomètre marque + 100<*. A partir de ce moment, on laisse brûler le gaz pendant une ou trois heures, pour que la stérilisation soit complète, puis on éteint. On voit que l'opération demande du temps et du gaz.
Il est facile, comme l'indique Salomonsex, d'organiser un stérilisateur à vapeur avec un simple pot de cuisine. On adapte au-dessus de celui-ci un cylindre métallique avec couvercle et garniture en feutre. Un rebord à 2 centimètres du bord inférieur sert à maintenir le cylindre sur le pot; deux anneaux peuvent se fixer aux oreilles du pot.
Les autoclaves que nous allons décrire peuvent fonctionner sans pression et remplacer l'appareil de Koch, lorsqu'on veut seulement une température de -f 100^. Le poêle de Koch n'est donc pas indispensable à un laboratoire.
c. Stérilisation par la vapeur sous pression. — Les spores de certains microbes ne sont tuées que par un chauiTage à + 120**. Seuls les appareils stérilisant par la vapeur sous pression sont capables de les détruire; seuls ils sont absolument sûrs; ils sont donc indispensables au bactériologiste. La chaleur sèche ne pouvant être employée pour stériliser les milieux liquides ou susceptibles d'évaporation, on soumettra ceux-ci au chauffage à -f 120<> dans les appareils à vapeur sous pression, à condition qu'ils ne s'altèrent pas à cette température (bouillon, pommes de terre, gélose, etc.). La gélatine, le sérum ne pourraient être ainsi stérilisés.
Tous les appareils servant à la stérilisation par la vapeur sous pression sont en définitive des marmites de Papin plus ou moins perfectionnées.
L'autoclave de Chamberland est l'appareil le plus commode et le plus répandu (fig. 39). Il se compose d'une marmite cylindrique en cuivre (A) qu'un couvercle en bronze (B) peut fer-
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mer hermétiquement grAce à rinterposition d'une rondelle en caoutchouc. Le couvercle est muni d'un manomètre (G) qui indique la pression et par suite la tempéraluie \ d'un robinet (0) et d'une soupape E^. Il est lixé par des bouchons mobiles (F, F') ; deux index gravés, Tuu sur le couvercle, l'autre sur la marmite devant toujours être en regard l'un de Tautre. La marmite est supportée par une boîte en tôle (G) sous laquelle sont deux rampes à gaz circulaires (H et H') de diamètres dilîérents, indépendantes l'une de l'autre. Un panier à 111 de fer (I) recevra les objets à stériliser.
Pour faire fonctionner l'autoclave de Ghamberland, on verse un ou deux litres d'eau dans la marmite, en a (il faut toujours une couche d'eau suffi- .sante : 10 centimètres au moins) ; on place le panier; on visse le couvercle. On allume la petite rampe à gaz (H'} (approcher l'allumette enflammée avant d'ouvrir le robinet à gaz ^ voy. page 40) et on ouvre le robinet (D) jusqu'au moment où il s'en échappe un jet de vapeur. Ce robinet sert à purger l'autoclave d'air; sans cette précaution l'air se dilatant actionnerait l'aiguille du manomètre, concurremment à la vapeur d'eau, et la température donnée [indiquée ci-dessous d'après les tables de Regnault], calculée pour la vapeur seule, serait bien supérieure à la température réelle du mélange d'air et de vapeur de l'autoclave. Au moment où la vapeur s'échappe en jet du robinet, la température de l'autoclave atteint + 100"^*; on ferme alors le robinet (Dj et on vis^e la sou-
* 0 atmosphères = 100°.
1 — = lioo.
' Si un des becs brûle en dedans, il faut éteindre et ralXumer.
fl
Fig. 39.
Autoclave
de Chamberlani).
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pape (E). L'appareil entre en pression, et Taiguille du manomètre monte. On pratique alors deux ou ivois détentes de vapeur , c'est-à-dire qu'on ouvre le robinet (D) pendant quelques instants. Lorsque Taiguille marque la pression qui correspond à la température cherchée (habituellement 1 atmosphère, c'està-dire + 120O), on règle l'arrivée du gaz par tâtonnement (flamme de un ou deux travers de doigt) et on dévisse la soupape (E) à la limite où elle retient le jet de vapeur, d'où le réglage de la pression qui ne peut monter plus haut. On ne compte le temps de la stérilisation qu'à partir du moment où l'aiguille du manomètre est immobile, indiquant que la température cherchée est fixe. Le temps voulu écoulé, on éteint le gaz, et on attend que la pression soit retombée à 0; on ouvre seulement alors le robinet (R) * : l'air rentre avec un léger sifflement. On dévisse le couvercle immédiatement; si on attendait le refroidissement, il y aurait adhérence assez difficile à vaincre entre le caoutchouc et le couvercle. Un changement toujours possible dans la pression du gaz (voir page 132 Vemploi du régulaleur Moitessier) peut faire monter brusquement la pression de la vapeur d'eau et entraînerait une explosion si la soupape fonctionnait mal; il faut donc toujours surveiller son autoclave tant que la température n'est pas définitivement réglée.
L'autoclave de Chamberland, employé sous pression à + il5^ ou + iao** stérilise, en vingt ou trente minutes, les milieux ou objets quelconques.
On peut l'employer sans pression^ en ne fermant pas le robinet (D), et en ne vissant pas à fond les boulons du couvercle. L'autoclave peut donc fonctionner comme le poêle de Koch, stérilisant à la vapeur à + 100^.
On peut môme stériliser la verrerie dans l'autoclave et se passer du four Pasteur. Le seul inconvénient est que les récipients et le cotoQ contiennent un peu d'eau condensée après le refroidissement. Il faudrait alors sécher le coton. On voit en
* En ouvrant trop hâtivement on risquerait de faire sauter les bouchons de ouate des récipients trop pleins.
somme que l'autoclave peut suffire, à lui seul, à toutes les stérilisations nécessaires au bactériologiste.
B) Chauffage discontinu a -|- iOO** ou au-dessous
Nous avons déjà dit que certaines spores microbiennes nécessitaient une température de + 120^ pour être détruites*. Or, il est des milieux, employés couramment dans les laboratoires, qui ne peuvent supporter de pareilles températures. La géla> tine, par exemple, ne peut être stérilisée à -|- 120^; elle ne peut même être soumise trop longtemps à 4- 100**; trop chauffée, elle ne se reprend plus en masse au refroidissement. Le sérum ne peut être porté à des températures dépassant + "^'> sans modifications qui rendent son emploi impossible. Il faut donc user d'artifices.
±^ Chauffage discontinu de Tyndall. — Tyndall a imaginé, en 1877, le chauffage discontinu pour stériliser l'infusion de foin sans appareils spéciaux. Celle-ci, contenant des spores de B, subtilis, ne pouvait être stérilisée par Tébullition. Tyndall eut l'idée de la chaufïer plusieurs fois de suite à + 100^. Le premier chauffage tuait les bacilles et respectait les spores ; cellesci germaient ensuite et le second chauffage tuait les jeunes bacilles; au bout de deux ou trois chauffages toutes les spores avaient germé et tous les bacilles en provenant avaient été tués ; l'infusion était stérile.
On se sert de ce procédé pour stériliser la gélatine. On lui impose deux séances de stérilisation, de vingt minutes chaque, dans la vapeur à -|- 100" (poêle de Koch, ou autoclave sans pression). La stérilisation est assurée, et la gélatine conserve ses propriétés.
2^ Stérilisation du sérum. — Koch a appliqué le principe de Tyndall à la stérilisation du sérum. On emploie aujourd'hui autant que possible du sérum
* Les spores du Bacillus mesentericus vulgaris peuvent même résister à -f 130".
recueilli aseptiquement (voy. page 74), et n'ayant donc pas besoin d'être stérilisé.
Lorsqu'on veut se servir comme milieu de culture du sérum provenant d'un sang puisé sans précautions, à l'abattoir par exemple, (voy. page 92, le modèle de cristallisoir pour recueillir le sérum à l'abattoir), il faut tuer les germes qu'il contient. Or. le sérum se coagule à -|- TO**; on ne pourra donc atteindre cette température si on veut l'employer liquide.
Est-il destiné à être utilisé coagulé, le sérum ne peut cependant être exposé à des températures supérieures à + 7o<*, sous peine de devenir absolument opaque. Il faut donc stériliser le sérum liquide à + 58*^-60° et le sérum solide à -{- 70^-75'». Koch chauffe chaque jour son sérum, pendant une demi-heure, à ces températures, et cela cinq ou six jours de suite.
Nous nous étendrons, au chapitre m, sur la technique du mode de préparation du sérum.
Ajoutons de suite cependant que cette stérilisation à -f- 60' ne serait pas applicable à d'autres milieux que le sérum; ce dernier n'est pas un bon milieu de culture pour la majorité ,des bactéries et sa stérilisation est plus aisée que celle du bouillon par exemple.
G) Pasteurisation
On désigne actuellement sous le nom de Pasteurisation un mode de chauffage à une température inférieure à + 100'*, capable d'arrêter pendant un certain temps la germination des microbes, sans toutefois aller jusqu'à, la stérilisation absolue. Cette opération a l'avantage de ne pas altérer les propriétés des liquides chauffés. Pasteur l'a appliquée à la guérison des maladies des tms. On l'etnploie journellement pour le lait^ qui peut ainsi être transporté au loin, la fermentation lactique étant retardée de quelques jours. La pasteurisation, n'est qu'une stérilisation incomplète, elle intéresse l'hygiéniste plus 'que le bactériologiste. Cette méthode ne peut stériliser que des substances diiîicilement contaminables, telles que le sérum (voir plus haut).
PRÉCIS DE BACTÉ BIOLOGIE, i2« édlt. 4
Nous répéterons au chapitre III, à propos de chaque milieu nutritif, la méthode de stérilisation qui lui convient le mieux.
§ 2. — Stérilisation par les substances antiseptioues
Les antiseptiques sont trop infldèlcs pour être couramment employés par le bactériologiste.
On aura cependant constamment sous la main une solution de sublimé à 1 ou 2 p. 1 000 ' qui servira au nettoyage des mains» des téguments des animaux à inoculer ou à opérer. On pulvérisera du sublimé dans les cages à désinfecter. On verra, au chapitre iii, que le sublimé sert à la préparation des pommes de terre comme milieu de culture. Il est utilisé pour stériliser les capuchons de caoutchouc des tubes à essai contenant les milieux sohdes.
Les solutions phéniquées faibles et fortes auront également leur usage.
Différentes solutions (créoline, lysol, etc.) servaient jadis à stériliser les seringues à injections; aujourd'hui les pistons de cuir ayant disparu, toute seringue doit être stérilisable par la chaleur.
Les acides minéraux forts seront utilisés pour détruire les microbes des grands récipients, pour nettoyer les dalles en pierre, etc.
Enfin, l'avenir dira si les vapeurs antiseptiques (formol, etc.) auront leur emploi marqué dans la désinfection des laboratoires, étuves, cages, etc.
On se rappellera la loi formulée pour la première fois par Chaua'eau et Arloixg : la puissance antiseptique d un liquide augmente s'il est employé chaud.
E. Roux (4891) a préconisé les essences. Celles-ci ont un pouvoir bactéricide très énergique et n'altèrent pas les substances
* Rappelons quMl faut ajouter 100 parties d'alcool à un litre d'eau pour assurer la solubilité de 1 gramme de sublimé. Un peu de chlorure de sodium aura les mêmes effets. Entin 0«r,50 d'acide acétique par litre éviteront les précipités.
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albuminoïdes, ni les diastases. Les essences d'ail et de mou^ tarde sont les meilleures. Gomme elles sont volatiles, on peut s'en débarrasser ensuite, eu évaporant dans le vide.
§ 3. — Stérilisation par la filtration
La chaleur ne peut être employée dans tous les cas. On a alors recours à la filtration. Lorsqu'un corps, liquide ou gazeux, traverse une couche d'une substance solide, il lui abandonne successivement les particules solides qu'il renferme ; si les pores sont suffisamment fins, si la couche filtrante est assez épaisse, le gaz, le liquide, ainsi filtrés, ressortent privés de tous germes, ils sont stérilisés. La filtration joue un grand rôle dansl'hygiène naturelle. Si l'eau de source est parfois bactériologiqueraent pure, c'est qu'elle a filtré à travers une épaisseur convenable de terrain; l'eau de pluie, souillée de tous les germes atmosphériques et de tous ceux qu'elle a rencontrés à la surface de la terre, a fini par s'en débarrasser complètement, sauf cassure trop large faisant communiquer la source avec la surface. C'est sur le principe de la filtration que sont basés le système de Tépandage, la purification des eaux i)otables des villes, etc. ; il sutut de quelques mètres de terrain, surtout s'il n'a pas été remanié depuis longtemps, pour retenir tous les germes de l'eau. En souvenir de tous ces faits, on a construit des appareils à filtration, destinés à stériliser les corps gazeux et liquides, dans les laboratoires de bactériologie.
1^ Filtration des gaz. — La filtration de l'air s'opère à travers le coton. On bouche, avec un tampon de ouate moyennement serré, un tube de verre, un flacon de Mariotte, et on fait l'aspiration; le courant d'air, en traversant la ouate, abandonnera tous les germes qu'il contient. La filtration de l'air à travers le coton avait été instituée depuis longtemps par Schwanx, DE ScurLTZE, i)K ScHKdiDKH, von DuscH, ctc, lorsquc Pasteur reprit ces expériences, et démontrapéremploirement l'arrêt des microbes dans le coton. Le coton est entré depuis lors dans la pratique journalière du laboratoire, et nous avons déjà vu, au
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chapitre précédent, qu'un tampon de coton est Tintermédiaire le plus fréquent entre l'air atmosphérique et l'air stérile des récipients à cultures, avec ou sans aspiration. Le papier à filtrer, avons-nous dit également, sufiît à intercepter les germes de Tair s'il n'y a pas d'aspiration (CHArvEAu).
2° Filtration des liquides. — La filtration consiste en une séparation physique des liquides et des particules solides qu'ils contiennent.
a. Substances filtrantes. — On filtre a travers des substances poreuses diverses.
On pourrait instituer un filtre avec une simple couche de sable stérilisé. Le premier filtre, fabriqué sur les indications de Pasteur, était en plâtre. Une importante modification fut apportée par A. Gautier qui construisit un filtre en porcelaine de Sèvres dégourdie , filtrant de dehors en dedans, grâce à l'aspiration. Le nettoyage du filtre était ainsi facilité, puisque seule la surface extérieure était encrassée. Après le plâtre et la porcelaine, on a employé ValurninCy Vannante^ la terre dHnfusoires, etc.
b. Rétention et modifications des substances solubles par les filtres. — 11 semble, au premier abord, que la filtration devrait f^tre un procédé de choix pour la stérilisation à froid de tous les milieux liquides, et devrait supplanter le chauffage. 11 n'en est rien. Tout d'abord, la filtration de tous les hquides visqueux (séruras, bouillons glycérines, etc.) est impossible. De plus, on sait aujourd'hui que les filtres retiennent, non seulement les particules solides, mais encore nombre de substances solubles, de telle sorte qu'un milieu, ayant traversé un filtre, peut se trouver profondément modifié dans sa composition. Outre cette rétention de nombre de substances, qui appauvrit le liquide filtré, on peut observer des altérations chimiques ou physiques de certains corps. Hugouî^enq a pubfié à ce sujet, en 1893, un travail ^ dont voici les conclusions :
* HuGouNENO. Recherches sur le passage des solutioîis de caséine à travers la porcelaine. Annales de chimie et de physique, avril 189.$.
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« io Les filtres en porcelaine laissent passer très inégalement les substances albuminoïdes ; la porcelaine d'amiante paraît traversée plus facilement que le biscuit des bougies Chamberland ;
« 2^ Quelques substances albuminoïdes abandonnent à la surface extérieure de certains filtres un résidu qui ne traverse jamais, sans être pour cela Hxé dans les pores de la porcelaine ;
ff 3^ Cependant, une petite quantité d'albumine reste fixée dans la pâte du septum et résiste aux eaux de lavage ; le dosage des solutions, aussi bien que la pesée exacte des appareils filtrants, montre que la proportion, très variable d'ailleurs, peut atteindre 12 à 15 p. iOO.
« 40 I^ filtration à travers la porcelaine de certaines substances albumineuses s'accompagne de modifications chimiques. Des gaz se dégagent, la proportion de caséine précipitable par l'acide acétique subit une diminution considérable et qui, dans certains cas, peut atteindre le tiers du poids total.
« Les filtres d'amiante ou de porcelaine ordinaire ne laissent passer la caséine précipilable que si l'alcalinité, mesurée en acide sulfurique, atteint 18'", 50 par litre. Encore, à ce de^ré, la quantité de caséine précipitable reste faible, et pour obtenir un rendement meilleur, il est nécessaire d'alcaliniser plus fortement les liqueurs.
« 5^ On ne peut pas conclure de la composition chimique d'un milieu de culture contenant des matières albuminoïdes à la composition chimique de ce môme milieu après stérilisation sur bougie. »
Ahloing* a montré que les bougies en porcelaine ou en amiante retiennent une très notable proportion des substances azotées ou hydrocarbonées contenues dans le suc, si toxique, des pulpes de betterave ensilée. Chaque bougie retient inégalement ces substances ; une bougie qui a déjà servi retient
* Arloixg, Influence des filtres minéraux sur les liquides contenant des substances d^origine microbienne, Ac. des Sciences, 189*2, p. 1455.
moins qu*unc neuve. On voit combien la comparaison entre plusieurs expériences est difiicile.
BoDET et J. CouRMoxT Ont fait les mômes constatations, en filtrant des cultures de Staphylocoque jtyogène.
Dernij-rement (1896), Phisalix a vu qu'en filtrant sur porcelaine le venin de vipère on peut séparer les substances solubles toxicjues, qui restent sur le (illre, des substances vaccinantes, qui le traversent.
En un mot, les filtres ne laissent pas passer la totalité des substances solubles dissoutes, ils peuvent même en cliangerles propriétés. On sera ceiiendanl oblitré de filtrer les bouillons qu'on ne peut chaufîer sans les moditier (bouillons lactoses, etc.). Mais, en somme, remjiloi de la fillration pour stériliser les milieux de culture est assez restreint. Elle est surtout utile au bactériologiste pour isoler les produits solubles contenus dans les cultures microhieimes (voy. cbap. xii, p. 3i6.)
Ow peut également utiliser les propriétés filtrantes des membranes de collodim, (jui ne sont pas non plus des filtres parfaits (voy. p. i51).
c. Fdtration de l'eau des robinels. — Ou se souviendra que les filtres s'encrassent tn's ra|>idenient et finissent par laisser passer des microbesau bout d'un certain temps. Aussi, l'emploi des filtres pour la stérilisation de Veau potable n'a pas donné tous les résultats espérés. L'Iiyiriéniste doit être prévenu : 1" que tous les échantillons de filtres livrés dans le commerce ne retiennent pas les germes avec certitude ; 2" qu'un bon filtre, servant continuellemcjnt, se laisse très rapidement traverser par certains microbes, et peut ainsi devenir plus nuisible qu'utile. L'établissement de filtres, adaptés aux robinets d'eau potable, n'offre donc toutes les garanties qu'à la condition expresse d'être étroitement surveillé. On devra dabord s'assunn- de la bonté de chiuiue bougie en i>nrliculier : puis la nettoyer au moins tous K*s quinze jours. Nous verrons bientôt comment on doit prendre ce>i deux précautions.
d. Filtres cnjdâtre ou en sable. — Le plâtre jjeut être employé avec un di>positif très simpbî (fig. 40). On coule du plAtre (G) dans un entonnoir en verre (A), lequel est fixé sur un flacon à
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deux tubulures ou une carafe à filtrer (B). On verse le liquide à filtrer (E) sur le plâtre et on fait le vide dans le flacon par aspiration ou par simple chauffage suivi de Tobturation hermétique de la seconde tubulure. L'ajutage (D) de l'entonnoir
au flacon sera recouvert de gutta *, Pour empêcher l'air de filtrer entre le plâtre et Ten- _E tonnoir on enduit le pourtour
du plâtre avec du vernis co-
Fig. 40.
Filtre en plâtre
(ficbémaliquo.)
Fit-. *'.
Bougie Chamberland.
A, aspect extérieur.
B, coupe.
pal. Cet appareil n'est plus employé, mais pourrait être construit partout sans frais.
Nous avons utilisé le même dispositif pour filtrer sur une mince couche de sable qiiartzeux retenu dans l'entonnoir par un léger tissu en tulle.
e. Filtres en porcelaine, — On se sert généralement de la Bougie Chamberland , qui peut s'adapter à différents disposi-
* Gutta-percha dissoute dans le chloroforme.
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tifs. Elle est constituée par un cylindre creux, en porcelaine dégourdie à + 1200^ de 10 centimètres de hauteur, fermé en cul-de-sac d'un côté et muni d une tétine en faïence à Textrémité ouverte (fig. 41).
La pâte de tous les filtres n'est pas également serrée, comme l'indique une lettre imprimée sur le rebord de la tétine. On vend couramment des bougies B et F. La bougie F est plus poreuse ; c'est celle que nous conseillons.
La filtration doit s'opérer autant que possible de dehors en dedans, soit par aspiration, soit par refoulement, suivant les dispositifs.
La première chose à faire est de s'assurer que le filtre est boriy ne laissera passer aucun germe. On relie la bougie à une pompe à air foulante et on la fait tremper dans une éprouvette remplie d'eau ; on obtient une pression d'une atmosphère. Aucune bulle d'air ne doit se former dans l'éprouvette ; sinon la bougie ne peut filtrer avec certitude.
La même bougie peut servir plusieurs fois, à condition d'être chaque fois nettoyée et stérilisée. Après la filtration d'une culture, la surface extérieure est recouverte d'un enduit souvent très épais; il faut mettre la bougie dégorger pendant quelques heures dans l'eau chaude, puis la brosser avec une brosse très dure : il est même bon de faire passer par filtration une certaine quantité d'eau qui entraine les substances solubles, surtout albuminoïdes, restées dans les pores. Il suliit pour cela d'adapter un long tube de caoutchouc à la tétine, de remplir d'eau l'intérieur du tube et de la bougie, et d'établir ainsi un siphon en i)longeant la bougie dans un vaste récipient plein d'eau placé sur une étagt're, le tube de caoutchouc se terminant sur un évier.
Si ce lavage ue suffit pas, ou séchera la bougie avec soin à l'étuve à + 37^ et on la portera au rouge dans la flamme d'un bec Bunsen ; de jaunâtre la bougie redevient blanche après le refroidissement. On appelle cela « régénérer » un filtre.
Dans tous les cas, la bougie devra être stérilisée à ïautoclave avant de servir. On bouchera l'orifice de la tétine avec un petit tampon de ouate. En général, on ajuste d'avance un tube de
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caoutchouc à la tétine, et c'est rextrémité libre de celui-ci qui est fermé par un bouchon de ouate. On peut aussi stériliser tout d'une pièce la bougt« munie de son armature, avec le flacon récepteur, reliés ensemble par un tube de caoutchouc. Au sortir de Tautoclave la bougie est prête à servir.
Les filtres, même exempts de toute fêlure, peuvent laisser passer des microbes soit que ces derniers soient très fins {péripneumonie; voy. p. 12 et 246) soit qu'ils soient très mobiles (B. d'Eberth. B. coH; voy. p. 168).
f. Méthodes de filtration. — La filtration peut s'obtenir par aspiration ou par refoulement. On recommande, en général.
Fig. 42.
Appareil simple pour la filtration par aspiration, à travers la boufjie
Chamberland .
l'aspiration. Après l'avoir longtemps employée, nous sommes revenus au refoulement que nous préférons. Avec Taspiralion, le bris du fiacon récepteur est assez fréquent, si on ne le choisit pas avec soin. Il est vrai que l'aspiration ne nécessite pas d'appareil spécial.
les bouchons avec la solution de gutta. Le liquide à filtrer est versé dans le tube à brome, et la tubulure est mise en relation avec une trompe à eau. Le grand défaut de l'appareil de Kitasato est de filtrer de dedans en dehors et, par suite, d'être difficilement nettoyé ; on l'emploie presque uniquement avec
Filtre de Kitasato.
Fig. 46.
Trouipe à eau en verre.
une petite bougie, pour filtrer les faibles quantités de liquide qui se perdraient dans les autres appareils.
Vappareil de d'Arsonval est une modification de celui de Kitasato. La carafe à filtrer est remplacée par un flacon conique, en verre de Bohême, sans tubulure latérale. Ce flacon est stérilisé séparément à lautoclave, bouché avec du coton et contient (juclques gouttes d'eau. Au moment de faire fonctionner Tappareil, on enlève la ouate et on fait bouillir l'eau contenue clans le flacon. Lorsque celui-ci est plein de vapeur d'eau, on met en place le bouchon de caoutchouc qui supporte bougie
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et entonnoir (un simple entonnoir peut remplacer le tube à brome). La vapeur d'eau se condense par le refroidissement, un vide relatif se fait et le liquide filtre.
Tout appareil entraînant l'emploi de la trompe à eau nécessite certaines précautions. Si Ton emploie la trompe représentée figure 46, ou toute trompe sans robinets, il faut avoir soin de placer une pince de Bohême sur le caoutchouc qui relie le vase récepteur à la trompe ; on serrera cette pince à fond avant de fermer le robinet d'eau lorsqu'on voudra arrêter l'aspiration. On évitera ainsi que Teau de la trompe reflue dans le vase et vienne contaminer le liquide filtré. Il ne faut pas non plus laisser une filtration se continuer pendant la nuit, surtout en été.
Une diminution brusque de la pression dans les conduites d'eau ferait également refluer l'eau dans l'appareiL
Je préfère filtrer par refoulement. Il faut pour cela posséder une armature métallique adaptée à la bougie Chamberland. Cette armature est celle qui se vend couramment pour être vissée aux robinets d'eau potable, ainsi que le représente la figure 47.
Elle se compose de deux pièces : un cylindre (A), ouvert înférieurement à plein canal, avec un pas de vis extérieur, et muni à la partie supérieure d'un orifice plus petit ayant un
Fig. 47.
Bougie Chamberland, avec son armature métallique vissée à un robinet d'eau.
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.pas de vis intérieur. La seconde pièce (B) est un anneau pouvant se visser sur l'extrémité inférieure du cylindre et percé inférieurement d'un trou qui donne passage à la tétine (c) d*une bougie (C). La bougie est introduite dans l'anneau, la tétine dépassant l'orifice inférieur ; une rondelle de caoutchouc glissant à frottement sur la bougie est descendue jusque sur la tétine, et les deux pièces sont vissées ensemble. Il faut opérer ce vissage doucement sous peine de briser la bougie; il doit cependant être fait à fond pour que le liquide ne puisse suinter à travers le pas de vis.
La bougie ainsi montée peut servir à avoir de Veau stérilisée dont on a toujours besoin dans un laboratoire. On installe alors l'armature métallique comme dans les maisons ; c'est-àdire qu'on le visse à un robinet d'eau sous pression (E). Nous rappelons qu'il faut stériliser les bougies adaptées aux robinets d'eau tous les huit ou dix jours. On ne se liera jamais à la (iltration pour avoir de l'eau bactériologiquement stérile (par exemple pour faire des dilutions avant ensemencement).
Pour filtrer les milieux nutritifs liqi^ides, les cultures en bouillon, etc., on adapte l'armature métallique à un appareil à refoulement. Nous allons décrire le dispositif Chamberland dont nous nous servons toujours au laboratoire de Lyon, en remplaçant toutefois la petite pompe à mî^in par une pompe plus puissante (pouvant servir à d'autres expériences, par exemple à fabriquer des vaccins sous pression) (p. 365).
La figure 48 représente l'appareil tout monté. Il se compose : 10 d'un trépied (A) ; 2*^ d'une pompe à refoulement quelconque (B) ; 3° d'un réservoir métallique (G) ; 4° d'un tube de caoutchouc à parois très épaisses et entoilées (D) reliant la pompe au réservoir ; 5<> de l'armature métallique de la bougie décrite plus haut (E) ; 6» du flacon récepteur (F) que nous décrirons plus loin.
Étudions le réservoir (fig. 49). C'est un cylindre en cuivre, à parois épaisses, terminé inférieurement par un canal (c) muni d'un robinet (G), et se terminant par un pas de vis qui s'adapte à l'armature métallique (E) de la bougie (E'). L'orilice supérieur est fermé par un couvercle en cuivre (H), à boulons, avec
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Fig. 48.
Appareil à filtration par refoulement.
interposition d'une rondelle épaisse de caoutchouc (I) pour assurer la fermeture hermétique.
Deux lettres gravées sur le cylindre et sur le couvercle
Fifç. 49.
Appareil à filtration par refoulement.
Coupe schématique d'une partie de la figure 4^, arec une autre forme de flacon récepteur.
doivent toujours être en regard. Le couvercle est percé de
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trois orifices ; l'un (1) fait communiquer la cavité de Tappareil avec un manomètre (J) ; le second (2) donne insertion à un tube métallique creux en rapport avec le tube de caoutchouc de la pompe et muni d'un robinet (L) ; le troisième (3) destiné au passage du liquide à filtrer est fermé par un bouchon métallique à pas de vis (K). Le flacon récepteur (F) est relié à la tétine de la bougie par un tube de caoutchouc (M).
Les deux formes les plus commodes de récipients sont représentées dans les figures 48 et 49. La forme ballon s'adapte par sa tubulure médiane au tube de caoutchouc; la tubulure latérale ouverte estbouchée avec de la ouate. La stérilisation finie, on enlève le caoutchouc avec précaution et on bouche la tubulure supérieure avec un tampon de ouate flambée.
On évite ce temps toujours délicat en écrasant le tube de caoutchouc avec une pince de Bohême (B); on sectionne au-dessus et on bouche avec de la ouate (G)
(Ûg. 50]. La tubulure latérale effilée (D) sera cassée au moment de prélever du liquide filtré et ce dernier coulera par la simple inclinaison du ballon, l'air pénétrant à travers le tampon de coton de la tubulure (E) . On le relève ensuite en maintenant la pointe ouverte dans la flamme pour stériliser l'air qui rentre et on ferme au bec Bunsen. Ces ballons sont commodes mais relativement chers, en raison de l'usure rapide de la tubulure effilée qui les met hors d usage. Ils sont aussi assez fragiles et assez encombrants dans les armoires.
Nous préférons employer un flacon ordinaire à trois tubulures (fig. 5i). Chacune est munie d'un bouchon en liège percé d'un trou livrant passage à un tube de verre. L'un (f^), celui qui plonge jusqu'au fond, se recourbe en U et sa seconde
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Fig. 30.
Ballon F de la figure 49, après la
ûUration.
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branche aussi longue que la première se termine par une pointe effilée. Les deux autres ne plongent pas dans le flacon : Tun if^) est recourbé à angle obtus et est bouché à la ouate ; celui (/') de la tubulure médiane est adapté au caoutchouc de la bougie, il est étranglé à sa partie moyenne. Au sortir de Tautoclave les bouchons sont recouverts d'ude couche de paraffine ou de gutta. La filtration finie on fond l'étranglement du tube (/^) à la flamme d un bec Bunsen et le flacon est ainsi fermé
sans manœuvre pouvant le contaminer (fig. 51). On prélèvera du liquide filtré en soufflant par le tube (f*), au moyen d'un petit tube de caoutchouc. Telle est la disposition que nous recommandons comme sûre et économique.
On pourrait également adopter celle qui sera décrite pour le transvasement du bouillon en petits ballons (p. 85).
Il vaut mieux stériliser la bougie tout armée de son armature métallique, de son caoutchouc et du flacon récepteur ; si cet ensemble est trop volumineux pour l'autoclave, on stérilise sépaniment flacon et bougie avec des tampons de ouate à leurs orifices, et on les rajoute aseptiquement
Pour mettre l'appareil (fig. 48) en marche, on visse avec soin les deux pièces de Tarmature métallique, et celle-ci au cylindre ; il importe beaucoup qu'aucune goutte de liquide (qui proviendrait de la culture au-dessus de la bougie, cest-à-dire fourmillerait de microbes) ne suinte par ces pas de vis. Une rondelle de caoutchouc, interposée entre le cylindre etTarmature de la bougie, assure la parfaite obturation. On ouvre le robinet (G), on verse le liquide à filtrer dans le cylindre, et on boulonne le couvercle. Si on veut ajouter du liquide sans enlever le couvercle, on dévisse simplement le bouchon (K), et on verse avec un entonnoir. Le tube de caoutchouc de la
Fig. 51.
Flacon F de la figure 48, après
la filtration.
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trompe est adapté. On ouvre le robinet (L). On actionne la pompe jusqu'à ce que le manomètre indique une pression de i à 4 atmosphères. On ferme alors le robinet (L) et on attend la lia de la Qltration. On redonnera quelques coups de pompe lorsque le manomètre redescendra au-dessous de 2 atmosphères.
L'appareil sera naturellement nettoyé et stérilisé entre chaque expérience.
g. Filtres en amiante. — La porcelaine d'amiante a été imaginée par Garros ^ Ayant remarqué que les fibres d'amiante sont les plus ténues qu'on connaisse, il pensa à les réduire en poudre à particules très fines, et à les agglomérer pour avoir une pâte à pores très petits. L'amiante eu poudre forme avec l'eau une pâte plastique qui, cuite à +1200®, devient la porcelaine damiante. D'après Garros, les microbes ne pourraient, même à la longue, traverser cette porcelaine ; elle constituerait un filtre à usage indéfini, filtrant plus rapidement que la porcelaine ordinaire, et ne modifiant pas la composition chimique des liquides. Arloing ^ a contredit cette dernière assertion. En opérant sur le liquide de la pulpe de betteraves ensilées, il a vu que le filtre Garros retient moins que le filtre Ghamberland du résidu total après évaporation (6, 47 p. 100 au lieu de 19, 89 p. 100], et des acides libres (2,85 p. 100 au lieu de 33,80 p. 100) ; mais qu'il retient beaucoup plus de substances précipitables par l'alcool, diastasiformes (41, 16 p. 100 au lieu de 20, 48 p. 100), ce qui est un grave défaut pour l'emploi du filtre d'amiante en Bactériologie.
On a d'abord construit de petites carafes en amiante qu'on stérilisait après les avoir bouchées au coton. On les plongeait simplement dans le liquide à filtrer (fig. 52). Gelui-ci pénétrait par osmose dans la carafe et était versé ensuite dans un récipient stérilisé pour être conservé.
Les bougies en porcelaine d'amiante du commerce (filtres
* Garros, -^^/r une nouvelle porcelaine : porcelaine d'amiante^ Âcad., des Sciences, 1891, p. 864.
• Arloing. Loc. cilato, p. 53.
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Maillé) s'utilisent exactement comme les bougies Ghamberland. On ne sait pas encore si elles doivent leur être préférées pour la filtration courante des liquides.
h. Filtres en terre d'infasoires. — La bougie la plus employée en Allemagne est la bougie Berkefeld. Elle est en terre f D
d'infusoires.
Ses pores sont plus larges jl | | i
que ceux de la bougie IB I 1 | £
Ghamberland; ce qui la rend plus perméable, mais
Fig. 52.
Filtration dans une
carafe d'amiante.
Fig. o3.
Appareil d'Arloing pour la décantation et la filtration à travers le coton d'une culture liquide.
aussi plus vite inutilisable pour la filtration hygiénique de l'eau.
Hausser (1898), pour parer à la diminution de la porosité due à la fusion, emploie directement la terre d'infusoires (farine fossile). Tamisée ou portée à -f SOD^ ou -f 1000^, celle terre est pulvérisée, après refroidissement, et peut être employée directement. On la délaie dans de Teau stérilisée et on verse le
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mélange sur un filtre support quelconque. La poudre se dépose et toute liquide traversant ce filtre sera privé de ses germes. Le procédé est identique à celui indiqué plus haut pour la filtration sur sable (voy. p. 55).
i. Décantation et fiUration sur coton, '— Enfin, Arloing a utilisé la décantation combinée à la filtration sur coton pour démontrer l'existence dans les cultures du B, anthracis de substances vaccinantes, qui ne traversaient pas les filtres.
La figure 53 se passe d'explications. On amorce en souillant par (F). Les pointes de (D) et de (E) sont très fines et rendent la filtration très lente. Le dépôt microbien est très visible dans Téprouvette (A).
La boule du tube (E) contient un tampon de ouate. La pointe du tube (E) pénètre dans le récipient (C) à travers un tampon de coton. Le tube (F) est fermé à la ouate.
RÉCOLTE, FABRICATION, STÉRILISATION, RÉPARTITION, CONSERVATION
Toute la science bactériologique repose sur l'emploi des cultures microbiennes. Constater indéfiniment la présence de microorganismes dans Tair, Teau, les liquides organiques, etc., n*aurait pas entraîné de grandes découvertes. Le microbe est une algue; il végète, il pullule dans un milieu nutritif approprié*, si celui-ci est ensetnencé, c'est-à-dire reroit un échantillon du microbe à cultiver. Les termes de terrain, semenccy culture, végétation sont donc parfaitement justes. Si la culture est pure, ne contient qu'une seule espèce microbienne, qui a donc été isolée, Tétude des propriétés pathogènes du microbe {inocula-
* Le microbe a besoin, comme toute cellule vivante, d'aliments pour végéter. Il lui faut du carbone, de Vojctjr/ène et de Vhydrogène pour fabriquer les produits ternaires qui composent une grande partie de la masse cellulaire : cellulose, sucres, amylacés ; il lui faut de l'eau. Le corps microbien contient des matières albuminoïdes ; il a donc besoin d'azote, sans parler du soufre et du phosphore. C'est ce besoin d'azote qui nécessite la présence de matières albuminoUles dans les milieux de culture et rend par là leur composition si complexe. L'azote des sels ammoniacaux tels que le laclate ou le tartrate d'ammoniaque est ditticilement assimilable par les microbes : il en est de même de l'azote de l'urée ou des nitrates qui exigent la présence de matières albuminoïdes. Trouver un aliment simple capable de fournir l'azote aux microbes est le problème actuel (voyez p. 81).
Le carbone sera emprunté aux aliments ternaires, c'est-à-dire à des substances organiques précédemment élaborées, car le microbe, prfwé
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lion) devient possible. Seulement alors, on peut rechercher quelle a été Tinfluence du microbe sur le terrain où il a végété (modification des substances nutritives, fabrication des toxines, des ferments solubles, etc.). et aussi riyfluence du milieu sur les propriétés biologiques du microbe. Il n'y a pas d'expérimentation possible, avec les microbes, sans cultures pures.
C'est Pastkdr qui a fondé la bactériologie en créant la méthode des cultures^ dans ses belles recherches sur la fermentation lactique (1857) et les organismes en suspension dans ratmosphère (1861). Les premiers milieux employés par Pasteur et ses élèves étaient liquides : solutions minérales, infusions végétales, infusions animales (bouillons), liquides organiques naturels (urine, humeur aqueuse, etc.). Les cultures en milieux liquides forment encore la base de Texpérimentation microbienne, surtout depuis la part prépondérante prise pendant ces dix dernières années par Tétude des produits solubles sécrétés par les microbes.
En i881, KoGH introduisit en bactériologie la méthode des cultures sur milieux solides, méthode précieuse qui a ses indications spéciales à côté de la méthode pastorienne. Les travaux de KocH eurent pour point de départ les observations antérieures d'HoFFMANN (1869) et de Sgurqeter (1872). Lorsqu'on laisse exposée à Tair la surface d'une pomme de terre cuite, cette surface se recouvre de taches dues au développement de moisissures ou de microbes. Chaque tache est formée par la réunion d'éléments d'une espèce unique ; les champignons, les microbes, tombés de l'atmosphère, ont pullulé sur place, ayant trouvé un milieu nutritif favorable. On comprend de suite l'énorme avantage de pareilles cultures pour l'isolement des
de chlorophylle, ne peut l'emprunter à l'air. Peut-être les microbes qui sécrètent des pigments peuvent-ils assimiler directement le carbone de l'acide carbonique de l'air, sous Tinfluence de la lumière.
Enfin, le microbe a besoin ^'éléments minéraux qu'on retrouve dans ses cendres : soufre, phosphore, potassium, calcium, fer, etc.
Voir, pour l'emploi des aliments par les microbes en culture, les travaux d'ARN.\uD et Charhin, Transformation et élaboration de la matière organique par le Bacille pyocyanique dans un milieu de culture déterminé. Acad. des Sciences, 6 avril et 19 mai 1891.
espèces bactériennes et Texamen microscopique des colonies. Le mot « colonie » a été conservé, et désigne un amas microbien isolé, ayant végété sur un milieu solide. Koch songea de suite à solidifier les milieux nutritifs liquides les plus utilisés ; il gélatinisa le bouillon. C'était créer un milieu solide très nutritif, de composition variable à volonté, très transparent, permettant Fétude des colonies . La gélatine fondant à + ^^ environ, Koch solidifia aussi le bouillon avec une autre substance gélatinisante, Vagar-agar, qui résiste aux températures employées dans les laboratoires ; il gélifia aussi le sérum sanguin. On voit de quelle importance fut ToBUvre de Koch, puisque la gélatine, la gélose (agar-agar), le sérum, la pomme de terre sont des milieux couramment employés dans tous les laboratoires, à côté des bouillons Pasteur.
Parmi les milieux nutritifs liquides ou solides, les uns sont naturels (sérum, urine, humeur aqueuse, pomme de terre, œufs, etc.), les autres sont artificiels (bouillon, gélatine gélose, etc.). La fabrication des milieux artificiels a une importance capitale. Les meilleurs milieux sont constitués par des bouillons, c'est-à-dire par des infusions animales, mais ils ont le grave défaut d'avoir une composition très complexe et très variable. On comprend dès lors la difficulté qu'on éprouve à faire des cultures toujours identiques à elles-mêmes, à savoir quelles modifications a subi le milieu de culture, quels sont les produits solubles rejetés par celui-ci dans le liquide. Or, ces problèmes sont ceux qui se placent aujourd'hui au premier rang dans les préoccupations du bactériologiste. L'idéal, auquel on doit tendre aujourd'hui, est la possession d'un milieu de culture suffisamment nutritif et de composition simple et connue, d'un milieu fournissant l'azote aux microbes sans contenir de substances albuminoïdes. Le jour de sa découverte verra faire un grand pas à l'étude des substances solubles, et par conséquent à la vaccination, à l'immunisation, etc., pour le plus grand profit de la thérapeutique des maladies infectieuses.
Jusqu'à présent les solutions minérales employées sont trop peu nutritives, leur azote est mal assimilé ; la végétation se fait mal ou ne se fait pas.
Fermi (1891), GuiNOCHET (1892), Arnaud et Charrin (1892), OucHiNSKY (1893), DuFLOGQ (1900), etc., ont essayé de cultiver des microbes pathogènes dans des liquides ne contenant pas de substances albuminoïdes. Nous parlerons de leurs recherches au chapitre xii consacré aux Produits solubles microbiens. Contentons-nous de dire que Hugounenq et Doyon (1896) n'ont pas confirmé les conclusions d'OucHiNSKv : la diphtérie, le choléra n'ont pu végéter dans le liquide préconisé par cet auteur.
/ § 1. — Milieux liquides
Les milieux liquides employés en bactériologie peuvent être naturels ou artiflciels.
A) Liquides naturels
Un liquide existant dans la nature est employé sans modifications notables.
l'' Sérum sanguin. — Le sang de l'animal sain est habituellement privé de microbes. Il sufiira donc de le recueillir aseptiquement pour posséder, après rétraction du caillot, un sérum liquide n'ayant pas besoin d'être stérilisé. Tout sérum qu'on sera obligé de stériliser sera presque toujours employé à l'état solide, bien que la stérilisation à -f- 58<^ soit possible par la méthode de Tyndall (voy. p. 48).
Pour recueillir le sérum d'un petit animal (lapin, chien), on dénude la carotide (avec toute l'asepsie désirable) ; on la lie aussi près que possible de la tête, et on la pince à la base du cou. On coupe en sifflet, avec de fins ciseaux flambés, le segment isolé, aussi près que possible de la ligature, et on introduit par cette ouverture une petite canule en verre ou un petit trocart stérilisé. On enlève la pince et le sang est recueilli dans un flacon d'Erlenmeyer stérilisé. Ce flacon est maintenu incliné (fig. 54) pendant toute la durée de la coagulation. On redresse ensuite le flacon et le sérum s"accumule à côté du caillot; on peut le puiser facilement au bout de quarante huit
heures avec une pipette à boule sans blesser le caillot (fig. 55). Le sérum est immédiatement réparti dans des ballons ou tubes stérilisés.
L'appareil de Latapie (fig. 36) est destiné à puiser aseptiqueméat le sang artériel des petits animaux. Le tube trocart (A) très effilé entre dans le réservoir pipette (B) muni d'une ef fllure coudée deux fois (C) «t d'une tubulure (D). Une bague detsaoutchouc (E) les fîxe. A Tintérieur, est un tube de verre (F) percé de trolls qui fixera le caillot. L'appareil est stérilisé à autoclave. On casse
Fig. 54.
Flacon d'Erlenmeyer contenant du sang, maintenu incliné, pendant la coagulation, à Taide d'un simple billot.
Fig. 55.
Le flacon (A) de la figure 54, redressé après la formation du caillot (C) pour le puisage du sérum (Dj à l'aide d'une pipette à boule (B).
Teffilure de (A) et on plonge dans la carotide. On referme Teffilure. On laisse reposer le tube (A) en bas. Le caillot formé, on retourne l'appareil, le sérum tombe en (B) ; on brise l'effîlure (C) et on le recueille. On obtient ainsi 80 p. 100 du sang en sérum. Voy. p. 835 l'appareil pour les grands animaux.
Le dispositif des frères Lumière est plus simple (fig. 57). Il se compose d'un seul tube de verre (D B C A E) ; le cylindre (A) est hérissé de pointes à son intérieur. On bouche les deux extrémités avec de la ouate et on fait stériliser au four Pasteur.
Fig. 56.
Appareil de Latapie, pour saigner aseptiquement les petits animaux.
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Fig. 57.
Appareil des frères Lumière pour recueillir aseptiquement le sang des petits animaux.
Pour s'en servir, on adapte à (E) un court tube de caoutchouc muni d'une aiguille en platine iridié et stérilisé à l'autoclave. On introduit l'aiguille dans la veine ou l'artère et on aspire par (D) jusqu'à ce que le sang remplisse (A). On pince alors le caoutchouc, on retire Taiguille, on incline le tube, on enlève
le tube de caoutchouc, en maintenant rextrémité de E dans a flamme d'une lampe à alcool, on met un tampon d*ouate. Quand le caillot est formé, on retourne Tappareil : le caillot est retenu par les pointes de (Â) ; le sérum s'écoule par (D).
Pour avoir du sérum aseptique des grands animaux (cheval, âne, bœuf), on suivra la méthode que nous décrirons avec grands détails à propos de la Sérothérapie (p. 829) .
Pour le sérum humain, voir plus loin la méthode de prise aseptique du sang.
Le sérum liquide est employé pour conserver intacte la virulence de certains microbes {Streptocoque pyogène, etc.); il sert à toutes les expériences où on veut rechercher ses effets bactéricides, microbiophiles, agglutinants, etc.
BuMM, en 1885, a cultivé le Gonocoque sur sérum humain.
Plus on va, plus on utilise les sérums dans la fabrication des milieux de culture.
2^ Sang. — Les milieux à base de sang ont pris récemmen une grande importance en bactériologie.
On peut employer le sang directement. C'est le procédé employé par LiGNiÈREs pour cultiver le protozoaire de la Tristeza iPiroplasma bigeminum).
Il faut remédier à la coagulation, pour avoir un milieu liquide .
La défibrination (agiter pendant dix minutes dans un flacon résistant stérilisé, contenant des perles de verre) du sang aseptique est souvent employée.
On utilise aussi les propriétés anticoagulantes de certaines substances (peptone, têtes de sangsues, certains sels). On injecte, dans les veines d'un chien une solution, en eau physiologique, à 10 p. 100, de peptone Wilte (Ok^S par kilogramme) ; pendant les deux heures suivantes, la saignée donnera un sang incoagulable. Le lapin ne convient pas à ce procédé. Le sang ainsi obtenu finit par se coaguler ; parfois les chiens son t réfractaires ; le moyen n'est donc pas à recommander.
Pour utiliser les têtes de sangsues, on les durcit pendant quelques jours dans Talcool fort, on les dessèche et on les broyé. On fait bouillir dans l'eau (une tête pour 5 à 10
centimètres cubes d'eau), on filtre et on stérilise à+ 105^ pendant cinq minutes. On répartit dans les tubes destinés à recevoir le sang. Le sang se coagule à la longue.
Le citrate neutre de soude à 3 p. 1.000 rend le sang incoagulable.
En somme : c'est à la défîbrination qu'il faut s'adresser.
Le sang est plus fréquemment additionné à d'autres milieux, particulièrement à la gélose, soit incorporé, soit versé à la surface. C'estsur une gélose sanglante que Pfeiffer et Beck ont, en 1892, cultivé le Bacille de Vinfluenza. Elle a aussi servi à cultiver le- Gonocogue, le Bacille de Ducrey, le Bacille de Koch (Bezançon et Griffon, etc.).
Pour avoir du sang humain aseptique, on fait couler dans un tube stérilisé le sang du cordon ombilical, avant la délivrance, après avoir flambé la surface de section ; ou on puise le sang dans une veine du pli du coude avec une seringue stérilisée (voy. p. 325).
3*^ Lait. — Il convient à la culture de nombreux microorganismes. Il sert en outre à différencier certaines espèces (B. d'Eberih et B. Coliy par exemple) suivant que celles-ci le coagnlent ou le laissent liquide.
On peut le recueillir aseptiquement au pis de la vache (nettoyé et lavé au sublimé) et le distribuer en ballons stérilisés. Un grand nombre de ceux-ci placés à l'étuve, resteront stériles. On s'en assurera en ensemençant une goutte de chacun en bouillon .
En général, on stérilise à l'autoclave à + H0<> ou -}- 115<^ pendant un quart d'heure. Le lait est alors privé de ses parties grasses qui restent à la surface.
La méthode de tyndall (une heure à -f 65<^ ou -f 70<» pendant six jours de suite) est applicable.
Le lait doit être choisi alcalin.
Pour savoir si les microbes coagulent le lait par formation d'acide ou par sécrétion de présure, on peut additionner le lait de teinture bleue de tournesol stérilisée. Le lait acide virera au rouge.
Nombre de microbes redissolvent (production de présure et de caséase) le caillot formé (B. pyocyanique, B. subtiliSy etc.)
4^ Petit lait. —Le petit lait est employé pour la fabrication de certaias milieux. On l'obtient, en chauffant à une douce chaleur, d\L lait additionné d'une petite quantité de solution étendue d'acide chlorhydrique. On filtre, on neutralise, on stérilise. (Voyez Petruschky, page 88.)
5<> Urine. —Pasteur s'est beaucoup servi de l'urine pour cultiver certains ferments (1876) et, plus tard, la Bactéridie charbonneuse. Ce milieu est bien abandonné aujourd'hui. On peut recueillir l'urine aseptiquement, et se contenter de l'éprouver à rétuve ; sinon elle sera filtrée, neutralisée et stérilisée comme du bouillon. A + HO® l'urine acide devient franchement alcaline. Pour Miquel, l'urine normale est peu putrescible ; elle l'est davantage après une neutralisation par la soude.
Les solutions d'urée sont quelquefois employées. Il faut savoir que si l'urée sèche supporte bien + 105'^ pendant une heure, une solution d'urée se décompose vers + 90^
On a cultivé le Gonocoque dans de l'urine additionnée de 1/2 p. 100 de peptone.
6"" Sérosités naturelleSy Humeur aqueuse. — L'humeur aqueuse a été employée par Koch pour cultiver « cm cellule « la Bactéridie charbonneuse et étudier son évolution. On sacrifie un animal. On stérilise, avec un agitateur chauffé, la surface de la cornée qu'on ponctionne avec une pipette en verre ou une seringue stérilisées.
On peut imaginer tout une série de liquides naturels (liquide céphalo-rachidien, extraits d'organes, etc). Il va sans dire qu'on ajoutera fréquemment, suivant les besoins, aux liquides naturels, des peptones,de la glycérine, du glycose, etc. Ils seront neutralisés si besoin est.
7° Sérosités pathologiques. — On utilise de plus en plus des liquides d'hydrocèle, de pleurésie, d'ascite, (cultures de nombreux microbes exigeant des milieux albumiiieux).
On peut les recueillir aseptiquement dans un appareil de Potain stérilisé. Gomme ces liquides contiennent souvent le microbe pathogène de la maladie, il faut les éprouver avec soin. On pourra les stériliser comme le sérum (méthode de Tyndall) .
8® Œufs. — Les œufs peuvent être employés liquides. Il faut savoir qu'ils ne sont pas toujours aseptiques.
HuEPPE a ainsi cultivé le V. cholérique. On secoue violemment un œuf frais pour mélanger le jaune avec le blanc ; on lave la coquille au sublimé, et on flambe le bout où se trouve la chambre à air ; on ponctionne en ce point avec Taiguille d'une seringue qui contient la semence, et on pousse quelques gouttes. L'œuf est alors recouvert d'une couche de collodion et mis à l'étuve.
On peut, aussi retirer le blanc seul avec une pipette et le distribuer dans des ballons ou le faire coaguler dans des tubes.
Le jaune est, le plus souvent, employé d'après la formule :
Jaune d'œuf 100 ce.
Eau distillée 1 000 —
Soude à 10 0/0 5 —
B) Liquides artificiels
Ce sont des liquides inventés pour les besoins de la bactériologie.
±^ Liquenrs chimiquement définies. — Elles ne contiennent pas de substances organiques.
Si. Liquide Pasteur. — Il date de 1859 ; c'est la première solution minérale employée comme milieu de culture *. En voici la formule :
Eau distillée 100 grammes.
Sucre candi 10 —
Cendres de levure de bière 0 gr. 075
* Pasteur, Mémoire sur la fermentation lactique^ Annales de physique et chimie, 1859.
Pasteur modifia plus tard cette formule de la façon suivante pour cultiver la levure de bière :
Eau distillée 100 grammes.
Sucre candi 10 —
Tartrate d^ammoniaque 0 gr. i
Gendres de 1 gramme de levure. . . .
b. Liquide Cohn, — Le liquide de Gohn est ainsi composé :
Eau distillée SOO grammes.
Tartrate d'ammoniaque S —
Phosphate de potasse 2 —
Sulfate de magnésie i —
Phosphate' tri basique de chaux .... 0 gr. 1
C'est le liquide de Afayer avec addition d'une substance azotée, le tartrate d'ammoniaque.
c. Liquide Raulin. — Raulin a fait son remarquable travail * sur les conditions de développement de YAspergillus niger (champignon) avec le liquide suivant :
Eau 1 500 grammes.
Sucre candi 70 —
Acide tartrique 4 —
Nitrate d'ammoniaque 4 —
Phosphate d'ammoniaque 0 gr. 60
Carbonate de potasse U gr. 60
Carbonate de magnésie 0 gr. 40
Sulfate d'ammoniaque 0 gr. âo
Sulfate de zinc 0 gr. 07
Sulfate de fer 0 gr. 07
Silicate de potasse 0 gr. 07
Avec ce milieu, la récolte d'Aspergillus était tellement abondante qu'elle équivalait à 10.000 kilogrammes à l'hectare pour un végétal ordinaire.
Malheureusement, toutes ces solutions minérales, excellentes
' Raulin, Etudes chimiques sur la végétation, Recherches sur le développement d'une mucédinée dans un milieu artificiel, Ann. des sciences naturelles, 1870.
pour la végélalion des champignons, ne conviennent que très mal à celle des microbes.
d. Liquide Arnaud et Charria. — Le liquide d'ARNAUD etCHAR- RiN (1892), permettant la végétation du B. pyocyanique est le suivant :
PO*KH* 0 gr. dOO
PO*Na«H + li Aq . . 0 gr. 100
CO'KH 0 gr. 134
Ca Cl* 0 gr. 050
Mg SO* + 7 Aq 0 gr. 050
Asparagine cristallisée 5 gramme*.
Eau : Q. S. pour faire 1 litre.
Il a permis d'étudier le sort de l'azote, du carbone et de l'oxygène, pendant la végétation du microbe. L'azote est fourni par l 'asparagine.
e. Liquide Ouchinsky (1893). — Il est une modification du liquide de Nckgeli.
Eau 1 000 gr.
Glycérine 50. 0
Chlorure de sodium 7,0
Laclate d'ammoniaque 10,0
Chlorure de calcium 0,1
Sulfate de magnésie * . 0,2
Bi-phosphate de potasse 1,0
L'azote est fourni par le lactate d'ammoniaque. Ouchinsky ajoute quelquefois 0,5 p. 100 d'urée ; 0,02 à 0,03 p. 100 d'acide urique ; 0,8 à 1,5 p. 100 de sucre. On ne s'inquiète pas du précipité formé pendant la neutralisation. La plupart des microbes, sauf le D. d'Eberth et le Bacille tuberculeux, pousseraient dans ce milieu. Hugounexq et Doyox n'ont pas réussi à y cultiver le B. de Lôfflcr et le B. du Choléra qui avaient si bien végété entre les mains d'OucHiNSKV.
f. Liquide Lepierrc^. — L'auteur a voulu composer un
* Ch. Lepierre, Les gluco-protéines comme nouveaux milieux de culture chimiquement définis pour V étude des microbes. C. R. Acad, des Sciences, 8 juillet 1901.
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milieu azoté, chimiquement défini, suffisamment nutritif pour la plupart des microbes. C'est, ainsi que nous l'avons dit page 70, un des principaux desiderata du bactériologiste. Lepierre a utilisé les produits de dédoublement des albuminoïdes, nommés g lucopr oléines a. Ces substances sont nutritives tout en n^étant plus protéiques.
Eeu 100 grammes.
Glucoprotéine pure (C à G") 1 gr. 5 à 2 gr.
Glycérine, glucose ou saccharose . . â à 3 gr.
Chlorure de sodium 0 gr. 5
Sulfate de magnésium 0 gr. 5
G lycéro phosphate de calcium .... 0 gr. 2 à 0 gr. 3
Bicarbonate de potassium 0 gr. 1 à 0 gr. 2
Suivant l'auleur, 43 microbes .étudiés ont poussé dans ce milieu aussi bien que dans les bouillons ordinaires.
g. Eau de mer. — Diflocq, Lejkuxe et Bertrand (1900) ont utilisé l'eau de mer comme milieu de culture. Ils additionnent d'eau distillée (pour arriver à 9 grammes de sel par litre), de lactate d'ammonium, d'azotate d'ammoniaque et de quelques phosphates. Ils alcalinisent, slérilisent et IJUrent. C'est un milieu dépourvu de matières albuminoïdes, et cependant les microbes poussentbienetsécrèlent des produits albuminoïdes. L'intérêt de ce milieu résiderait précisément dans ce dernier fait.
2"" Infusions végétales. — On a préconisé des décoctions de plantes. L'eau de foin a joui d'une grande faveur. Les qualités nutritives de ces infusions sont en général faibles. Elles sont excellentes pour cultiverle? champignons, très inférieures pour cultiver des microbes. La préparation se compose des temps suivants : macération, neutralisation, filtration, stérilisation.
Veau de pomtue de terre est obtenue en incorporant, à un demi-litre d'eau, iO à 20 grammes de pulpe de pomme de terre obtenue à l'aide d'une râpe de nickel. Macération pendant deux heures : ébullition ; filtration ; stérilisalioii. O milieu est lécèrement acido.
LuBiKSKi cultive le Bacille de Koch dans de Teau de pomme de terre additionnée de 4 p. 100 de glycérine.
Veau de levure se prépare ainsi. Mettez 100 grammes de levure dans 1000 grammes d'eau, et délayez lentement. Faites bouillir. Neutralisez ou alcalinisez légèrement avec une solution de soude. Filtrez. Stérilisez à Tautoclave k + ii^^ pendant un quart d'heure.
Veau de malt est une solution à 10 p. 100 de malt (orge germée) dans de l'eau. Chauffez à + Sb^^-SS** pendant une heure, sans dépasser cette température, sous peine de détruire la diastase. Portez ensuite à Tébullition, filtrez, stérilisez à + H5«, etc.
G. Roux (1889) a préconisé Veau de touraillon comme un liquide souvent supérieur aux meilleurs bouillons, pour la culture des microbes et particulièrement de certains streptocoques. Le touraillon est le résidu desséché du malt qui a servi aux brasseurs. L'infusion est à 10 p. iOO comme Teau de malt. Les milieux au touraillon ne permettent pas le développement du Vibrion cholérique; ils sont antiseptiques vis-à-vis de ce microbe (G. Roux).
Pour la décoction de fruits (prunes, etc.), on laisse macérer pendant un jour dans de Teau, on fait cuire dans cette eau sans écraser. On filtre, on neutralise, on stérilise.
On a aussi employé des décoctions de crottin de cheval ou de toMt autre herbivore. On met macérer une partie de crottin frais dans trois parties d'eau pendant vingt-quatre heures ; on fait bouillir, on filtre, etc.
Le vin neutralisé et stérilisé avait été employé par Pasteur pour cultiver en grand le Bacillus anthracis.
.3^ Infusions animales (bouillons). — Le bouillon est le milieu universellement employé pour cultiver la grande majorité des bactéries. C'est le liquide nutritif courant dans les laboratoires. f*
a. Bouillons de viande. — Ce sont les liquides de choix. Pasteur s'était d'abord servi de bouillon de poulet. La viande de bœuf ou de veau est préférable. Le bouillon simple est peu usité :
on y ajoute en général différentes substances, destinées à augmenter sa puissance nutritive, spécialement do la peptone.
On prend UOO grammes de viande choisie, débarrassée des os, de la graisse, des tendons, etc., et hachée finement. On les place dans un récipient contenant 4000 grammes d'eau distillée*. On mélange soigneusement. On peut alors laisser macérer à froid pendant vingt-quatre heures, ou à cliaud pendant une demi-heure (à -f- 50^^ environ, c'est-à-dire à une température qui ne coagule pas Taibumine) ; la macération à froid est préférable. On exprime sur un linge mouillé, et on ramène la quantité à 1000 grammes. On ajoute iO grammes de chlorure de sodium (la viande est pauvre en chlore et en sodium), 20 grammes de peptone Chapoteaut, et quelquefois i gramme de phosphate de soude. On fait bouillir pendant vingt ou trente minutes. On écume, on dégraisse, on filtre sur papier épais et on neutralise. Le bouillon est normalement acide ; il rougit le papier de tournesol bleu ; or, la grande majorité des microbes réclament un milieu neutre ou légèrement alcalin. On verse goutte à goutte dans le bouillon une solution de carbonate de soude y jusqu'à, ce que le papier de tournesol. donne une réaction neutre ou légèrement alcaline. On filtre de nouveau si c'est nécessaire.
Il faut alors mettre le bouillon dans le récipient où il sera stérilisé et conserve. Nous employons des flacons à deux tubulures d'une contenance d'un litre (fig. 58) : les deux tubulures sont bouchées par un tampon d'ouate. A travers le tampon de la tubulure latérale (A) passe un tube de verre (B) qui plonge jusqu'au fond du flacon et est recourbé en U renversé au dehors du flacon. La branche externe de l'U est reliée par un petit tube de caoutchouc (G), long de o centimètres, à un tube de verre (D) dont l'extrémité inférieure est effilée et fermée à la lampe comme une pipette. Le flacon est rempli de bouillon aux deux tiers et stérilisé à l'autoclave par une exposition de
* Il va sans dire qu'on peut modifier la proportion de viande et d'eau pour avoir, s'il en est besoin, des bouillons moins riches. Chauveau a cultivé son vaccin charbonneux dans du bouillon de veau très pauvre à 1/5 au lieu de 1/2.
vingt à trente minutes à + 110<* à 120^ Pendant le chauffage les tubes B, C, D se sont purgés d'air et remplis de vapeur d'eau qui se condense au refroidissement ; le bouillon les envahit alors, le siphon s'amorce donc de lui-même et le flacon a l'aspect représenté dans la flgure 58.
11 se produit en général un dépôt assez abondant (surtout si le chauffage a été trop intense ou trop prolongé), qui se condense rapidement au fond du récipient, et ne trouble que les dernières gouttes lors de la décantation.
Pour s'assurer que la stérilisation a été parfaite, on place pendant vingt-quatre heures le flacon chargé de bouillon dans une étuve à + 38<>; il doit rester limpide. Un flacon de bouillon ainsi préparé peut être indéfiniment conservé dans une armoire à l'abri de la poussière; le liquide perd cependant à la longue ses propriétés nutritives.
Lorsqu'on veut transvaser le bouillon du flacon dans des ballons, on opère de la façon suivante (fig. 58). On place une pince de Mohr (E) sur le tube en caoutchouc (C) ; on flambe l'extrémité effilée du tube de verre (D) et on la casse avec des pinces flambées; on reflambe l'extrémité ouverte et on l'introduit dans le goulot d'un ballon stérilisé. Le ballon doit être penché presque horizontalement, et le capuchon de papier tenu verticalement l'ouverture en bas, afin d'éviter la chute des germes de l'atmosphère dans le ballon ou dans son capuchon. Ces ballons ont été décrits page 24 et figure 12. Une seule main suffit à tenir le ballon et son capuchon, ce dernier par les deux derniers doigts (fig. 59). On presse alors de l'autre main sur la pince, et le liquide coule par siphonnement dans le ballon. On lâche la pince lorsque le tiers inférieur du ballon est chargé de bouillon, on retire le ballon dans une position aussi horizontale que possible, on flambe le goulot et on remet le capuchon avec la main devenue libre. On remplit ainsi un grand nombre de
Fig. 58.
Flacon pour la conserve et la distribution du bouillon (système du siphon).
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ballons* et on les éprouve pendant vingt-quatre heures à l'étuve à + 38**; ceux qui sont rest€*s clairs sont prêts à être ensemencés.
La manœuvre sera identique pour le transvasement du bouillon dans des récipients quelconques. Si les ballons sont bouchés à la ouate, on tiendra le tampon en Tair avec une
Distribution du bouillon en petits ballons à l'aide du flacon-conserve
représenté figure 58 (système du siphon).
pince et on le flambera avant de reboucher. Lorsque le flacon ne contient plus que quelques centimètres de liquide, on le penche latéralement, dans un tiroir par exemple, pour que le siphon ne se désamorce pas. On s'arrêtera dès que le dépôt du fond troublera le bouillon.
Nous employons aussi un autre dispositif dans lequel le bouillon est chassé dans le siphon par refoulement (flg. 60). Le flacon à deux tubulures est alors bouché avec deux bouchons en liège laissant passer deux tubes de verre. Celui du milieu(A) ne dépasse pas la surface inférieure du bouchon ; il est coudé à angle très obtus au sortir du flacon, et bouché à la ouate. Celui de la tubulure latérale (B) est un U renversé dont une des branches de calibre uniforme, plonge jusqu'au fond du flacon, et dont la branche extérieure est effilée en pipette et
est presque de même longueur. Après stérilisation à Tautoclave, les deux bouchons sont vernis à Textérieur avec de la guttapercha dissoute dans le chloroforme, ou mieux sont enduits de paraffine qu'on verse chaude avec une plume ou un petit pinceau.
Lorsqu'on veut transvaser le bouillon, on adapte au tube (A) un petit tube de caoutchouc (C) qui permet de souffler dans le flacon ; Tair sera filtré à mesure dans le tampon de ouate. On flambe, on casse, on reflambe la pointe eflilée et on op^re comme précédemment. On suspend Técoulement du bouillon en -serrant le tube de caoutchouc entre les dents, ou en appliquant la langue contre son orifice.
Cette disposition ne vaut pas la précédente ; on s'expose à perdre du bouillon ou à laisser rentrer de Tair entre chaque remplissage de ballon.
Elle a le seul avantage de rendre libre les deux mains de Texpérimentateur, et de permettre un écoulement plus rapide lorsqu'on veut transvaser le bouillon dans de grands récipients.
Dans la plupart des laboratoires on stérilise le bouillon dans un grand ballon bouché à la ouate. Pour transvaser on y plonge une pipette Chamberland (fig. lo, p. 26) bien stérilisée, et on aspire. On écoule ensuite dans les petits ballons le bouillon de la pipette Chamberland, en l'inclinant suttisamment. Nous rejetons cette façon de procéder comme longue et exposant trop aux contaminations par l'air pendant les difl'érents temps de l'opération.
On fera naturellement varier la composition du bouillon depuis la simple infusion de viande saléCj (le bouillon salé est bien supérieur au bouillon simple comme valeur nutritive (Miquel), et permet de conserver plus longtemps la virulence de certains microbes tels que le Streptocoque pyogène (Arloixg),
Pig. 60.
Flacon pour la conserve et la distribution du bouillon (système du refoulement).
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en passant par le bouillon peptoné, pr^^cédemmenl décrit et le plus usité, jusqu'aux bouillons glycosés, lactoses, glycérines, etc. Pour le bouUlon glycosé on ajoute 1 à 2 p. 100 de glycose pure en même temps que le sel marin ; pour le bouillon lactose : 2. p. 100 de lactose *. Pour le bouillon glycérine on ajoute 5 à 10 p. 100 de glycérine pure, après toutes les filtrations, au moment de verser le bouillon dans le flacon où il sera stérilisé. On s'assurera que le bouillon est resté neutre, et on le neutralisera si besoin est. Ce bouillon sert spécialement à la culrtire du Bacille tuberculeux (Nocard et Rorx, 1887).
A la place du tissu musculaire on peut employer différente viscères (foie, rate, poumons). Ces bouillons ne sont jamais clairs.
b. Bouillons colorés. — On additionne le bouillon de diverses matières colorantes, pouvant renseigner sur certaines réactions qui accompagnent le développement microbien, et servir à la diagnose de l'espèce. Di'claux est le premier qui ait ajouté de la teinture de tournesol aux milieux liquides, pour savoir, à la simple inspection de la couleur, si le liquide était devenu acide ou était resté neutre. Nous verrons (p. 673) qu'on différencie le Bacille cVEberth du Colibacille en cultivant ces deux microbes dans du bouillon lactose (à 2 p. 100) et tournesolé, stérilisé par filtration ; seule la culture du Colibacille tourne au rose.
La sensibilité des milieux lactoses et tournesolés est relativement faible. Un Coli-bacille peu actif, fabriquant peu d'acide, pourrait passer pour un B. cTEberth.
Petruchsky a préconisé le petit lait tournesolé (caséine précipitée par l'acide chlorhydrique). Ce milieu est diflicile à neutraliser (on ne peut le faire qu'avec la soude). En outre, le B. d'Eberth l'acidilie légèrement, parce que le milieu renferme du glucose (sous l'influence de l'HCl). Ce procédé est donc à rejeter.
* P. CoiRMoNT a remarqué que la lactose subissait au chauffage une certaine altération la rendant plus fennentescible. Il vaut mieux tériliser le bouillon lactose par la filtration sur porcelaine.
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Grimbert et Legros ont recommandé un excellent milieu. 11 faut que le lactose soit bien pur (le B. d'Eherth est encore le meilleur réactif de cette pureté). On porte à Tébullition :
Lactose pnr 2 grammes.
Peptone 0 gr. 50
Eau distillée 0 gr. 100
et on y ajoute une petite quantité de carbonate de chaux pur, on filtre au bout de cinq minutes, et on s'assure que la réaction est neutre. La neutralisation au carbonate de chaux exclut tout danger d'un excès d'alcali. On filtre sur bougie ; on répartit en ballon, et on ajoute la quantité sullisante de teinture de tournesol stérilisée à l'autoclave.
Ce liquide est extrêmement sensible.
RoTHBKRGER a imaginé le bouillon coloré suivant, pour faire des cultures différentielles du B. dEberth (voy. p. 414).
On fait bouillir 425 grammes de viande de bœuf dans 150 grammes d'eau; on ramène à 500, grammes; on filtre ; on ajoute :
Peptone Dufresne 10 grammes.
Sel marin 10 —
Glucose 2 gr. 50
On fait bouillir ; on laisse refroidir. On ajoute 5 c. c. d'une solution aqueuse de Neutral-Roth à 5 p. 100. On stérilise à + 115^ On répartit en ballons.
c. Solutions de peptone. — Une simple solution de peptone à 1 p. 100, salée à 0, 5 p. 100, avec 2 p. 100 de gélatine, est le milieu de culture type pour le Vibrion cholérique (Durham, 1887). KocH recommande la peptone de Wittk, une dose de 1 p. 100 de sel, et d'alcaliniser fortement.
d. Solution de somatose. — Gerkst (1896) préconise une solution de somatose (succédané de la peptone) à 10 p. 100 comme un milieu de préparation facile et rapide.
e. Bouillon Massart et Bordet. — Massart et Bordkt (1892) ont cultivé nombre de microbes dans le liquide suivant :
^:iX-'
-r--- - «ierî*»*^ .^ un
peut clarifier, après le premier chaufTage, avec un fragment de chlorure de calcium et un morceau de phosphate de soude.
Tel est ce milieu très peptoné et non sucré. H a également servi à cultiver le Microbe de la péripneumonie bovine.
h. Bouillon Massol. — Également pour le Bacille de Lôf/ler.
Viande de veau faisandée 500 grammes.
Eau 1000 —
Peptone de Witte iO —
On neutralise avec une solution de soude causti'que normale à 40 p. 1000. On ajoute, en plus, 6 à 7 centimètres cubes de la solution de soude, par litre. Filtration sur papier. Stériliser en filtrant sur bougie Chamberland ou à + 120<>.
i. Bouillon Spronck. — Milieu recommandable pour la culture du Bacille de LÔffler, qui y produit, en 5 à 6 jours, une toxine très active.
Levure du commerce (van Marken) . . 1 000 grammes. Eau 5 000 —
Ébullition pendant 20 minutes, en agitant avec une spatule. Repos de vingt-quatre heures, au frais, dans un vase cylindrique. Décantation. On abandonne la levure.
Liquide louche 1 litre.
Chlorure de sodium 5 grammes.
Peptone de Witte (Rostock) 20 —
Neutralisation à la soude. En plus : addition de 7 centimètres cubes de solution de soude normale, par litre (forte alcalinisation). Chauffage. Filtration sur papier. Stérilisation à
Ce milieu est bon marché, et reste alcalin (le Bacille de LÔffler ne produit pas d'acides, en raison de la pauvreté en sucre de la peptone de Witte).
j. On se souviendra que des quantités, même très faibles de substances antiseptiques peuvent empêcher le développement des microbes dans le bouillon, ou en modifier profondément
la morphologie, comme Tont vu Guignard et Charrin (page 9, fig. 3).
Milieux solides
Les milieux solides se divisent, comme les milieux liquides, en naturels et artificiels.
Nous avons déjà parlé (p. 71) de leur découverte par Kocu, en 1881. On se reportera au chapitre vu (p. 223) pour trouver l'explication des avantages de leur emploi.
A) Milieux naturels
On peut solidifier des liquides naturels ou artificiels, ou employer des substances naturellement solides.
±^ Sérum sanguin. — Le sérum sanguin est le plus souvent employé à l'état solide, d'apri's la méthode de Koch.
Supposons que le sang ait été recueilli sans précautions aseptiques, à l'abattoir par exemple, au sortir de la veine d'un bœuf, d'un cheval, ou de tout autre animal. On le reçoit dans de grands cristallisoirs en verre de Bohême à couvercle (fîg. 61), d'une contenance de deux litres environ, et préalablement stérilisés à l'autoclave *. (La stérilisation par la chaleur shchf- a l'inconvénient de faire adhérer le caillot aux parois, ce qui diminue la récolte de sérum.) Il ne faut pas se servir d'éprouvettes pour recueillir le sang, car le caillot peut occuper tout
* Bien que ropération ne se fasse pas aseptiquemeut, il faut néanmoins stériliser les récipients, et manipulor avec le plus de propreté possible, la stérilisation ultérieure ne devant s'effectuer qu'à -j- 60® et deux jours plus tard. Il faut introduire le moins de germes possible.
Fig. 61.
Cristallisoir en verre de Bohème pour recueillir le sang du bœuf à l'abattoir.
le diamètre de l'éprouvette et empêcher la prise d'un sérum clair. On préparera plusieurs cristallisoirs de deux litres, pour profiter de la saignée totale d'un bœuf ou d'un cheval.
Ces cristallisoirs, remplis de sang aux trois quarts de leur hauteur, sont laissés sur place dans un endroit frais. Il ne faut
Fig.;6i.
Bain-marie, avec régulateur métallique de Roux, pour la stérilisation
du sérum liquide par la méthode de TyndalL
pas les transporter sous peine d'avoir un sérum rouge; il faut les mettre dans un endroit aussi frais que possible pour éviter le développement des germes avant la stérilisation. Le sérum est un milieu relativement inférieur pour la pullulalion des microbes; aussi cette précaution suffit-elle. Au bout de vingt-
quatre ou quarante-huit heures de repos, le caillot s'est rétracté et occupe le centre du cristallisoir. On répartit le sérum avec une pipette (en ayant soin de ne pas toucher le caillot) dans des tubes à essai bouchés à la ouate, stérilisés d'avance. On met environ 10 centimètres cubes de sérum dans un tube à essai. Le sérum ainsi obtenu varie d'aspect suivant l'espèce animale dont il provient; celui du bœuf est jaune ambré, celui du cheval est presque blanc, celui de l'âne est lactescent, celui du lapin est limpide.
Les tubes sont alors apportés au laboratoire et stérilisés par la méthode de Tyndall ou du chauffage discontinu (p. 48). Ils
Fig. (JX Étuve de Kock pour la gélification du sérum icoupe schématique),
sont placés, trois heures par jour, pendant plusieurs jours de suite, dans un bain-marie réglé de + 58*^ à + 00*. Entre ces séances, ils doivent être maintenus à + 25<> ou + 30® pour permettre la germination des spores non détruites, et dont le mycélium naissant sera tué aisément par le chauffage suivant. Ainsi préparé, le sérum peut être employé liquide.
Le sérum se solidiflo à + 65" ou + 70''; s'il est porté à une température trop élevée, il perd sa transparence; il faut donc
* On a construit un baïa-marie spécial muni d'un régulateur à membrane d'Arsonval représenté figure 0*2. Il est inutile d'avoir cet appareil qu'on peut aisément remplacer en réglant un bain-marie quelconque. Voir, page 349. le bain- marie de Wiesnegg.
le chauffer au degré minimum nécessaire à sa coagulation, c'est ce qu on appelle \a gélification ou gélatinisation du sérum. Les tubes doivent être chauffés dans une position inclinée, pour
Étuve de Koch pour i^éiUiCQitiondM sérum y avec réyulaleur iVArsonval.
que le sérum solidilié offre une longue surface; il ne doit pas toutefois venir toucher le tampon de ouate. Koch a fait construire un appareil spécial pour cette opération. C'est une étuve quadrangulaire peu profonde dont la coupe est représentée figure. 63. L'espace (A) est rempli d'eau par le tube (B). Un couvercle en verre (G) est recouvert d'une lame de feutre (D). Une cale (K) permet linclinaison convenable de l'appareil.
Dans lés appareils français Tétuve de Kogh est muni« d'un régulateur d'Arsonval (Hg. 64). Elle est réglée à + ^^^ ou + 68^
Le temps nécessaire varie entre une demi-heure à une heure. Il faut surveiller étroitement l'opération à travers le couvercle vitré. Dès qu'un tube prend une demi-transparence ambrée, il doit être examiné, et immédiatement retiré s'il est de consistance solide; les tubes restés trop longtemps à la chaleur de Fétuve deviennent opaques. Le sérum ainsi obtenu est plus ou moins transparent suivant resi)èce animale dont il provient et la perfection de la gélatinisation. 11 va sans dire qu'on peut solidifier du sérum sans posséder une étuve de Koch.
Après avoir été éprouvés à Tétuve à + 38<*, les tubes de sérum seront placés verticalement (à cause de l'eau de condensation qui s'accumule à la partie inférieure) dans une armoire avec un capuchon de caoutchouc pour éviter une trop rapide dessiccation (fig. 65); un tube dont la surface est desséchée ne pourra plus servir; la végétation ne s'opérerait pas. ^
Les capuchons de caoutchouc seront stérilisés dans le sublimé; sans cette précaution ils propagent des moisissures qui, descendant le long du coton contre le tube de verre, atteignent le sérum et le contaminent.
Si le sérum a été recueilli aseptiquement, la gélatinisation se fait par le même procédé.
Le sérum solide sert à cultiver le Bacille de la tuberculose (Koch), à faire le diagnostic bactériologique de la diphtérie, etc. Le sérum humain serait le milieu sur lequel pousserait de préférence le Gonocoque.
La glycérine a été ajoutée par Nocahd et Roirx (ISSl) aux milieux de culture qui conviennent au Bacille de la tuberculose. Pour avoir du sérum glycérine, on ajoute 6 à 8 p. 100 de glycé-
Fig. 65.
Tube de sérum
gélifié.
I , capuchon de caoulchouc. ' — t^ lampoii de colon. — 3, sérum. — 4, eau de condensation.
rine stérilisée au sérum avant la distribution dans les tubes à essai. Il faut une température de + 75<> à + 78° pour gélifier le sérum glycérine. Il se dessèche moins que le sérum simple.
Pour le diagnostic bactériologique de la diphtérie on se sert de sérum de bo^uf simple.
Voy. p. 771 les géloses à base de sérum pour la culture du Gonocoque,
2^ Liquides pathologiques. — On pourrait traiter par les mêmes procédés des liquides pathologiques tels que : liquide d'hydrocèle, d'ascite, de pleurésie, etc.
8^ Blanc d'oauf. — On a cultivé sur des blocs de blanc d'œuf cuit les bactéries colorées qui tranchent bien sur ce fond blanc. On découpera aseptiquement des petits cubes de blanc d'œuf dur, et on les mettra dans des tubes à essai, comme s'il s'agissait d'un morceau de pomme de terre (voy. plus loin). ScHENK a recommandé, en 1887, l'usage des œufs de vanneau !
40 Pomme de terre. — La pomme de terre est très riche en hydrocarbures ; elle constitue un bon milieu, très fréquemment employé. Elle peut être utilisée crue, mais la végétation des microbes se fait mieux sur la pomme de terre cuite.
Le procédé primitif de Koch consistait à faire cuire à l'eau une pomme de terre entière, à la couper par le milieu avec un couteau llambé, et à déposer les deux moitiés dans un cristallisoir lavé au sublimé et muni d'un couvercle. Il a été modifié de la façon suivante, pour les cas, d'ailleurs rares, où on a besoin d'une grande surface de pomme de terre.
On choisit des pommes de terre de bonne qualité, de variété blanche, ayant la peau fine. On les lave en les frottant avec une brosse dure pour entraîner toutes les impuretés de la surface ; on enlève à la pointe du couteau tous les yeux, tous les points malades, et on les plonge pendant une heure dans une solution de sublimé à 1 p. 1000. Toutes ces précautions sont indispensables, car la pomme de terre est fréquemment souil-
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Fig. 66.
Cristallisoir contenant une moitié de pomme de terre, prête à être ensemencée.
lée par le B. mésentëricus vulgatus, communément appelé Bacille de la pomme de terre (Kartoffelbacillus), microbe extrêmement répandu dans le sol, et dont les spores peuvent résister quelque temps à + 130<*. La pomme de terre peut aussi contenir le Bacillus mésentëricus fasctis (bacille brun) et le B. mésenruber (bacille rouge de Globig) dont les spores sont également très résistantes. On voit fréquemment ces bacilles se développer, malgré la stérilisation, sur la pomme de terre mal préparée.
On lave au sublimé de grands cristallisoirs (10 centimètres de diamètre sur 5 de haut) à couvercle rodé, en verre de Bohême (pour supporter de hautes températures), et on place dans le fond de ceux-ci plusieurs disques de papier filtre, humecté de sublimé. Les pommes de terre sont alors coupées en deux moitiés égales et chacune de celle-ci est placée, la face plane en Tair, dans un cristallisoir (fig. 66).
On a construit des couteaux en verre pour sectionner les pommes de terre sans laisser à leur surface des sels de fer qui la rendraient noirâtre. On peut
couper la pomme de terre avec un couteau quelconque à large surface, et laver la surface avec de Tean stérilisée.
Les cristallisoirs, fermés hermétiquement par leurs couvercles rodés, sont soumis pendant une heure à -f- 100°, et à+ 125° pendant vingt minutes, dans Tautoclave. On éteint, on retire l'appareil qui est prêt à l'ensemencement.
Certains cristallisoirs (fig. 67) présentent, vers le tiers supé-
Fig. 67.
Cristallisoir à pomme de terre présentant un orifice (a) pour renseiiiencement.
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rieur, une petite ouverture circulaire qu'on obture avec un tampon de ouate, et qui peut servir à ensemencer la pomme de terre sans soulever le couvercle.]
Le procédé de Rotix est bien préférable au précédent ; il est presque uniquement employé. Le récipient est composé d'un tube à essai de 2 ^'", 15 de diamètre environ sur 25 cm. de long, qui porte vers son quart inférieur un étranglement qui empêche la tranche de pomme de terre de tomber au fond : dans la chambre inférieure se condensera Teau qui sortira de la pomme de terre pendant la cuisson (fig. 68).
On pourra toujours étrangler soi-même un gros tube à essai (tube d'Esmarch). Un tampon-ouate placé au fond du tube remplacerait l'étranglement à la rigueur.
On coupe les pommes de terre crues, avec un couteau ou un emporte-pièces» en cubes rectangulaires pouvant entrer dans le tube : on les lave à l'eau pour enlever les sels de fer, on les essuie au papier buvard. Un tampon de ouate recouvert d'un capuchon de papier filtre ferme le tube qui est placé dans l'autoclave. On chauffe une demi-heure à -f- 100", et un quart d'heure à -f 115*^ ou -|- 120». Les tubes sont prêts à être ensemencés. On peut, avec eux, faire des cultures anaérobies, impossibles dans les cristallisoirs (voy . page 205) .
RoDET a imaginé un petit appareil tout en verre pour faciliter l'observation simultanée de plusieurs cultures végétant sur des cubes de pomme de terre, lesquels peuvent provenir de la même pomme de terre. La figure 69 nous dispense d'une description. On coupe, dans une grosse pomme de terre, de tous petits cubes d'égale grosseur qu'on pique sur chaque pointe ; on place le tout dans un cristallisoir (comme il a été dit plus
Fig. 68.
Tube à pomme
de terre.
1 , capuchon de caoutchouc. — 2, Umpon de colon. — 3, cubo de pomme de terre. — 4, rétrécissement. — 5, eau rendue par la pomme de terre.
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haut), et on fait stériliser. On a ainsi sous les yeux 18 ou 24 colonies ayant poussé dans les mêmes conditions sur la même pomme de terre.
La pomme de terre a aussi été employée en purée (bouillie) qu'on distribue dans des boîtes de Pétri (iig. 18} ou dans de petits cristallisoirs.
La pomme de terre entre dans la composition de la gélatine iVElsner (voir p. 106).
Les cultures sur pomme de terre sont surtout commodes pour étudier les caractères macroscopiques des colonies ;
Fig. 69.
Support de Hodet, pour robservation simultanée de plusieurs cul.
tures sur des cubes provenant de la même pomme de terre.
c'est ainsi que la distinction du B. coli et du B. d'Éberth se faisait, il y a quelques années, par l'ensemencement sur pomme de terre. Aujourd'hui, les caractères macroscopiques des cultures ont beaucoup perdu de leur importance dans la diagnose des espèces : les cultures solides en général, et sur pomme de terre en particulier, ont subi un sort parallèle. On obtient de belles cultures du Bacille tuberculeux en humectant la pomme de terre avec de l'eau glycérinée, dont l'excès occupe la partie inférieure du tube.
5^ Artichaut. — Roger recommande l'artichaut, qui peut, parfois, servir à la diagnose bactérienne.
On enlève les feuilles, on coupe le fond en petits cubes, en ayant soin de conserver le foin. On introduit les morceaux dans des tubes dont l'extrémité fermée est remplie d'ouate humide. On place le foin en haut. On ferme avec de l'ouate et on stérilise un quart d*heure à + US*», dans l'autoclave. On ensemence au point où se fait l'insertion des fleurs.
MILIEUX SOLIDES ARTIFICIELS iOi
Certains microbes (B, Ihyphique) végètent sans coloration spéciale, d'autres (Colibacille, etc.) colorent Tartichaut en vert émeraude.
Les levures poussent également bien.
La coloration verte est due à une substance soluble dans Teau, insoluble dans l'alcool, Téther et le chloroforme ; elle rougit sous rinfluence des acides et redevient verte par l'adjonction d'un alcali.
6^ Fruits, Racines. — Différents fruits, des racines ont été directement employés comme milieux de culture. C'est ainsi que la carotte convient très bien à la végétation des streptocoques, du champignon du muguet (G. Roux). Les figues, les fraises, les abricots, les amandes ont été utilisés. On traitera les racines ou tubercules comme la pomme de terre ; on partagera aseptiquement les fruits avant de les placer dans un tube ou un petit cristallisoir.
7^ Milieu de Soyka. — Soyka a recommandé, pour ses cultures en vases clos, le mélange suivant, qui est un milieu mixte, en partie artificiel et en partie naturel (animal et végétal) :
Riz en poudre 10 grammes.
Lait 15 —
Bouillon neutre 5 ce.
Bien mélanger, et distribuer dans des cristallisoirs en verre. Stériliser en plusieurs temps, dans la vapeur, deux jours de suite. On obtient un milieu solide, blanc opaque.
B) Milieux artificiels
Pour les obtenir on solidifie un des milieux liquides artificiels déjà étudiés.
^ 1<» Gélatine. — La gélatine est, depuis les travaux de Koch, un des milieux les plus usités dans les laboratoires. On peut la définir en deux mots : du bouillon rendu solide par l'addi-
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lion d'une certaine quantité de gélatine. C'est un milieu très transparent. Son seul inconvénient est de fondre à une température relativement basse (+ 21<> à + 22**) ; seuls peuvent donc pousser sur la gélatine solide les* microbes qui végètent à cette température. C'est ainsi que le Pneumocoque, le Streptocoque pyogène ne végètent pas ou végètent mal sur la gélatine. Il faut des étuves spéciales pour les cultures sur gélatine en hiver et en été (voy. p. 131). Un des grands avantages de la gélatine, à ajouter à' sa transparence et sa malléabilité, est sa liquéfaction sous l'influence des diastases sécrétées par quelques microbes, lesquelles opèrent une véritable digestion de la gélatine (voy. p. 241).
Il faut employer de la gélatine répartie assez récemment en tubes ; si elle a eu le temps de se dessécher, la surface est absolument impropre à la végétation microbienne. On peut alors, pour régénérer la gélatine, ajouter au tube quelques gouttes de bouillon, fondre au bain-marie et laisser refroidir à nouveau. Comme tous les milieux solides, la gélatine est moins nutritive que le bouillon qui a servi à la fabriquer.
a. Gélatine-peptone. — La gélatine ordinaire est la gélatinepeptone. Nous supposons le bouillon peptoné, fabriqué comme il a été dit plus haut, neutre ou légèrement alcalin.
La gélatine est livrée dans le commerce sous forme de plaques minces (gélatine extra-fine). On les coupe avec des ciseaux en petits morceaux qu'on lave dans Teau distillée. On ajoute au bouillon 10 p. 100 de gélatine, soit 100 grammes pour un litre. Le mélange est fait dans un vase émaillé, une capsule de porcelaine ou tout autre récipient qu'on met chauffer dans un bain-marie à + 100^, pendant dix minutes environ, jusqu'à ce que la gélatine soit fondue en totalité. On remuera constamment. ^
Il faut ensuite neutraliser avec une solution de cirbonate de soude, car la gélatine acidifie souvent le bouillon. On prolonge l'ébullition quelques minutes après la neutralisation.
On ne dépassera jamais la température de -f 105® sous peine d'avoir une géhatine qui ne se solidifierait pas par le refroidissement.
Pendant qne la gélatine est encore très chaude, on la filtre sur papier Chardin, en ayant soin d'amorcer le filtre au préalable ; elle passe très claire et assez rapidement. Si la gélatine n'était pas suffisamment transparente, on lui ajouterait, à + 50<*
Fig. 70.
Entonuoir bain-marie pour filtrer la gélatine.
A, vue d'ensemble de l'appareil. — B, schéma de rentonooir*
environ, deux blancs d'œufs bien battus dans 50 centimètres cubes d'eau, et on reporterait à Tébullition ; l'albumine du blanc d'œuf en se coagulant clarifiera la gélatine. La filtration s'opère en général très bien dans un entonnoir de verre ordinaire ; si la gélatine se solidifiait avant la fin de l'opération, on placerait l'appareil quelques instants à l'autoclave sam pression. On peut même laisser la filtration se faire complètement dans l'autoclave ou dans un poêle de Koch.
On a imaginé un entonnoir bain-marie pour filtrer la gélatine.
Il est représenté «t schématisé dans la figure 70. C'est un entonnoir, à doubles parois métalliques, (a) contenant de l'eau qu'on verse en (d). Un bec de gaz chauffe continuellement le prolongement (6) pour maintenir l'eau chaude pendant toute la filtration. Un simple entonnoir en verre {e) avec papier Chardin est contenu dans Tentonnoir métallique et le dépasse inférieurement (c). Quel que soit le dispositif dont on se serve, on reçoit la gélatine dans un flacon stérilisé (pour contaminer le moins possible la gélatine qu'on ne peut stériliser à de hautes températures) et on la répartit de suite dans les tubes à essai bouchés à la ouate (fig. 7i). On chauffera au bain-marie ou à l'autoclave si la gélatine s'était solidifiée. On aura soin, en versant la gélatine dans les tubes, de ne pas en souiller la partie supérieure du tube sous peine d'avoir une adhérence du bouchon de ouate aux parois ; l'emploi du tube serait impossible.
On a imaginé un appareil compliqué et inutile (fig. 72) pour pouvoir distribuer la gélatine dans les tubes, au fur et à
Tubes de gélatine.
sirics."— ^^B'^Tube^urciU- mesure de sa filtration, à l'aide de la
lurc par piqûre. - C lube pjnce (f). pour culture par la méthode * ^' '
d'Esmarch. " Les tubes à essai remplis au i/4 de
leur hauteur avec la gélatine, et rebouchés à la ouate, doivent être aussitôt stérilisés. Ils seront exposés, deux jours de suite, pendant quinze à vingt minutes, à la chaleur humide de + 100° dans le poêle de Koch. ou l'autoclave fonctionnant .sans pression chauffage (discontinu ; voy. p. 48) le chauffage au-dessus de + 100° abaissant rapidement le point de fusion de la gélatine. Au sortir de la seconde stérilisation, une partie des tubes, destinée aux cultures en stries, sera inclinée pour que la gélatine se solidifie étalée comme dans le dessin de la figure 71 (A) avec une grande
surface libre ; une autre partie sera conservée verticale pour les cultures par piqûre {fig, 71, B). Il sera bon, pour éviter la dessiccation et la contamination du coton, d'envelopper la partie supérieure du tube d'un capuchon de caoutchouc stérilisé au sublimé, ou à son défaut d'un simple capuchon en papier (litre.
Fijf. 7i.
Appareil pour la filtration de la gélatine et sa distribution immédiate
dans des tubes.
Pour avoir des tubes prêts à être roulés par la méthode d'Esmarch (voy. p. 178), on distribuera de très faibles quantités de gélatine (1 ou 2 centimètres cubes) dans de larges tubes à essai de la dimension des tubes à pomme de terre (fig. 71, C).
b. Gélatines glycoséeSy lactosées, etc. — Pour avoir de la gélatine pepto-glycérinée ou glycosée, lactosée, pepto-glyco-glycérinée, etc., on emploiera des bouillons glycérines, etc., comme il a été dit plus haut, et on opérera comme ci-dessus.
Pour cultiver le Vibrion cholérique, Kahlinski se sert de bouillon de pancréas additionné de 50 p. 1000 de peptone et de 5 p. 1000 de sel marin, avec 100 p. 1000 de gélatine.
c. Gélatine phéniquée. — Elle a été imaginée par Chantrmessk et WiOAL pour isoler les colonies de B, coli et de B. d*Eberth de la plupart des microbes vulgaires des eaux, qui sont très souvent liquéfiants ; ces derniers ne poussent pas sw gélatine phéniquée. U suffit d'ajouter, avant la flltration. 4 ou 5 gouttes d'une solution phéniquée à 1/20 pour 10 centimètres cubes de gélatine.
d. Gélatine cTElsner. — La gélatine d'ELSNER (1895) est un mélange de gélatine, de décoction de pomme de terre et d'iodure de potassium. Elle sert à déceler le B. (VEberth dans les selles typhiques (voir Diagnostic de la fièvre typhoïde, p. 652), et à le distinguer du B. coli.
On prend 500 grammes de pommes de terre, qu'on pèle soigneusement, et qu'on râpe. On les fait macérer pendant trois ou quatre heures dans un litre d'eau. On tamise, et on laisse déposer pendant toute une nuit. On décante le liquide et on lui ajoute 150 à 250 grammes de gélatine. On fait dissoudre à feu doux. Ce milieu est très acide. On ajoute 20 à 30 centimètres cubes d'une solution de soude jusqu'à ce que la réaction devienne faiblement mais encore nettement acide. On filtre, on stérilise et on répartit en ballons de 100 grammes environ. Quand on veut se servir de cette gélatine, on ajoute à chaque ballon de 100 grammes 1 gramme d'iodure de potassium, et on le répartit en larges tubes à essai destinés à être roulés, d'après la méthode d'EsMARCH. Pour Grimbsrt, le milieu d'ELSNER devrait ses qualités à l'acidité de la gélatine.
Grimbert a modifié la technique de fabrication de la gélatine d'EIsner. Après macération, le liquide est filtré pour le débarrasser de l'amidon, puis porté à l'autoclave pendant 10 minutes pour coaguler les matières albuminoïdes. On filtre de nouveau, on ajoute 15 p. 100 de gélatine. L'acidité est alors titrée de façon que 10 centimètres cubes soient neutralisés par 4 à 5 centimètres cubes d'eau de chaux.
e. Gélatine de Piorkowsky. — On prend un litre d'urine,
émise depuis quarante-huit heures, ayant donc une réaction aloaline. On y fait dissoudre à chaud, 5 grammes de peptone et 33 grammes de gélatine. On refroidit à 55^. et on ajoute un blanc d'œuf battu dans 50 grammes d'eau. On stérilise à + 115<^. On répartit en tubes à essai. On peut stériliser à nouveau à + H0<>.
f. Raisin gélatine. — Le raisin gélatine est une décoction de 250 grammes de raisin sec dans un litre d'eau, avec 10 p. 100 de gélatine. Ce milieu a été utilisé pour cultiver les levures.
g. Gélatines colorées, — Les gélatines colorées sont constituées par de la gélatine peptone ordinaire additionnée de différents mélanges de substances colorantes. Les microbes, en se développant, produisent, sur ces milieux, des changements de coloration qui peuvent servir à la différenciation de l'espèce. Les gélatines colorées n'ont pas donné tous les résultats qu'on espérait à ce point de vue. Elles se décolorent spontanément à l'air si on tarde à les employer.
DucLAux avait déjà coloré du lait avec de la teinture de tournesol, pour savoir si ce liquide devenait acide ou restait alcafin sous l'influence de la végétation microbienne. Spina, dès 1887, avait montré qu'en colorant de la gélatine avec quelques gouttes d'une solution concentrée de sulfo-indigotate de soude ou de bleu de méthylène, on avait un milieu qui changeait de teinte suivant le microbe cultivé. C'est Ncbggerath (1888) qui fit la première application de ces faits pour le diagnostic des microbes en général et du B. typhique en particulier.
La gélatine de Nœggerath est assez ditticile à fabriquer. On mélange dans Tordre suivant des solutions aqueuses saturées de couleurs d'aniline :
Bleu de méthylène 2 centimètres cubes.
Violet (le gentiane : • * —
Vert de méthyle .' . 1 —
Chrysoïdine 4 —
Fuchsine 3 —
et on ajoute de l'eau distillée jusqu'à 200 centimètres cubes. Le liquide ainsi obtenu est brun, tirant sur le bleu, et colore le
papier à filtrer en gris foncé. On attend une quinzaine de jours : il se produit des changements de coloration qu'on corrige en ajoutant un peu de Tune ou de l'autre des couleurs ci-dessus de façon à revenir au bleu noirâtre. 11 faut 6 à 8 gouttes de cette solution pour colorer à point un tube ordinaire de gélatine. On ensemence par stries et on met à Fétuve. Chaque microbe fixe telle ou telle couleur qui imprègne la colonie ; autour de celle-ci est une zone décolorée qui peut s'étendre à tout le tube de gélatine. La culture de B, typhique est d'une belle teinte violet évêque.
Gasser (1890), n'ayant pas réussi en employant la gélatine de Nœggerath, colora simplement la gélatine avec quelques gouttes d'une solution de fuchsine. Il vit que le Colibacille et le Bacille d'Eberth sont les seuls microbes qui poussent en colonies rouges avec décoloration du milieu. On peut les distinguer. Le Colibacille décolore en trois jours et forme des colonies restant sur la strie d'ensemencement ; le B. d'Eberth met huit jours à décolorer, et ses colonies diffusent largement sur la gélatine.
Legrain (1891) a cultivé plusieurs microbes sur les milieux teints à la fuchsine.
WuRTz (1892), mettant à profit la remarque de Ghantembsse et WiDAL sur la mise en liberté d'acide succinique parle B, coli cultivé en bouillon lactose, a préconisé les milieux toumesolés qui ne changent pas de teinte sous l'influence du B, (TEberth et deviennent rouges avec le B. coli,
RA.MOND* fait remarquer qu'il faut une dose assez forte d'acide pour faire virer la teinture de tournesol ; il propose de la remplacer par la rubine acide, réactif très sensible de l'acidité. La gélatine, ou mieux la gélose, lactosée à 4 p. 100, est additionnée de quelques grains de rubine acide jusqu'à coloration rouge cerise. On porte ie tube à + 70" ou + 80<», et on ajoute deux gouttes de solution aqueuse saturée de carbonate de soude ; le milieu se décolore. On filtre et on stérilise. Ce milieu
* Ramoxi). Presse médicale, 1896, p. 395, et Soc. biol.. 7 novembre 1896. Voir aussi Robin, .Soc. biol., 1897, p. 49.
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se colore en rouge, en quelques heures, sous rinfluence du B, coli, et reste incolore avec le B. d'Eberth.
^ 2<* Gtôlose. — 'La gélose, ou agar-agar^ a sur la gélatine le grand avantage de rester soliile' auxTempératures inférieures à + 10^. Elle peut donc être mise à l'ctuve aux mêmes températures que le bouillon. En outre, très peu de microbes liquéfient la gélose ; son inconvénient est d'être toujours plus ou moins louche. Son emploi en bactériologie date des travaux de KocH, en 1881.
L'agar-agar, ou varech corné, provient d'une algue des mers des Indes nommée Gelidium spiriforme (ordre des Floridées). La matière gélatineuse qu'on en retire a été étudiée, en 1859, par Paybn qui lui donna le nom de Gélose, C'est une substance amorphe, isomère de la cellulose, dure et cornée à l'état sec, se gonflant et se dissolvant dans l'eau bouillante. Elle se solidifie en gelée par le refroidissement. Elle solidifie cinq cents fois son poids d'eau, c'est-à-dire forme, à poids égal, dix fois plus de gelée que la meilleure gélatine. A elle seule la gélose serait très peu nutritive ; il faut lui incorporer du bouillon. On la trouve dans le commerce sous forme de longs filaments roulés en paquets.
MiQUEL a conseillé, en 1885, l'emploi de la mousse d'Irlande, gelée provenant du Chondrus crispus, algue également de l'ordre des Floridées, qu'on rencontre sur les côtes de l'Atlantique. Ce milieu a été peu employé.
a. Gélose-peptone . — Pour préparer la gélose-peptone, on se sert, comme pour la gélatine, de bouillon-peptoné et alcalinisé, qu'on solidifie avec la gelée d'agar-agar.
Deux procédés sont préconisés. Le premier est une modification de celui de Macé, recommandé par Thoixot etMAssRLix; le second est dû à Roux.
Premier procédé, — On fait digérer pendant vingt-quatre heures 10 à 15 grammes de gélose coupée en petits morceaux, dans un demi-litre d'eau acidulée à l'acide chlorhydrique à 0 p. 100 ; on remue à plusieurs reprises. On filtre sur un linge, on lave largement à l'eau distillée la gélose qui reste sur lé
iiJtre; ou lave enfin à la solution de carbonate de soude jusqu'à ce que Teau de lavage ne présente plus traces d^ acidité. L'algue gonflée qui est restée sur le filtre est alors ^ jetée dans 500 grammes de bouillon peptoné, neutre ou alcalin, sans dépôt, chauffé préalablement au bain-marie à TébuUition. On s'assure que le mélange est neutre (la gélose bouillant en milieu acide se transformerait en sucre) ; on agite constamment avec an agitateur en verre. Dix minutes d'ébullition suffisent en général à incorporer la gélose au bouillon. Quelques auteurs ajoutent alors 10 grammes d'une solution aqueuse concentrée de gomme arabique, pour faire adhérer plus intimement la gélose aux tubes à essai ; mais la gomme rend la gélose assez louche ; nous ne l'employons pas en général. La solution de gomme arabique doit être conservée neutre et stérile.
On filtre alors sur papier Chardin. Cette filtration doit se faire à chaud, plus nécesairement encore que pour la gélatine, car la gélose se solidifie vers + 50^. On opérera avec un des dispositifs décrits pour la gélatine, pages 103 et 105. Nous conseillons de faire cette filtration avec un simple entonnoir en verre., garni de papier filtre, introduit dans un flacon ; le tout sera placé dans le poêle de Koch, ou dans l'autoclave sans pression. On répartit alors en tubes à essai, en ayant soin de ne pas souiller de gélose la partie supérieure du tube qui touchera le tampon de ouate. La stérilisation se fera en portant, pendant quinze à vingt minutes, les tubes de gélose dans l'autoclave à -h H5^ ou par la méthode du chauffage discontinu comme pour la gélatine. Le chauffage à de hautes températures présente moins d'inconvénients pour la gélose que pour la gélatine ; nous conseillons l'autoclave.
Les tubes, une fois stérilisés, seront refroidis dans la position inclinée pour que la gélose pré.sente la surface nécessaire aux cultures par stries ; son peu de transparence rend la gélose impropre aux cultures par piqûre ; en raison de sa tempéra-
* Macè recommandait de maintenir pendant vingt-quatre heures Talgue gonflée dans 500 grammes d'eau additionnée de 25 grammes d ammoniaque, avant de la jeter dans le bouillon. Ce temps est inutile.
tuf e élevée de fusion, elle ne peut être enroulée en tubes d'Esmarch (les microbes de la semence seraient tués ou atténués).
Le tampon de ouate sera entouré de papier filtre ou d'un capucbon de caoutchouc lavé au sublimé, et le tube sera conservé dans une armoire après avoir été éprouvé vingt-quatre heures à Tétuve à -f* 38^. On aura soin de conserver les tubes verticaUmeniy car la gélose rend souvent une notable quantité d'eau (fig. 73) qui viendrait souiller le coton; après Tensemencement la même position verticale est de rigueur pour ne pas diluer les colonies. Cette précaution n'avait pas de raison d'être avec la gélatine.
Procédé de Roux. — Il diffère du précédent pour les premiers temps de l'opération.
A 1000 grammes de bouillon peptoné alcalinisé, on ajoute 15 grammes de gélose en morceaux ; on chauffe à + 100^ pendant une heure, en agitant; on tamise sur de la mousseline, on laisse refroidir à + S0<*, et on ajoute un blanc d'œuf. On mélange intimement, on réchauffe à -|- liO» pendant trois quarts d'heure, on filtre à chaud, etc.
Nous préférons le premier procédé de digestion à froid au procédé à chaud de Roux.
b. Géloses glycérinées, lactosées. — La gélose glycérinée est, depuis les travaux de Nocard
et Roux, en 1887, le milieu le plus employé pour la culture du Bacille de la tuberculose aviaire ou humaine . On se servira pour cela de bouillon glycérine à 5 p. iOO et on opérera comme ci-dessus. Il en sera de même pour les géloses glycosée, lactosée, glyco-glycériaée, etc. On prépare le milieu nutritif qu'on désire et on le solidifie avec la gélose.
La gélose glycérinée se dessèche moins que la gélose-peptone ordinaire.
c. Gélatine-gélose, — La gélatine gélose (Jensen) est un milieu où la solidification du bouillon est obtenue par un mélange de gélose et de gélatine. Les avantages de ce mélange sont les
Fig. 73.
Tube de gélose.
1, capuchon de caoutchouc. — 2, tampon de coton. — 3, ^loso. — 4, eau de condensation.
suivants : transparence , liquéfaction à basse température, mais au-dessus de + 30<). C'est donc un milieu clair malléable et moins liquéfiable que la gélatine ; il sera très utile en été. On prépare la gélatine comme il a été dit plus haut et on ajoute 1/2 p. 100 de gélose. Il faut veiller à ce que cette addition n'acidifîe pas la gélatine.
d. Gélose sanglante. — On puise aseptiquement du sang dans la veine céphalique de Thomme, dans Tartère fémorale du chien, dans la carotide du lapin, et on mélange à + 40^ à la gélose (1/3 de sang) (Bezançon et Griffon). On incline les tubes. On peut aussi (Pfeiffer) étaler simplement quelques gouttes de sang sur la surface de la gélose solide.
e. Géloses colorées. — Les géloses colorées se prépareront exactement comme les gélatines colorées (voy. p. 107). L'usage en est le même.
f. Gélose Wertheim. — Le milieu de Wertheim, pour cultiver le Gonocoque j est un mélange d'une partie de sérum humain ou de veau et de deux parties de gélose. Ajouter le sérum stérile à un tube de gélose qu'on fait liquifier; ajouter et laisser refroidir (voy. p. 771).
g. Gélose Chantemesse, — Pour T'isolement du B. d'Eberth. On fait bouillir 10 grammes de gélose dans 500 grammes d'eau peptonée à 3 p. 100 (peptone Defresne). On ajoute ensuite 10 grammes de lactose. On filtre sur papier, on stérilise à + 120«.
Au moment de s'en servir, on ajoute, par 10« du mélange, lY gouttes d'une solution phéniquée à 3 p. 100 et l"""" de teinture de tournesol bleue sensible.
Voir l'emploi, page 416.
h. Moushe d'Irlande. — La mousse d'Irlande se prépare comme il suit : d'après Miquel. 300 grammes d'algue sont mis ù digérer dans 10 litres d'eau bouillante ; on maintient l'ébullition pendant plusieurs heures, et on passe au tamis. Le liquide est de nouveau porté à l'ébullition, et filtré à chaud. La liqueur est évaporée au bain-marie, et on la laisse sécher dans des cuvettes de porcelaine. Ce résidu dur est ajouté au bouillon dans la proportion de 1 p. 100, pour faire une gelée nutritive.
qu'on stérilise à + 110<>. Le milieu ainsi obtenu ne fond qu'à 4- 550 à + 00".
En d890, PrcciNELLi a conseillé de mettre simplement 6 grammes de Fucus crispus dans 200 grammes de bouillie de viande neutralisée, et de placer le tout pendant une heure dans le stérilisateur à vapeur. Le liquide, filtré à chaud, se solidifie par le refroidissement.
i. Moût de bière agar, — Le moût de bière agar (parties égales de moût et d'eau avec 1,H p. 100 d'agar) sert surtout à cultiver les levures.
3<* Mie de pain. — La mie de pain a été utilisée, il y a quelques années, comme milieu de culture des champignons.
On peut se servir simplement de tranches de pain blanc, stérilisées à la chaleur sèche, et imbibées d'eau, de bouillon, de jus de prunes, do décoction d'engrais, etc. (Brkfkld).
Il est préférable de préparer de la poudre de pain. On émiette de la mie de pain blanc et on la laisse sécher à l'air. Lorsqu'elle est bien sèche, on la moud très finement dans un moulin à café. On met quelques grammes de cette poudre au fond d'un ballon, on ajoute deux fois et demie le poids d'eau et on stérilise à la vapeur pendant une demi-heure, deux fois, avec un jour d'intervalle.
4° Substances inertes imbibées de liquides nutritifs. —
On a imbibé de liquides nutritifs des substances solides inertes, telles que le sable ou le phUre.
SoYKA (1886) a cultivé le B. anthracis dans un « sol artificiel » composé de 25 grammes de sable stérilisé, imbibé de 2 à 4 centimètres cubes de bouillon peptoné. La formation des spores serait ainsi considérablement activée.
ExGKL, IIaxsex ont cultivé des levures sur du plâtre humide. On fabrique des blocs de plâtre, en forme de tronc de cône de 3 centimètres de hauteur, et on les place dans des cristallisoirs de verre contenant l^'",îi de hauteur d'eau stérilisée pour faire tremper la moitié du cône. Le cristallisoir est recouvert
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et le tout stérilisé. La sporulation des levures s'opérerait très rapidement dans ces conditions.
Salomonsen a utilisé des cylindres de plâtre, moulés dans des tubes de verre, et stérilisés à l'étuve sèche à + liS^ dans une éprouvette bouchée à la ouate.
CHAPITRE IV ETUVES ET RÉGULATEURS
La plupart des microbes végètent à la température de la chambre, soit + 15® à + 20''. Mais, outre qu'en hiver la température d'un laboratoire s'abaisse bien au-dessous de + 15*> pendant la nuit, certains microbes exigent des températures allant jusqu.à -f- 38^ ou davantage, tout au moins pour se développer abondamment et régulièrement. Enfin, les cultures ont besoin de pousser à des températures constantes pour pouvoir être étudiées avec fruit; il est évident que l'âge d*une culture a une signification à la seule condition de connaître la température à laquelle s'est faite constamment la végétation. On a d'ailleurs encore besoin de températures basses constantes, par exemple pour empêcher la fonte des tubes de gélatine en été ; on ^emploie aussi des températures fixes supérieures à + 38<* pour connaître la température maxima à laquelle pousse un microbe (détermination de l'espèce : B. coli, B. (TEberth, etc.), ou pour l'atténuer (fabrication des vaccins) ou pour le tuer (isolement des produits solubles). Il faut donc avoir dans un laboratoire des étuves chauffées à des températures constantes pour recevoir les milieux ensemencés. Cette fixité de la température est obtenue au moyen de régulateurs automatiques. Il est nécessaire de posséder une grande étuve générale à température eugénésique moyenne (H-38<>), une étuve à -f- 22» pour les cultures sur gélatine, et une ou plusieurs étuves qu'on réglera différemment, suivant les besoins du moment.
§ 1, — Étuves
Une étuve composée d'un simple compartiment chauffé en un point ne saurait être convenablement réglée ; un corps
116 KTUVES ET nÉGULATEURS
solide, liquide ou gazeux, doit être interposé entre ses parois et la source de chaleur pour répartir celle-ci uniformément, empêcher le refroidissement trop rapide lorsqu'on ouvre l'étuve, et servir d'enveloppe aux régulateurs : ce corps constitue le volant de chaleur. La valeur du volant est en raison directe de sa capacité calorifique. Citons les principaux volants de chaleur employés.
V huile est utilisée depuis un siècle parles chimistes dans les étuves de Gay-Lussac. Elle conduit très mal la chaleur; aussi nécessite-t-elle beaucoup de temps pour obtenir un bon réglage.
Veau lui a été substituée dans la plupart des étuves. Elle a de son côté Tinconvénient de s'évaporer et d'oxyder le fer.
L'air chaud serpentant autour de l'étuve dans des conduits métalliques serait préférable, s'il n'exigeait la combustion d'une grande quantité de gaz.
La vapeur d'eau a été employée dans l'étuve Pasteur ; il faut des réparations fréquentes à la chaudière.
La fonte recouverte de sable constitue le volant de chaleur de l'étuve Ghauveau.
Toute étuve devra, autant que possible, être recouverte d'un corps mauvais conducteur de la chaleur: (feutre, plumes, etc.). c'est-à-dire être à l'abri des variations de la température ambiante. Une bonne régulation et une économie de combustible en seront les conséquences. Pour la môme raison, une étuve doit être placée loin des portes, dans une pièce sans courants d'air.
Les cultures doivent végéter à l'abri de la lumière ; les portes vitrées des étuves seront donc en verres de couleur ou peintes en noir.
A) Chambre étuve
Il est indispensable, à l'heure actuelle, de posséder, dans un aboratoire de bactériologie, une chambre étuve, c'est-à-dire une étuve très spacieuse (grandes cultures), et aménagée pour certaines opérations, telles que l'aération continue des cul-
tures. Quelques expériences ne peuvent se faire dans les éluves de dimensions ordinaires (action des toxines tétanique et diphtérique sur la grenouille chauffée ; J. Courmont €t Doyon).
Il s'agit alors d'une véritable chambre, bien close, obscure, à doubles parois, et munie d'un appareil de chauffage convenablement réglé.
Notre chambre étuve a 28 mètres cubes environ (hauteur : 3 mètres ; largeur : 2™,60 ; profondeur : 3™,60) Elle n'a point de fenêtres. Il y a double porte. Les rayons sont constitués par des plaleai^ de verre placés sur des supports de fonte, mobiles. Une rampe à air communique avec une pompe aspirante et foulante située à l'extérieur, * des tétines, embranchées de distance en distance sur cette rampe, permettent de faire passer jour et nuit un courant d'air dans des ballons de culture.
On peut maintenir la température à l'aide d'un système d'eau chaude, qui circule dans de grands conduits, placés sous les rayons, constituant le serpentin d'une petite chaudière qui occupe un des coins de la chambre. L'eau est alors chauffée au gaz et la régulation obtenue par un régulateur métallique de Roux (voy. p. 140). C'est, par exemple, le système qui existe au Laboratoire de médecine expérimentale de Lyon.
Nous avons préféré, au Laboratoire d'Hygiène, placer, plus simplement, au milieu de la chambre, un poêle à gaz construit comme l'indique la figure 74. Une enveloppe en tôle (A), de 0™,90 de hauteur et de 0™,35 de diamètre, percée de trous à la partie inférieure, se continue, à la partie supérieure, avec un tuyau (C) de 0™,06 de diamètre qui conduit les gaz de la combustion dans une gaine de cheminée. Deux petites fenêtres en mica (D) s'ouvrent au niveau des brûleurs. Ceux-ci (E) sont constitués par une couronne de dix-huit becs Bunsen (fig. 74, vue latéralement en I, et représentée en projection en II). Celte couronne est partagée en trois secteurs (1, 2, 3) par deux robinets (6 et b'), de faron qu'on puisse ouvrir à volonté 1, 2 ou les trois secteurs. Au-dessus de cette couronne chauffante ; trois disques superposés de terre réfractaire (I, I' et I") ; le plus bas
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I, perforé seulement d'un large trou central, écrase les flammes des becs. Les deux supérieurs sont percés d'une vingtaine d'orifices. L'arrivée du gaz par (F) est réglée au préalable par un régulateur métallique de Roux. Un petit tube (H), indépendant du régulateur, entretient toujours une veilleuse (G), pour éviter les extinctions.
La température est constamment maintenue à -\- 37^.
Fig. 74.
Schéma de notre poe7e à gaz : I, le poêle; IJ, la rampe E de I.
I. A, enveloppe de tôle. — B, couvercle. — C, tuyau d'échappement des gaz. — D, feuétrcs. — E, couronne de becs bunM>n. — F, tujau d'arrivée du gaz de la couronne. — G, voillcuse. — H, petit tuyau alimentant la veilleuse, avec un robinet H'. — I, T, I", disques de terre réfractairc. — S, S', S", supports niélailiques de ces disques
H. o, tuyau d'arrivée de la couronne. — G, veilleuse. — 1, 2, 3, comparliiucnts de la couronne. — b, b\ robinets séparant les trois compartiments.
On pourrait évidemment chaufl'er et régler une chambre étuve au moyen de l'électricité (voy. plus loin) . Pareille instal-
lation existe au Laboratoire de Fehnbach. Mais, le. prix d'entretien est considérable .
B) Grandes éïuves
Tous les laboratoires ne peuvent pas posséder une chambre étuve; ils doivent au moins avoir une étuve spacieuse.
1» Étuve Pasteur. — L'étuve Pasteur consistait en une grande armoire en bois (hauteur : 1"»,15, largeur : 0"»,70, profondeur : 0",40), à doubles parois et à double porte vitrée. La vapeur d'eau circulait dans un serpentin situé à la partie inférieure et provenant d'une chaudière distincte de i'éluve. Un réfrigérant condensait la vapeur et la ramenait à la chaudière. On ajoutait un peu d'eau tous les 15 jours. Le régulateur était celui de d'ARSONVAL (à membrane de caoutchouc). Le chauffage était au gaz. Ce dispositif compliqué, encombrant, exigeant de fréquentes réparations a été rapidement abandonné; l'étuve Pasteur primitive n'a plus qu'un intérêt historique.
Elle a été diversement et successivement modifiée. Elle a d'abord été chauffée au gaz d'après le système préconisé par M. ScHRiBAUx. E. Roux lui a ensuite adapté son régulateur métallique.
20 Étuve Schribaux-Roux. — L'étuve de Roux, très employée aujourd'hui, est en somme une étuve Pasteur, avec système Schribaux et munie d'un régulateur Roux (fig. 75) . En outre, une série de tubes de cuivre sont disposés verticalement le long de la paroi interne destinés à recevoir les produits de combustion dégagés par les brûleurs et à les conduire au dehors par une cheminée disposée à la partie supérieure.
80 Étuve Ghauveau. — L'étuve Ghauveau diffère profondément des étuves Pasteur, tout en ayant le même aspect extérieur. Elle est beaucoup plus simple. Elle consiste en un placard de mêmes dimensions que celles de l'étuve Pasteur, à
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Fig. 75.
Êluve Pdfiteur-Schvibaiix avec l'éf/ulaieur inètallique de Roux.
ETCVKS
doubles parois, muni d'une double porte vitrée peinte en noir, rayons intérieurs, etc.
Le volant de chaleur (fig. 76) est constitué par une plaque de fonte (A) formant le fond de l'étuve, et recouvert supérieurement par une couche de sable fin (B). Cette plaque est supportée par quatre pieds également en fonte. Une rampe à huit
Fig. 76.
Coupe schématique de la partie inférieure de Véluve de Chauveav,
avec régulateur Chauveau.
becs de gaz (C) court sous la fonte. Le régulateur à éther Chauveau (D) (voy. p. 139) règle la température qui varie à peu près d'un degré par rayon (espacés de 30 centimètres) ; on a aussi quatre ou cinq températures différentes (augmentant de haut en bas), mais constantes pour le même rayon, et qu'une petite étiquette peut indiquer. Nous nous sommes servis pendant des années de cette étuve sans lui trouver d'inconvénients; elle est, en outre, peu coûteuse à construire, et n'exige pas de réparations.
40 Étuve Arloing. — Akloing se sert couramment d'une étuve, modèle Chauveau, mais pour ainsi dire couchée sur le
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côté, à trois compartiments juxtaposés, reposant sur la plaque de fonte (fig. 77). En n'allumant la rampe à gaz que sous un compartiment extrême, on a trois températures différentes régulièrement décroissantes. Le compartiment chauffé sera,
Êluve Arloing (coupe schématique), a, plaque de fonte. -- 6, couche de sablo.
par exemple, à + 39<>, celui du milieu à 4-30<» et le dernier à+ 22<'i pouvant servir pour la gélatine. On peut adapter à l'étuve Arloing un régulateur quelconque.
5» ÉtuTOS éleotriques. — L'emploi du courant électrique comme générateur de chaleur a permis de réaliser des progrès notables dans la construction et dans la régulation des étuves.
Nous décrirons ici le régulateur qui fait corps avec Tétuve.
A. Régulateur. — Le régulateur électrothermique de Regaud et et FouiLLL^ND* (la fig. schématique 78 représente un de ces régulateurs et les connexions électriques d'une étuve chauffée par le courant alternatif) se compose essentiellement d'un tube de verre ABCD courbé en U. La partie AB, ou ampoule,
* Cl. Reg\ui) et \\. Fouilliand, Chauffage et régulation des étuves par V électricité^ Journal de physiologie et de pathologie générale, T. II, no 3, p. 457, 1899.
est large et à parois très minces. La partie BCD a un calibre de quelques millimètres et une paroi très solide. La longueur de l'instrument est proportionnée à la hauteur intérieure de Tétuve; elle varie de 0™;30 à 0'°,90. A la partie inférieure de Tampoule est soudée une poche (G). La paroi du tube est traversée par deux (ils de platine :
le fil (E) est recourbé dans Taxe du tube, vers le coude (G) ; le fil (F) est droit. L'ampoule contient de l'hydrogène pur et sec, dont la pression fait équilibre à une colonne de mercure occupant la partie BCD du tube. Au-dessus du niveau du mercure, dans la branche CD, existe le vide barométrique. Lorsque le régulateur est vertical et à la température ordinaire (15<> par ex.) le niveau inférieur du mercure dans la branche BG estau-dessus du fil (E) .
Le régulateur est suspendu au centre de l'étuve (fig. 79) de telle sorte qu'il peut osciller autour d'un axe transversal passant par son milieu, en (0) (fig. 77). Un mécanisme très simple pormet,
sans ouvrir l'étuve, d'incliner le régulateur et de le fixer dans une position quelconque comprise entre la verticale et la position d'inclinaison extrême .rx\ compatible avec la profondeur de l'étuve.
Les fils de platine (E) et (F) sont reliés au circuit électrique, comme l'indique la fig. 78. Le fil de chaulTe (générateur de chaleur) abcd^fel la colonne mercurielle sont disposés en série. Le courant ne passe dans le fil de chauffe que s'il y a contact entre le fil coudé (E) et le mercure.
Pour une position d&tcrminée du régulateur^ les alternatives d'interruption et de rétablissement du courant de chauffe ne
Régulateur électrique de Re-
GAUD et FOUILLIAND.
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dépendent que des variations de température (et conséquemment de pression) des gaz de l'ampoule. Supposons le régulateur vertical; à 15<*, les niveaux supérieurs du mercure sont (m) et (m') et la pression est {h) ; on établit le courant ; Tétuve s'échauffe ; la température et la pression de l'hydrogène augmentent. Lorsque le thermomètre placé à côté de l'ampoule atteint + 50» (par exemple), le contact cesse brusquement entre la pointe du fil (E) et le mercure. A ce moment (température d'interruption), les niveaux du mercure sont (n) et (n'), et la pression (h'). L'étuve commence à se refroidir, et bientôt, un peu au dessous de + 50<*, le contact se rétablit. Dès lors, le courant sera alternativement interrompu et rétabli, automatiquement, aux mêmes températures, même si on arrête le chauffage aussi souvent et aussi longtemps qu'on le voudra. L'écart entre les températures d'interruption et de rétablissement dépend de la sensibilité du régulateur et peut être réduit à quelques dixièmes de degré; la moyenne est rigoureusement iixe.
La température maxima de réglage est atteinte lorsque le régulateur est dans la position verticale. En inclinant le régulateur on abaisse le niveau inférieur du mercure et par conséquent on abaisse la température de réglage. La température minima est obtenue dans la position d'inclinaison maxima.
La poche (G) contient une provision de mercure qu'il est facile de faire passer dans le tube BG (et inversement), ce qui permet d'écarter beaucoup les limites de température entre lesquelles peut fonctionner le régulateur.
Les étincelles qui se produisent entre le fil (E) et le mercure, à chaque interruption, n'ont aucun inconvénient si l'on emploie le courant alternatif. Mais avec le courant continu, elles deviennent de véritables arcs voltaïques qui mettraient rapidement le régulateur hors d'usage. Dans ce dernier cas, on fait passer dans le régulateur non pas le courant de chauffe, mais seulement une très faible dérivation de celui-ci. Ce courant dérivé actionne un électro-aimant (relais) qui interrompt et rétablit le courant de chauffe.
On peut donner à ce régulateur des formes variées, en rapport avec l'usage qu'on veut en faire. On peut aussi, au
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moyen de fils de platine supplémentaires convenablement disposés, diminuer progressivement le courant de chauffe au lieu de le supprimer.
B. Étuves. — Le régulateur de Regaud et Fouilliand a été adapté par eux à des étuves de formes et dimensions diverses. La fig. 79 représente une étuve grand modèle. Voici les principales particularités de ces appareils.
La chaleur se dégage au niveau de résistances métalliques disposées contre les parois intérieures de Tétuve {chauffage direct de l'air), sur une surface aussi grande que possible, et en quantité décroissante de bas en haut. L'homogénéité du chauffage est assurée grâce à une répartition convenable des fils.
La chaleur produite par la transformation de l'énergie électrique étant encore très coûteuse, on a rendu aussi athermanes que possible les parois de l'étuve, de faron à dépenser celte chaleur très économiquement et obtenir un rendement pécuniaire comparable à celui des étuves chauffées par le gaz. L'athermanéité des parois est très favorable à une bonne régulation. Elle permet aussi de supprimer les manchons liquides employés comme réservoirs de calories. Ces nouvelles étuves, ayant une faible capacité calorique, étant chauffées intérieurement, et perdant peu de chaleur, peuvent être amenées très rapidement à la température de réglage. On peut les mettre en marche et les arrêter aussi souvent qu'on veut, les faire fonctionner pendant le temps strictement nécessaire.
Pour régler l'étuve, il suffit, lorsque la température voulue est atteinte, d'incliner le régulateur, du dehors, jusqu'à cessation de contact. Une lampe rheoscopique, qu'on peut intercaler à volonté sur le courant de chauffe, au moyen d'un commutateur, rend visibles les alternatives de passage et d'interruption du courant. Pour modifier la température de réglage, on augmente ou on diminue l'inclinaison du régulateur. Pour une position donnée du régulateur, la température de réglage se maintient indéfiniment, et se rétablit automatiquement à chaque nouvelle mise en marche.
La consommation d'une étuve ayant les dimensions inté-
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Fig. 79.
Étuve électrique de I\eg\ud et Fouilliand.
Heures de 1«" X 0™,70 x 0"s32 (fig. 79) est de 1 amp., 2 sous
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iiO volts. Mais le courant ne passe pas continuellement : suivant la différence des températures ambiante et intérieure, le régulateur laisse passer le courant pendant 1/4 à 2/3 du temps.
Le chauffage électrique est très favorable à la propreté des étuves et ne comporte pas les accidents (extinction, explosions, déréglage, etc.) inhérents à l'emploi du gaz d'éclairage.
Nous recommandons vivement ces étuves électriques.
C) Petites étuves On a construit un grand nombre d'étuves portatives.
l^ÉtuveSalomonsen. — On pourrait à la rigueur, si on se contente d'une étuve variant de quelques degrés, en faire construire une très simple, sans régulateur, comme l'indique la figure 80, empruntée à Salomonsen.
Le gaz est remplacé 'par une veilleuse à huile. Une écuelle est remplie d'eau jusqu'à 2 centimètres du bord (A) ; on verse pardessus une couche d'huile (B) de 2 centimètres sur laquelle on met plusieurs flotteurs (C) avec des mèches à veilleuses qu'on changera matin et soir. La distance entre les flammes et le fond de l'étuve servirait à la régulation.
Fig. 80.
Etuve de Salomonsen sans régulateur.
2o Étuve Gay-Lussac.
— L'étuve Gay-Lussac est
une caisse à doubles parois, portée par quatre pieds en fer, et
munie d'une porte vitrée. L'intervalle des deux parois est rem-
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pli d'eau ou d'huile. Un thermomètre traverse la paroi supérieure. Le chaufTage s'obtient par un bec Bunsen, recevant le
Éfiive d'ArsoHvnl avec régulateur Chauveau.
A, étuve d'Arsonval . — H, régulateur Chauveau. — C, lige supportant le régulateur, adaptée à la tubulure latérale do l'étuvc. — c, curseur servant au réglage.
gaz d'un régulateur qui plonge dans l'eau. Elle est trop classique pour qu'il soit besoin de la figurer ici.
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30 Étuve d'Arsonval. -— L*étuve d'Arsonval se compose de
Fig. 8i.
Eluve (TArsonval, avec régulateur métallique d'Arsonval placé à la partie inférieure.
deux vases cylindro-coniques concentriques limitant deux
PRÉCIS DB BACTÉRIOLOGIE, 2* édît. 9
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cavités : l'une centrale destinée à constituer la chambre, l'autre annulaire remplie d'eau (volant de chaleur). Le couvercle est également à doubles parois et rempli d'eau. Une rampe à gaz
circulaire chauffe Teau à la partie inférieure. La régulation s'obtient par une tubulure^latérale fermée à Texlérieur par une membrane de caoutchouc si on se sert du régulateur à membrane de d'AHsoNVAL (fig. 85) ou par un régulateur quelconque plongeant dans l'eau par l'orifice supérieur.
Nous avons adapté à nos étuves d'AusuNVAL une plaque métallique vissée sur la tubulure latérale et surmontée d'une longue tige en fer pour supporter le régulateur Chau- VEAU à élher (fig. 81). On peut aussi adapter le régulateur Ahloing. On fait alors plonger le thermomètre dans la cavité intérieure de Tétuve par la tubulure centrale du couvercle.
Celte étuve aie grand inconvénient d'avoir une cavité très étroite, nécessitant la superposition des cultures. Il faut la vider pour prendre un ballon placé à la partie inférieure.
La nouvelle étuve de d'Arsonval s'ouvre latéralement par une porte transparente à double verre. Le chauffage du matelas d'eau se fait par dcu.x cheminées métalliques qui traversent le liquide dans toute sa hauteur. Le réglage se fait comme précédemment ou par un régulateur métallique placé à la partie
Fii;. 83.
Coupe schématique de Véluve
dArsonval représentée ligure 8:2.
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inférieure (flg. 82 et 83), permettant de régler Tétuve à des températures très élevées.
Les étuves d'ARSONVAL seront remplies d'eau récemment bovilliey c'est-à-dire privée d'air.
4° Chambres chaudes. — Notons encore : les chambres chaudes pour cultures sous le microscope que nous décrirons j
au chapitre V.
En résumé, nous considérons comme indispensables à posséder trois modèles d'étuves : 1° une chambre étuve réglée par un régulateur métallique Roux, ou une étuve armoire modèle Chauveau ou Roux, ou une armoire électrique, pour Tensemble des cultures à + 38<>; ^ une petite étuve Gay-Lussac, par exemple, avec régulateur Arloing, ou métallique (voy.p. 135) pour les cultures sur gélatine à + 22°*; 3<* une ou plusieurs petites étuves avec régulateur Chauveau ou métallique (voy. p. 121) pour les températures spéciales supérieures à + 38°.
i:; 2. — Régulateurs
Ces appareils sont indispensables à la régulation automatique des étuves.
A) Régulateur de pression
Des variations de pression se produisent journellement dans les conduites de gaz.
* Il faut, bien entendu, pour qu'une étuve puisse se régler à + 22«, que la température ambiante ne dépasse pas cette température. En été, on placera les étuves à -|- ±2° dans un sous-sol ; sinon il faudrait installer un appareil réfrigérant à entretien coûteux. On a construit des étuves SchribauxRoux entourées d'un serpentin de tubes métalliques servant à faire circuler un courant d*eau froide autour des parois, pour abaisser la température ambiante et permettre le réglage à + 22o. On trouvera au chapitre xiv (p. 386) une figure (fig. 210) représentant Tétuve glacière de Miquel destinée à l'analyse des eaux.
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Klles peuvent être suflisantes pour troubler le fonctiounement des régulateurs et entraîner rextinclion des brûleurs, ou tout au moins un réglage imparfait. On remédie quelquefois à cet inconvénient en interposant un régulateur de la pression entre Tarrivée du gaz et lappareil de réglage. La figure 84
Fig. 84.
Régulateur de pression Moitessier.
représente le régulateur Moitessier construit par Wiesnegg. On remplit le réservoir d'eau glycérinée jusqu'à l'aflleurement de la petite tubulure latérale (gauche). Deux manomètres enregistrent la pression du gaz avant et après la régulation. On règle le second manomètre d'après la pression minima des conduites de la ville.
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B) Thermo-régulatburs
Les modèles en sont extrêmement nombreux. Tous sont basés sur le principe de la dilatation des corps parla chaleur; le corps dilaté rétrécit rorifice d'arrivée du gaz, ou ferme le courant électrique si Tétuve s'échauffe trop; lorsque celle-ci se refroidit, il se rétracte et agrandit Toriflce d'arrivée du gaz ou rétablit le courant électrique.
Ainsi s'établit automatiquement le réglage à une température constante.
±^ Régulateurs à liquides. — Le corps dont la dilatation opérera le réglage est un liquide.
a. Régulateurs directs. — Dans les régulateurs directs ce corps liquide est le volant de chaleur lui-mùme.
Le régulateur à membrane d'Arsonval, adapté à Tétuve d'Arsonval premier modèle, en était un exemple.
Il n'est plus employé.
Nous ne le décrirons pas. Il suffira de se reporter au schéma cicontre (fig. 85) pour en comprendre le fonctionnement.
Ce régulateur peut naturellement s'appliquer à toutes les étuves à volant d'eau. Il a deux défauts : la membrane de caoutchouc s'altère rapidement, et la régulation se fait à la partie supérieure de l'étuve. Il n'a qu'un intérêt historique.
Le régulateur métallique a^Arsonval est le même que le précédent, mais tend à supprimer les deux défauts. Dans le modèle fixe (à eau) la membrane de caoutchouc est remplacée
Fig. 83.
Schéma du régulateur à membrane
d'ARSO.WAL.
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par une lame métallique très mince et le régulateur est situé à la partie inférieure de 1 etuve. Ce régulateur est représenté dans les figures 82 et 83. On a construit un modèle mobile pouvant se fixer à toutes les étuves (fig. 86) ; nous le décrirons ici,
bien qu'il dût rentrer dans le ï'* groupe 6. On remplit par la cu-
vette (2) le tube (1) de pétrole ou d'huile d'olive. En se dilatant, le
Régulateur d*ARSONVAL. à membrane métallique, mobile.
Fig. 87.
Régulateur Reichert.
liquide verse dans la cuvette. A la température voulue on ferme le réservoir par le robinet à pointe (3). La membrane métallique est notée (4). On peut régler jusqu'à + \00^ ou môme au-dessus avec ces régulateurs métalliques.
b. Régulateurs indirects. — Le liquide dilatable, enfermé dans un récipient^ plonge dans le liquide du volant de chaleur.
Ce liquide peut agir indirectement ou directement sur l'arrivée du gaz.
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!.e régulateur mobile de d'Arsonval décrit ci-dessus appartient à ce groupe.
Beaucoup de régulateurs indirects ont eu successivement la faveur des laboratoires. Ils sont actuellement très délaissés. Nous ne ferons que mentionner les régulateurs de ScHLQESiNG, de liAUfciN qui ne sont plus employés (ils sont décrits et figurés dans notre Première édition) .
Le régulateur Reichert ou Chancel (Og. 87) est une heureuse modification de celui de Raulin. Il est peu coûteux. Le gaz suit le trajet (a, 6, c). La colonne de / mercure est mobile et se règle par la vis [d). Un petit oriûce (e) permet le passage d'une quantité de gaz suffisante pour empêcher Textinction du brûleur.
Malheureusement la vis cède à la longue, et le réglage est à recommencer,
Le régulateur Arloing (fig. 88) est le plus sûr des régulateurs de cette catégorie ; aucune pièce n'est mobile. On verse du mercure dans le tube (A), en laissant un assez grand intervalle entre la surface du mercure et le tube (B). On bouche en (C) avec un bouchon de caoutchouc. La sauterelle (D) empêche Textinction. On chauffe l'étuve jusqu'à la température cherchée. A ce moment, on enlève le bouchon (C) et on verse du mercure jusqu'à alileurement du tube (B) . On rebouche et on met le tout eu place. On tâtonnera en enlevant un peu de
Fig. 88.
Régulateur Arloing.
Le réservoir A doit élre proportionne llcmciiL beaucoup plus long que dans la flgure ci-dessus.
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mercure avec une pipette, si la température est trop basse. Une fois réglé l'appareil (I'Arloing ne peut se déranger. Le régulateur A. et L. Lumière utilise Tacétate d'amyle. La partie therraométrique A C (fig. 89), évasée en entonnoir, peut être fermée par un bouchon en verre rodé (K) . Le tube branché D E F est fermé par un bouchon de caoutchouc (F), traversé par un tube de verre (H) portant un petit orifice. On met du mercure en (!), et on remplit d'acétate d'amyle A C D I. Le gaz de chauffage arrive par (H) et sort par (G). La partie A D est plongée dans le volant de chaleur de i'étuve . On enlève le bouchon (K) et on allume. Lorsque la température voulue est presque atteinte, on met le bouchon en place.
Les oscillations de volume de l'acétate d'amyle obturent ou débouchent Tarrivée du gaz par le tube (H). Si la température obtenue n'est pas assez élevée, on soulève légèrement le bouchon (K). On achève le réglage en montant plus ou moins le tube (H) .
L'entonnoir (C) doit toujours contenir assez d'acétate d'amyle pour que le bouchon (K) soit noyé.
Le coellicient de dilatation et le point d'ébullition de Tacétate d'amyle étant élevés, le régulateur est très sensible.
On peut régler l'arrivée du gaz au moyen de régulateurs électriques. Le mercure, en se dilatant, prend contact avec un fil qui ferme le circuit. Le courant agit alors sur un électroaimant qui ferme l'arrivée du gaz ; une veilleuse empêche l'extinction. La distance entre le mercure et les points du fil sert au réglage.
Voir (p. 122) les régulateurs électriques des étuves à chaufTage électrique.
J^hi
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Régulateur des frères Lumière.
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2^ Régulateurs à gaz. — Le corps dilatable est gazeux.
a. Régulateurs à air. — On a employé Yair. Le régulateur de Bokr (fig. 90) se compose d'un réservoir (a) rempli d'air, avec son robinet (6), et d'un tube en U (c) dont la seconde branche contient un tube taillé en bec
de flûte (rf) , et muni d'un orifice de sûreté [e) . Du mercure occupe le fond de TU. On ferme le robinet {b) lorsque la température cherchée est obtenue. Le tube (a) doit être très sec. On peut régler à toutes les températures pourvu qu'elles soient aurdessous du point de fusion du verre.
b. Régulateurs à vapeurs sous tension. — Les modifications considérables de la tension des vapeurs aux différentes températures ont servi de base à la construction d'un certain nombre d'excellents régulateurs. Leur sensibilité est incomparablement supérieure à celle des appareils précédents. Ils sont chargés d'un liquide se vaporisant à quelques degrés au-dessous de la température
cherchée : on réglera de + 30<» à -)- 60® avec de Téther, de -f- 60<> à + 100« avec de l'alcool, de -f 100« à -|- IIO® avec de l'eau distillée, de -)- ilO<> à 120® avec une solution de chlorure de calcium. Véther sera donc le liquide le plus fréquemment employé pour les étuves à culture ; les autres liquides sont applicables aux étuves à stérilisation ou à préparation de vaccins.
Le régulateur Rohrbeck est représenté figure 91. Le gaz suit la voie (a, 6, c) à travers le tube {d) taillé en bec de flûte à angle
FiK. 90.
Régulateur de Bohr.
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très aigu, sauf la petite quantité nécessaire à la veilleuse qui traverse directement rorifice (e) . Un diagramme de verre [h] en forme d'entonnoir, à extrémité allongée inférieure, plonge dans le mercure. L'élher remplit la chambre {g). Lorsque réther se vaporise, le mercure est refoulé jusqu'à la ligne poihtillée (t) et ferme en partie Torifice triangulaire, laissant au gaz un passage de plus en plus étroit. On soulève plus ou moins le tube (rf) pour le réglage. Ce tube (d) peut être en acier et se régler au moyen d'une crémaillère.
Le régulateur Chauveau est le meilleur des régulateurs à tension de vapeurs. Il a été imaginé par Chauveau, il y a longtemps, avant tout autre appareil analogue. Le réservoir à mercure est mobile, flexible^ et permet donc, sans changer la quantité de mercure introduite, d'exercer sur le liquide vaporisable une pression plus ou moins forte en modifiant le niveau du mercure. Le tube d'arrivée du gaz est ainsi ûxe. Le réglage se fait par le niveau plus ou moins élevé de la surface du mercure, et peut se calculer mathématiquement, dès qu'on connaît la température d'ébullition du liquide et la pression exercée sur lui. Il faut pour le régulateur un support extérieur à l'étuve ; ce sont de simples clous superposés en série verticale plantés sur la paroi externe des étuves armoires : c'est un support métallique vissé aux étuves métalliques (voy. ÏÉtuve d'Arsonval, fig. 81). 11 va sans dire qu'on peut employer les divers liquides vaporisablcs cités plus haut. L'éther à lui seul est capable de régler à toutes les températures, c'est ainsi qu'on arriverait à régler des étuves à des températures inférieures à + 30" avec de l'éther, en faisant de la dépression mais des rentrées d'air seraient alors difficiles à empêcher. Pour régler au-dessus de -f- 50<^ l'emploi de l'éther exigerait une trop haute colonne de mercure.
Fig. 91.
Régulateur
ROHRDEGK.
de
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Le régulateur Chauveau , schématisé dans la figure 92, se compose essentiellement de deux pièces en verre reliées par un tube de caoutchouc.
La première pièce (A) contient du mercure et le liquide vaporisable (Féther pour la pratique courante) ; c'est un tube en V) qui aura différentes formes suivant Tétuve à régler. Il aura la forme dessinée figure 81, pour pénétrer dans l'eau ou rhuile des étuves Gay-Lussac, d'Arsonval, etc., à travers un étroit orifice. Il aura la forme de la figure 76 (A) pour pénétrer dans la cavité d'une étuve eu bois (armoires Pasteur, Roux, Chauveau). Cette première pièce est donc fixée à l'étuve, plongeant dans le volant de chaleur ou dans la cavité intérieure. Elle est reliée par un tube de caoutchouc (G) assez fort et rempli de mercure, à la seconde pièce, la plus compliquée (B). Le gaz suit le sujet (E, 6, H.). Un mince tube de caoutchouc muni d'un petit robinet (G) met en rapport les tubulures médianes; c'est la sauterelle, dont le robinet à moitié ouvert laissera toujours passer assez de gaz pour empêcher l'extinction des brû-
Fig. 92.
Régiilaleur Chauveau adapté à une éluve Chaiveau. Se reporter à la figure 76 qui complète celle-ci.
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leurs. On commence par remplir (A) de mercure sans y laisser une seule goutte d'air, et on y introduit 1 ou 2 centimètres cubes d'éther; on adapte alors le tube (C) et on le remplit de mercure jusqu'à affleurement. On enfonce alors à frottement le tube (B) dans le tube de caoutchouc, et on met de bonnes ligatures.
Si on veut faire monter un peu plus le mercure dans le tube (B), il suliit de l'enfoncer davantage dans le tube (G). L'appareil est alors mis en place, la pièce mobile (B), lixée à un support métallique à glissière, ou simplement suspendue à un clou par une forte ficelle (F). Celte hauteur pourrait se calculer; en pratique on UUouuc jii^tfu'à ce que la différence de ni veau cuir*- le.s deux surfaces de mercure ronviriunMi la l.('int)érature cherchée.
linu saulen-llt^ comme celle qui est empioyiV iUm^ ii^ n'gulateur Chauveau est préfùrabb uux |>etits orilices pratiqués dans le vyrre (ir? iiiilrt s régulateurs, car elle peut être iriîléc.
Le rèytiltilciir Vittion est un régulateur Rohrbeck avec adjonction d'une sauterelle entre [a) et (c) reraplaijant Torifice (e).
fi
UouJ«t;
Fig. 93.
Régulateur métallique de Roux, en U.
3<* Régulateurs métalliques. — Le corps
dilatable est métallique.
a. Régulateurs en U pour les températures
moyennes. — Le principe repose sur le fait de Tinégalité de
dilatation des métaux par la chaleur.
L'excellent régulateur de Houx est représenté, en place dans
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Fétuve armoire de Schribaux, figure 75. Schématiquement, (fig. 93), ce régulateur « est formé de deux barres métalliques, Tune en acier (1), Tautre en zinc (2), soudées ensemble sur toute leur longueur et recourbées ensuite en forme d'U (B) . Le métal le plus dilatable, le zinc, étant en dehors, toute élévation dans la température tendra à rapprocher les branches, et tout abaissement les écartera l'une de Tautre ». Une des branches (la plus éloignée) est fixée à la paroi de Tétuve (A). Une tige (3) ajustée à angle droit sur l'autre branche en suivra tous les mouvements et ira «u dehors ouvrir ou- obstruer Tarrivée du gaz allant au brûleur ; elle sortira de Tétuve par une petite ouverture où elle puisse se mouvoir librement. Cette tige est courbée à angle droit après sa sortie de Tétuve et est traversée par une vis (5) qui peut être fixée à un point quelconque de sa course au moyen d'un écrou (4). L'extrémité de cette vis peut être amenée au contact d'une petite soupape qui règle l'écoulement du gaz. Cette soupape est un obturateur conique en laiton (6) qui termine une tige (7) située dans le prolongement de la vis, et ayant traversé le tube de sortie du gaz. Un petit ressort (8) placé dans ce tube maintient l'orifice de sortie fermé tant qu'on n'appuie pas sur l'extrémité de la tige de l'obturateur (c'est la position de la figure 93). Si celle-ci est légèrement repoussée, le tube est ouvert, le gaz sort de la petite chambre en verre (C) et se rend au brûleur par le tube qui contient le ressort à boudin. Une petite ouverture (9) pratiquée dans l'obturateur suffit à maintenir le brûleur en veilleuse. Tout l'appareil extérieur àTétuve est ûxé à celle-ci en face de l'ouverture qui livre passage à la tige (3).
Pour régler Tétuve on tourne la vis jusqu'à ce que, pressant sur l'extrémité de la tige, elle ouvre largement la soupape, et on allume le brûleur. Lorsque le thermomètre de l'étuve atteint une température inférieure de 0°,5 à celle qu'on veut obtenir, on tourne la vis jusqu'à ce qu'elle effleure l'extrémité de la tige. L'étuve est réglée. Si elle se refroidit, les branches du régulateur s'écartent, et la vis appuyant à nouveau sur la tige ouvre l'arrivée du gaz.
b. Régulateur pour tiautes ou basses températures. — Le régu-
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lateur de Roux ne peut pas ôtre utilisé pour régler une étuve aux hautes températures (par exemple + 110*^ ou + IId**,
pour la fabrication du vaccin du Charbon symptomatique) , qui altéreraient les soudures ou même le zinc.
Leuueux l'a modifié pour l'adapter aux étuves à hautes températures {(i^. 94). Il a uti- ♦ lise l'action directe de la dilatation d'un tube unimétallique. Pour ne pas avoir d'effet en sens contraire, le centre de ce tube est occupé par une iijçtî d'at;[pr au nickel ayant un coefficient de dilalntlon linéaire nul ou presque nul. De cette fai^oiula dilatation du tube (A) se trouve Loialisée à l'extrémité (B) de la tige d'acier. Comme ccUe action est excessivement énergiqin^ eL indépendante de l'élasticité du mêlai, lii mulliplication du mouvement est possiblt; tîur une lame d'acier (D) fortement encaslrf^c dans une plaque (K) de façon à ne perdre aucun des mouvements, par suite d'axes plui* ou moins bien ajustés. La lame (D) doïL Hre très rigide et sans aucune articulation
Lorsqui' le tube (A) se dilate, la lame d'acier (D) ?ie rapproche du tube et le piston contenu dans l'appareil (P) se ferme en obstruant en totalité ou en partie rorifice d'arrivée du gaz. Le réglage se fait en tournant le bouton molleté (1), de façon à faire appuyer une vis contre la barre (B) en bandant plus ou moins le ressort au moyen de ce bouton et du contre-écrou (V). On appuie plus ou moins la lame (D) sur la tige du piston suivant l'allure qu'on veut donner au régulateur.
Fig. 94.
Régulateur métallique de Roux à tube.
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Ce régulateur est également excellent pour les étuves à basse température (étuves à + 22^ pour cultures sur gélatine; voy. p. 102).
40 Brûleurs à fermeture automatique. — Tout régulateur, employant le gaz comme combustible, doit posséder une sauterelle ou un petit orifice pour empêcher Textinction des brûleurs. Cet accident est malgré tout possible ; le gaz sort alors en abondance et forme un mélange détonant.
KocH a imaginé des brûleurs à fermeture automatique. Deux lames métalliques, disposées en spirale, touchent la base de la flamme du bec. En s'échaufTant, ces lames subissent une torsion ; elles se plient en sens inverse en se refroidissant. Ce dernier mouvement ferme, au moyen d'un levier, un robinet dont est muni le brûleur. Ces brûleurs doni^ent une sécurité trompeuse, car les ressorts se détrempent rapidement.
MuNCKE, de Berlin, a imaginé un système de fermeture automatique basé sur les oscillations d un petit volume de mercure déterminées par la dilatation d'une masse d'air. Un tube thermométrique à grand réservoir, courbé en V en son milieu, est suspendu de manière à pouvoir osciller dans un parcours limité par des buttoirs. Le tube est rempli de façon à basculer du côté du réservoir, à la température ordinaire. Un petit bec à veilleuse chauffe l'air du réservoir; celui-ci se dilate et chasse le mercure du côté opposé ; le tube bascule. Si le bec vient à s'éteindre, l'air retombe à la température ordinaire, le mercure revient dans la branche du réservoir, et le tube, rebasculant dans la position première, ferme un robinet qui se trouve sur la conduite du gaz.
Les microbes sont aérobies ou anaérobies. Nous définirons ces ternies au chapitre vi (p. 183). L'immense majorité des microbes est aérobie; ce chapitre, exclusivement consacré à Ja culture et à risolement de ceux-ci, constitue donc une étude de la technique la plus courante.
§ 1. — Culture des aérobies
Nous supposons d'abord qu'on possède une culture pure, et qu'on veut la propager. Lorsqu'on tient à conserver une culture bien végétante et virulente, il faut assez fréquemment la reporter en milieu nutritif neuf. C'est ce qu'on appelle le réenscmencement ou encore le repiquage, s'il s'agit de cultures solides.
Le microbe, en effet, arrive rapidement à user le milieu nutritif dans lequel il végète, par un double mécanisme : il utilise des substances nutritives qui finissent par manquer, et il déverse autour de lui des produits solubles qui modifient la composition du milieu au point de le rendre inhabitable. A ce moment, le microbe souffre, devient moins vivace, perd sa virulence, et finit par mourir. 11 faut donc, sans attendre cette période de vieillesse, régénérer la culture en en transportant une parcelle dans un milieu nutritif neuf. Le temps au bout duquel une culture doit être régénérée est excessivement variable suivant le microbe, le milieu employé, la température ambiante, etc. D'une façon générale une culture en milieu liquide doit être réensemencée tous les six ou huit jours envi-
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ron ; une culture en milieu solide, tous les quinze jours ou tous les mois; mais, nous le répétons, il n'y a pas de règle. Il vaut toujours mieux pécher par excès de zèle, et régénérer ses cultures le plus souvent possible. Certains microbes sont très difficiles à conserver vivants et virulents, tels le Pneumocoque, le Gonocoque, etc., d'autres sont très vivaces : Bacillus anthracis, Bacille de la tuberculose^, etc. Les microbes qui se reproduisent par sporulation sont naturellement plus résistants que les autres.
±0 Cultures ordinaires en milieux liquides. — Nous supposons qu'on veut ensemencer un ballon chargé de bouillon stérilisé avec une goutte de culture liquide ou une parcelle do culture solide. Nous savons déjà (voir ch. ni, p. 86) comment on obtient des ballons chargés de bouillon stérile; ceux-ci devront toujours avoir été préalablement éprouvés à + 38<>, et être restés clairs après vingt-quatre heures d'exposition ; nous avons décrit la pipette Pasteur et l'aiguille de palatine (p. 20 et 21, fig. 7 et 8); avec une lampe à alcool ou un bec Bunsen l'outillage sera complet.
11 faut d*abord stériliser la pipette ou l'aiguille de platine. La pipette, déjà stérilisée au four Pasteur (son coton doit être couleur café au lait clair), est flambée, d'abord du côté du coton qui doit être mis à la bouche, puis tout le long de la partie effilée; on casse alors la pointe avec une pince flambée, et on stérilise à nouveau la surface de section. On chauffe ensuite fortement jusqu'à ramollissement du verre l'origine de la partie effilée qui se courbe d'elle-même à angle presque droit comme le représente la figure 95. Il faut conserver une longueur de tube effilé au moins égale à la profondeur du récipient dans lequel on doit puiser la semence. Cette courbure a pour but d'empêcher la bouche et la barbe de l'expérimentateur d'être situées, pendant les opérations, dans l'axe de l'ori-
* J. CoiRMONT et Nicolas (Congrès de Lyon. 1894) ont montré que des cultures de Racille tuberculeux humain sont encore vivaces et virulentes pour le cobaye au huitième mois.
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fice ouvert des récipients; elle n'est pas indispensable. Il faudra tenir la pipette en l'air jusqu*à complet refroidissement avant de s'en servir, sous peine de stériliser au passage la semence puisée.
L'aiguille de platine sera portée au rouge d'un bout à
l'autre; on attendra éga- ■- — --- ---zidgtn loment qu elle soit refroidie pour l'employer ; les aiguilles faites avec un ni un peu épais restent chaudes assez longtemps.
Laiguille de platine ou la pipette, stérilisées et refroidies, seront conservées entre deux doigts de la main droite ou saisies avec les lèvres par l'extrémité qui ne plongera pas dans les liquides, ou encore déposées sur deux portecouteaux en verre flambés.
Il faut alors déboucher le récipient contenant la semence. On le saisit avec la main gauche et on Tincline aussi horizontalement que possible; la main droit le débouche. S'il faut enlever un tampon de ouate avec une pince, il est préférable de porter la pipette ou Taiguille aux lèvres et d'avoir toute la main droite libre; si le ballon est bouché avec un capuchon de papier, on saisit simplement l'extrémité supérieure de celuici avec deux doigts libres de la main droite qui a conservé la pipette (encore un avantage des capuchons en papier sur le tampon de ouato). On fait alors passer ouate ou capuchon entre deux doigts de la main gauche qui les tiendront pendant toute l'opération, en même temps que le récipient (fig. 96). Les capuchons de papier devront être maintenus verticaux, l'ouverture en bas, comme le montre la figure 96.
On flambe alors lo goulot du récipient, en le passant deux ou trois fois dans la flamme de la lampe à alcool, et on le maintient aussi immobile que possible, dans la position horizontale, pour empêcher l'introduction des germes de l'atmosphère.
Fig. 95.
Pipette courbée au moment d'être utilisée.
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La main droite fait passer rapidement une dernière fois rexlrémité eliilée de la pipette ou Taiguille dans la flamme et la plonge dans la culture.
S'il s'agit de culture solide, on gratte légèrement la surface avec Taiguille de platine ; s'il s'agit de culture* liquide , la simple capillarité de la pipette suffit à faire monter quelques gouttes dans celle-ci. L'aspiration par la bouche est utilisée
Fig. 96.
Ensemenceuient de ballon en ballon.
lorsqu'on veut prélever une quantité plus notable de culture (examen microscopique, plusieurs ensemencements successifs, etc.).
On retire alors aiguille ou pipette, en ayant soin de ne pas heurter les parois du goulot, et on renferme le récipient après avoir flambé le goulot ; on flambera aussi mais légèrement le tampon de ouate. Le capuchon en papier, maintenu bien vertical depuis l'ouverture, n'a pas besoin d'être flambé. Lorsqu'on a prélevé une quantité assez notable de bouillon de culture avec la pipette, il faut éviter que des gouttes de semence ne s'échappent en coulant avant le réensemencement ; il suffit pour cela de boucher l'orifice supérieur de la pipette soit avec l'extrémité de l'index droit, soit avec celle de la langue, si la pipette est maintenue avec les lèvres.
La main gauche redresse alors le récipient qui contenait la
culture, le repose sur la table et prend de même le ballon de bouillon qui doit être ensemencé. La série des opérations est la même jusqu'au moment où la pipette ou Taiguille plongent dans le ballon. Il suffît alors de laisser tomber une goutte de la pipette dans le bouillon ou d agiter laiguille chargée de semence ; il est quelquefois nécessaire de souffler avec la bouche dans la pipette. On retire la pipette ou Taiguille, on flambe le goulot et on rebouche. L'aiguille ou la pipette sont aussitôt grillées à la flamme, pour détruire les germes non employés de la semence.
On collera immédiatement une étiquette sur le ballon ensemencé ; celle-ci devra indiquer d'une façon précise le nom du microbe ensemencé, la date de Tensemencement. le nombre des générations précédentes et toutes les indications particulières nécessaires. Il faut savoir que les étiquettes se décollent facilement sous l'influence de la chaleur de Tétuve ; on peut écrire directement sur le verre. Le capuchon de papier filtre (voir p. 24) permet d'écrire sur lui-même au crayon ; les indications ne peuventainsi être ni décollées ni efTacées comme dans les deux cas précédents.
Le ballon ensemencé est alors porté à Pétuve à -\- 38<> ou à toute autre température indiquée spécialement (voir ch. vu). Lorsqu'on désire simplement propager des cultures, il est préférable de ne pas les laisser trop longtemps à l'étuve où la végétation marche trop vite; dès que le trouble est manifeste, on transporte le ballon dans une armoire bien fermée du laboratoire *. Si l'on veut, au contraire, expérimenter la virulence ou la toxicité d'une culture, il faut la laisser constamment à la même
• Il faut savoir que la luniière est très nuisible aux microbes. Arloing a démontré '^l88oi que les rayons solaires, indépendamment de leur température, sont désastreux pour la ve^ètabilité et la virulence des microbe^. En trois quarts d'heure à six heures d'exposition (suivant la pureté delatuiosphères une culture mycélienne de Bacillus anlhracis est stérilisée. Les spores elles-mêmes peuvent être tuées. Voir la thèse de Gailijihd vL.von. 1887. Action de la lumière sur différents tnicroorganisme.s\. Si la lumière n'a pas tué une culture, elle peut, en tout cas. l'avoir considérablement atténuée.
Il faut donc toujours ronscrver les cultures à l'abri de la lumière.
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température pour que son âge réponde à une donnée réelle
Toutes les notions précédentes se rapportent à rensemencement dans un milieu liquide quelconque (bouillon ou autre) d'une culture dont la prise vient d'être faite immédiatement. Si nio
rensemencement est tardif, c'est-à-dire si la semence, puisée dans une culture ou dans un produit pathologique quelconque (pus, sérosité, sang, etc.) recueilli aseptiqueraent, a été enfermée dans une pipette, et celle-ci scellée ensuite à la lampe, il faut un tour de main spécial pour ensemencer un ballon avec succès bien qu'avec asepsie. La surface extérieure de la pipette a été contaminée par les germes de l'atmosphère, des doigts, des objets, etc. Si on stérilise cette surface à la chaleur, on risque de détruire la semence incluse ; si on stérilise avec un antiseptique, on ajoute forcément des traces de ce dernier au bouillon qui peut alors devenir impropre à la culture; d'autre part, la stérilisation n'est rien moins que sûre. 11 faut laver d'abord l'extrémité de la pipette au sublimé à j-— , rincer ensuite avec soin à l'eau stérilisée, casser ]e bout de la pointe effilée avec une pince flambée, et griller seulement l'extrémité de celle-ci au bec Bunsen. On entrera le moins possible la pipette dans le ballon. Il faudra habituellement souffler pour faire sortir les produits pathologiques plus ou moins visqueux et coagulés.
Une autre manœuvre est plus sûre, mais plus compliquée et ne s'applique qu'aux cas où le liquide de semence assez abondant remplit une pig. 97.
partie de la portion large de la pipette. Puisage dans
On ouvre et on flambe une nouvelle pipette une pipette, vide (B) qu'on tient à la bouche; on enlève le tampon de ouale de la pipette chargée de semence (A), et on le jette. On flambe alors avec grand soin l'orifice de la pipette
chargée, tenue presque horizontalement avec la main gauche; puis saisissant la pipette vide avec la main droite, on la flambe rapidement une dernière fois, et on la plonge dans le liquide de semence (fig. 97). On aspire avec la bouche, on pose dans un verre à pied la pipette primitive (pour ne pas souiller la table), et on saisit de la main gauche le ballon de bouillon à ensemencer. On opère alors comme il a été dit plus haut.
L'aiguille de platine pourrait remplacer la seconde pipette si on ne désirait pas puiser une notable quantité de semence.
2^ Cultures liquides en sacs de collodion. — Les cultures n sac de collodion, imaginées à l'Institut Pasteur, ont pour but de faire végéter le microbe dans Te sac peritonéal d'un animal vivant. Le microbe se trouve à l'intérieur d'un sac de collodion absolument clos ; ce dernier est introduit, aussi aseptiquement que possible, dans le péritoine d'un animal, et la plaie est refermée. L*animal supporte bien ce corps étranger et ne présente aucune atteinte à sa santé, si le microbe contenu est inofTensif. Les échanges se font à travers la membrane de collodion, sans que le microbe puisse sortir ni les leucocytes entrer. Il y a filtration pour les corps solides, et dialyse pour les liquides. Le microbe végète donc, en réalité, dans le suc peritonéal, à l'abri des phagocytes ; il fabrique ses produits solubles qui sortent du sac et se répandent dans l'organisme. C'est en somme, une culture m n'vo, avec une barrière empêchant le microbe soit de se répandre dans l'organisme soit d'être attaqué par les cellules de celui-ci.
Cette méthode a son origine dans les travaux de .Vaillard qui entourait les spores tétaniques de papier à filtrer, avant de les inoculer, pour les mettre à Tabri des phagocytes et leur permettre d'engendrer ainsi le tétanos, sans le secours d'associations microbiennes. Les sacs de collodion ont été employés, tantôt pour obtenir des cultures, impossibles par d'autres moyens {Péripiieumonie du bœuf y Nocard et Roux, 1898), tantôt pour relever la virulence d'un microBe (V. du cfiolcra, Metch- NiKOFF, Roux et Taurelli-Salimbem), tantôt pour modifier les propriétés d'un microbe, l'acclimater à un milieu [B. tubercu-
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letLCy Nocahd), tantôt pour modifier Torganisme animal récepteur.
On admet, en général, que la membrane de collodion se comporte comme un filtre parfait, c'est-à-dire qu'elle permet l'entrée des substances solubles de l'organisme dans le sac et la sortie du sac des toxines microbiennes. Hodet et Guechoff ont vu qu'il n'en était rien. Toutes les substances solubles ne pénètrent pas également dans les sacs et les toxines contenues (la toxine diphtérique entre autres) en sortent parfois assez lentement pour ne pas produire leurs effets. L'animal peut, par exemple, être vacciné au lieu d'Otre intoxiqué. En somme : le sac de collodion est relativement peu perméable ; des expériences négatives réalisées avec lui n'ont aucune .signification. Gela n'empêche pas les résultats positifs d'être très appréciables. 11 ne faut demander à cette excellente méthode que ce qu'elle peut donner.
On se contentait, au début, de faire des sacs en moulant du collodion autour d'un agitateur en verre. On obtenait ainsi, avec un peu d'habitude, de petits boyaux de collodion, fermés à une extrémité, ouverts à l'autre. Ils étaient alors stérilisés. L'ensemencement une fois pratiqué, on obturait l'ouverture en la liant et en ajoutant un peu de collodion. Ces sacs étaient friables, s'aplatissaient, étaient difficiles à manier ; en outre, une fois enkystés dans le péritoine, ils étaient presque impossibles à enlever, sans se crever ; aussi a-t-on modifié la fabrication du sac en le moulant autour d'un support en verre qui reste à demeure.
Voici comment nous conseillons l'opérer. On se procure de l'excellent collodion riciné. On a une provision de tubes en verre perforés, de la dimension reproduite figure 98, A : ils serviront de tuteurs aux sacs de collodion. On prend un tube à essai ordinaire de diamètre un peu supérieur à celui du tuteur (A), et on le nettoie avec soin. On le plonge successivement et à plusieurs reprises dans le collodion. On place le tube verticalement et on laisse s'écouler l'excès de liquide. On laisse sécher, en ayant soin que le tube ne touche aucun objet. On décolle alors avec l'ongle le sac obtenu, et on l'a-
daple au tuteur (A). On le fixe au goulot par plusieurs tours de fil fin (fig. 98, B) qu'on recouvre d'une légère couche de col- Jodion. I/appareil est bouché à la ouate et stérilisé à Tautoclave. Quand on veut l'utiliser, on le remplit du liquide ense-
Fig. 98.
Sacs de collodion.
A. Tuteur en verre. — B, Le môme avec son sac de collodion. — C, Le môme, rempli et fermé, prêt à ôtre introduit dans le péritoine.
mencé avec une pipette et on ferme le goulot à la lampe (fig. 98, C). C'est ainsi que le sac est introduit, aussi aseptiquement que possible, dans le péritoine d'un animal quelconque : vache, chien, lapin, cobaye. 11 est admirablement toléré. Il s'enkyste, au bout d'un certain temps, dans des fausses membranes qui rendent son extraction parfois assez délicate. Nous préférons le collodion riciné au collodion élastique ordinaire. L'aspect du sac est plus blanchâtre, moins transparent, mais l'élasticité est plus grande ; il se déchire plus rarement, surtout pendant la stérilisation à l'autoclave.
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La difficulté d'extraire aseptiquement le sac du péritoine, après son enkyst^ment, l'intérêt qu'il y aurait à puiser journellement le liquide du sac sans Textraire, ont conduit D/ouNKOwsKY a imaginer des dispositifs restant en communication avec l'extérieur. Voici le plus intéressant (fig. 99) .
Un tube de verre est fermé à une extrémité par une pellicule de collodion (a), tandis que son goulot donne passage à deux tubes plus petits {d) et (e), serrés par un ajutage (^). Le tube {e) sert au remplissage, et soutient l'appareil par les deux fils (f, f) fixés dans la plaie. Le tube (d) est une pipette plongeante, se continuant par un tube de caoutchouc (6) et un tube de verre (c). Ce dernier tub^ (e) sort de fabdomen par la plaie et permet de prélever ou d'ajouter du liquide dans le sac, sans faire de nouvelle laparotomie.
Fig. 99.
Dispositif de Djounkowsky.
3^ Cultures sur milieux solides. — Nous supposons qu'on veuille cultiver sur un milieu solide une parcelle de culture
solide ou une goutte de culture liquide. L'aiguille de platine sera seule employée. On se servira des tubes chargés de gélatine, de gélose, de sérum gélifié, de pomme de terre, etc., préparés et éprouvés à Vétave comme il a été dit plus haut (ch. m). On s'assurera que la surface des milieux n'est pas trop desséchée, qu'elle ne se fend pas sous l'action de la piqûre. Nous avons dit comment on régénérait un tube trop sec (p. i02).
On commence par enlever le capuchon de caoutchouc, et on
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le dépose dans un crislallisoir ou un verre à pied rempli d'une solution de sublimé à 1/1000; on s'assure ensuite, en les retirant à moitié, que les tampons de ouate n'adhèrent pas aux parois du tube. Les tubes de gélatine peuvent être couchés horizontalement sur une table, les tubes de gélose» sérum, pomme de terre, contenant souvent de Teau à leur partie déclive, devront être maintenus presque verticalement.
Pour puiser la semence avec une aiguille de platine dans une culture liquide, on opère exactement comme il a été dit plus haut, il suffit de tremper une fois Taiguilie dans le liquide. I^ prise d une parcelle de culture solide n'en diffère pas essentiellement. On se servira de Taiguille droite ou à boucle, suivant les cas. L'aiguille chargée est prise par son manche entre les deux premiers doigts de la main droite (ou portée aux lèvres) pendant que les deux derniers débouchent le tube à ensemencer maintenu par la main gauche. La pince tenant le tampon de ouate passe dans deux doigts de la main gauche, el la main droite devient libre pour manier l'aiguille de platine. Le tube est incliné aussi horizontalement que possible, flambé à son orifice et l'aiguille introduite va déposer la semence.
On appelle culture par stries le procédé qui consiste à tracer longitudinalement sur la surface du milieu solide un sillon ou une série de sillons parallèles; le microbe se développera eu colonies superficielles le long des sillons. La culture par stries est la seule employée sur les milieux opaques ou peu transparents : pomme de terre, sérums, œufs, gélose. Elle se fait sur les tubes obliques (voy. p. 96, 104, 111).
Sur la gélatine, on pratique concurremment l'ensemencement par piqûre, pour, observer, par transparence, les caractères des colonies développées dans le sillon profond au sein de la gélatine. On emploie alors des tubes solidifiés dans la position verticale {lubes droits); le tube de gélatine peut être complètement renversé pendant l'ensemencement (fig. 100), pour éviter les germes de Tair. Cette position n'est pas pos.sible pour les autres milieux solides dont l'eau de condensation balayerait la surface.
Lorsqu'on ensemence un tube de pomme de terre, il estpru-
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dent de remarquer la face utilisée : certains microbes, tels que le B. typhiqiie, donnent des cultures tellement minces qu'on hésite souvent à les découvrir.
Les tubes sont ensuite ilambés à Torifice, rebouchés avec leur tampon et leur capuchon de caoutchouc.
On colle une étiquette à la partie supérieure de chacun d'eux avec toutes les indications nécessaires (voy. p. 147) et on les place à la température convenable. La gélose, le sérum, la pomme de terre seront mis à Tétuve à + 38<*; la gélatine sera laissée dans un placard du laboratoire ou mise dans une étuve à "f 22** indispensable en hiver, souvent utile en été (étuve à refroidissement; voy. ch. IV p. 131)*
Si Ton porte directement une parcelle de culture solide sur un milieu solide avec Taiguille de platine, il arrive souvent qu'on fait une irainée apparente qui gène l'observation du développement. Cela est très net par exemple avec les cultures de bacille de la tuberculose. Il vaut mieux, dans ces cas, faire une dilution dans un ballon de bouillon, et ensemencer une goutte de ce mélange.
Lorsqu'on voudra ensemencer sur milieux solides des liquides recueillis aseptiquement sur un animal vivant ou autopsié, on fera exactement comme il a été dit pour les cultures liquides (p. i48). On promènera la pipette (à extrémité très effilée) ou l'aiguille de platine ayant plongé dans la pipette primitive à la surface du milieu solide.
L'ensemencement de la pomme de terre stérilisée et déposée dans un cristallisoir (p. 98) demande quelques détails complé-
Fi^'. iOO.
Ensemencement de la gélatine par piqûre.
mentaires, bien que ce procédé ne soit presque plus employé.
Si le cristallisoir n'a pas d*ouverturc latérale : on soulève obliquement le couvercle, aussi peu que possible, et on introduit l'extrémité de l'aiguille ou de la pipette qui ira strier la surface de la pomme de terre.
Si le cristallisoir a une ouverture latérale (fig. 67), on enlève le tampon de ouate, on ensemence en faisant passer l'aiguille à travers l'orifice, on flambe le tampon et on rebouche.
L'étiquette collée, le cristallisoir est mis à l'étuve à + 38<».
Tous ces principes techniques seront naturellement modifiés dans les détails suivant les cas particuliers: mais les grandes indications subsisteront : transporter aseptiquement la semence d'une culture ou d'un produit pathologique dans un milieu neuf.
4P Cultures sous le microscope. — Le procédé des entres sous le microscope a permis à Koch d'observer le cycle complet de la Bactéridie charbonneuse et de découvrir sa sporulation. Il est indispensable pour étudier le développement d'un microorganisme. Le problème est le suivant : faire végéter un microbe sous le microscope, en couche liquide assez mince pour qu'on puisse observer d'une façon continue les modifications qui se produisent. Koch employait primitivement le procédé de la goutte suspendue; on se sert aujourd'hui d'une chambre humide (cultures en cellules).
Nous disons une fois pour toutes que les petits appareils que nous allons décrire devront être soigneusement stérilisés, puisqu'ils constitueront en somme des récipients à culture. Nous ne traitons ici que des aréobies, il faudra donc toujours conserver dans la cellule une quantité d'air suffisante pour la végétation microbienne; il conviendra enfin de chauffer la cellule à la température eugénésique exigée par certains microbes.
Les lamelles couvre-objets seront lavées dans l'acide chlorhydrique, dans l'alcool puis dans l'eau distillée, séchées, et déposées dans de petits cristallisoirs en verre de Bohême qu'on enveloppe de papier et qu'on stérilise à -j- 150^ comme des boîtes de Pétri (voy. p. 39). Les lamelles ne seront extraites
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qu au moment d'être utilisées; on les passera rapidement dans la flamme pour plus de sûreté.
Les lames et autres pièces seront traitées de même, et directement stérilisées à la chaleur sèche à + 150** dans du papier filtre ou dans un cristallisoir bouché. Ou préparera toujours plusieurs lames en cas de contamination accidentelle.
Le milieu nutritif ne sera pas trop ancien.
Il ne faut pas ensemencer trop abondamment; trois ou quatre microbes seulement doivent, au début, occuper le champ du microscope. Pour cela on aura soin d'ensemencer la cellule avec une dilution de la culture mère. On en met une goutte dans un ballon de bouillon qu'on agite pour bien mélanger; une goutte de ce ballon est portée dans un second et une goutte du second dans un troisième ; c'est avec cette troisième dilution qu'on ensemence la cellule.
a. Goutte suspendue. — Le procédé de la goutte suspendue (Koch) exige une lame creuse. C'est une lame semblable aux
Fig. 101.
Culture en goutte suspendue.
A, b, lame creuse. — C, lame, lamcUc et goulle suspendue.
lames ordinaires pour préparations microscopiques, mais présentant à son centre une dépression circulaire de 15 millimètres de diamètre environ (fig. 101, A, 6). On dépose une goutte de la culture à observer, ou une goutte de bouillon récemment ensemencé, sur une lamelle qu'on renverse sur la partie excavée préalablement entourée de vaseline; la goutte reste sus-
pendue dans latmosphère de la cavité de la lame (fig. 101, C). Les bords de la lamelle sont lûtes extérieurement avec de la vaseline pour empêcher Tair de pénétrer dans la cellule. La goutte ne doit pas naturellement s'étendre jusqu'aux bords de la cellule, car elle disparaîtrait par capillarité entre la lame et la lamelle.
La lame ainsi préparée est fixée sur la platine du microscope qui est mis au point pour Texamen à un fort grossissement.
b. Chambre humide de BœUcher. — La chambre humide de BcETTCHER (fig. 102, A et B) est une lame à laquelle est fixée un
anneau de verre de 2o milli-
mètres de diamètre » au moyen d'une substance adhésive résistant à + 150® (solution de gélatine dans l'acide acétique avec bichromate de potasse finement pulvérisé au moment ^^S' ^02. de s'en servir : Hansen^. Une
Chambre humide de Bcettcher. lamelle est superposée, adhérant au moyen de la vaseline.
Hansen a employé ce dispositif pour étudier le développement de colonies de levures végétant sur une plaque de gélatine étendue sur la lamelle. On met un peu d'eau distillée au fond de la cellule.
La goutte suspendue a le grand défaut d'avoir une épaisseur trop considérable et inégale; les microbes peuvent se déplacer pendant Texamen. La petite plaque de gélatine ne peut remplacer les milieux liquides; il faut donc employer des dispositifs plus perfectionnés. On pourrait à la rigueur écraser simplement la goutte de culture entre une lame ordinaire et une lamelle, ou ajouter un fragment de lamelle qui adhérerait à la face inlërieure de la goutte suspendue; mais ce sont là des procédés bien imparfaits.
c. Chambre humide de Hanvier. — La chambre humide de Ranvier est une lame de verre creusée à son centre d'une rainure profonde circulaire, circonscrivant un disque rond dont
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la surface plane est inférieure d'un dixième de millimètre à celle de la lame (fig. 103, Â, B). La goutte de culture est placée sur cette petite plàte-forme; les bords sont enduits de vaseline.
Fiff. 103.
Chambre humide de Ranvier.
A. b, lame. — C, lame, lamoile et goutte écrasée, entourée de la chambre à air.
On applique une lamelle en appuyant un peu, et la goutte est écrasée entre les surfaces planes parallèles, allant par ses bords jusqu'à la chambre à air constituée parla rainure (fig. 103, C). d. Chambre humide de de Bary et Geissler, — La chambre humide de de Bary et Geissler a permis à Brepeld de suivre le cycle entier du développement duBaci7/u«su6^t7tô. Cet appareil
Fig. lOi.
Chambre humide de de Bart et Geissler.
est cher et fragile. Il consiste en un tube de verre de 20 centimètres de longueur, dilaté dans sa partie médiane en une cellule ronde, aplatie, de 2 millimètres de hauteur, dont les parois ont répaisseur d'une lamelle (fig. 104). Les deux extrémités sont bouchées à la ouate et le tout est stérilisé à + 150^. On ensemence un ballon de bouillon avec la dilution voulue de semence et on aspire en plongeant dans le liquide un des bouts du tube privé de son tampon. Quand la cellule est pleine,
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on laisse tomber au dehors le liquide aspiré, od remet le tampon de oaate, et on obture les deux bouts avec de la cire à cacheter. La paroi interne de la cellule est ainsi tapissée d'une pellicule de bouillon ensemencé, suffisamment mince pour que les microbes restent immobiles. Les deux extrémités du tube sont ensuite fixées sur une lame qui est portée sur la platine du microscope.
e. Chambres humides improvisées. — Il faut pouvoir improviser des chambres humides.
BrcHXER cultivait leBacUlus anthrtu^is entre une lame et une lamelle maintenues à une distance suffisante Tune de l'autre par des morceaux de lamelles brisées; il luttait avec de la vaseline.
Salomonsex découpe un orifice carré dans un morceau de carton épais, le fait stériliser dans Tautoclave et l'interpose entre la lame et la lamelle. Imbibé ensuite d'eau stérilisée, ce carton sert encore à maintenir Thumidité.
f. Platines chauffantes, chambres chaudes. — 11 importe de hâter le développement des microbes en plaçant la chambre humide à une température eugénésique. On peut porter la chambre dans Tétuve à + 38** entre les examens microscopiques. Mais il est difficile de remettre ensuite la préparation exactement au même point qu'auparavant sous le microscope. On peut cependant y arriver au moyen de l'artifice suivant dû à HoFMAXN. On trace de chaque côté de l'orifice de la platine du microscope une croix, droite d'un côté+, oblique de Tautre X ; lorsque le point intéressant est bien au centre du champ du microscope, on fait à Tencre, sur la lame, deux croix exactement superposées aux deux premières; elles serviront de points de repère très exacts.
Il vaut mieux employer la platine chauffante qui permet d'examiner, sans la transporter, une culture^végétant à température fixe, et de dessiner à la chambre claire les différentes phases de développement d'un même point.
La platine cftauffante de Ramier reliée à une étuve suffit: nous préférons cependant la platine chauffante de Reichert, modifiéecomme il va être dit (fig. 105). La pièce (A) àfixersurle microscope (B) est une chambre chaude très mince, munie d'un
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thermomètre (G) incrusté dans la paroi et d'un orifice central avec condensateur Abbe (D)(voy. p. 250). Aux deux extrémités latérales sont deux tubulures sur lesquelles s'adaptent deux tubes de caoutchouc. L'un d'eux (E) se termine par un isUnipI'^
Platine chauffante de Reichert modifiée par radjonction d'une petite étuve d*Ar8onval.
embout métallique, l'autre (F) par une pièce métallique en deux morceaux vissés l'un à l'autre. L'eau circule dans la chambre prise dans un réser\'oir par la pièce en deux morceaux et s'écoule par l'autre tube dans un réservoir situé plus bas, après aspiration. Une pince (G) règle le débit. Dans l'appareil de Reichert, l'eau est chauffée par un bec de gaz dans un tube métallique en spire. Le réglage est bien difficile: Nous*
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avons fait construire une toute petite étuve d'Arsonval (H), munie d'un régulateur; nous remplissons d'eau la cavité centrale; nous faisons pénétrer le tube aspirateur de Reichert par un des orifices du couvercle; il entraine ainsi de Teau à une température fixe (flg. 105). Cette petite étuve peut aussi servir à chauffer la platine de Ranvier par deux tubulures latérales (I et 1') communiquant avec la cavité centrale. La préparation est déposée sur les platines chauffantes.
Fig. iOG.
Chambre chaude de Yignal.
La chambre chaude de Vignal(C\g. 106) est elle-même une petite étuve d'Arsonval dont la forme seule est modifiée. La préparation est introduite dans la cavité de Tétuve par la porte (B). On peut se servir du condensateur Abbe, ce qui est impossible avec la platine de Ranvier.
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Nous employons maintenant une chambre chaude, à vaseline, chauffée et réglée à rélectricité, construite par Maury, de Lyon.
On verra, page 209, quels sont les dispositifs employés pour cultiver les anaérobies sous le microscope.
On peut avoir intérêt à compter les microbes d'un volume donné de culture. La meilleure méthode est celle de Klein. On colore un volume connu avec une solution alcoolique de violet de gentiane; on prend une goutte qu'on étale sur une lamelle de surface connue et on compte 50 champs de microscope. On fait le calcul proportionnel.
§ 2. — Isolement des aérobies
Nous étudierons plus tard les méthodes spéciales à Tisolement des aérobies de l'eau, de l'air, de la terre, etc. (ch. xiv, xv et xvi). Nous ne voulons traiter ici que des grands principes généraux qui doiventguider l'expérimentateur dans Tisolement des aérobies, c'est-à-dire dans la façon d'obtenir une culture pure d'un microbe aérobie ^uT'est mélangé avec cTâutres j espèces bactériennes. Cet isolement s'obtient à l'aide de deux méthodes principales : par culture directe ou par culture des produits pathologiques d'un animal inoculé avec le mélange microbien. Dans le premier cas, la séparation est toute mécanique; dans le second, la séparation se fait par sélection; l'organisme animal ne se laisse envahir que par l'espèce qui lui est pathogène, et la livre à l'état de pureté. La méthode par culture directe a naturellement besoin d'artifices pour arriver à l'isolement des aérobies : dilution, étalement de la gélatine sur plaques, addition d'antiseptiques, chauffage, exposition à des températures dysgénésiques, emploi de milieux spécialement favorables à telle espèce, prise de la semence après un court espace de temps, etc. Nous allons étudier successivement ces différents procédés.
1^ Isolement par la température ambiante. — La température peut être employée soit très élevée, soit très basse.
A. IsoLEXKitiT PAR DES TEMPÉRATURES ÉLEVÉES. — Ces températures seront mortelles ou simplement dysgénésiques pour les autres germes.
a. Températures tuant les autres germes. — On chauffe la semence à une température suffisante pour tuer tous les germes autres que celui qu'on désire cultiver. Cette méthode ne s'adresse naturellement qu'aux microbes très résistants, se reproduisant par sporulation ; on sait que la plupart des spores résistent à des températures supérieures à + 100«. Une des spores les plus résistantes est celle du Bacille de la pomme de terre {bacillus mesentericus) qui n'est pas toujours tuée par un chauffage à + 130«; aussi voit-on fréquemment les fragments de pommes de terre, quoique stérilisés, se recouvrir d'une pellicule plissée qui n'est autre qu'une culture de Bacillus mesentericus. La stérilisation, ayant tué tous les autres germes, avait isolé ce microbe à l'état de pureté.
On savait depuis longtemps que plusieurs liquides organiques, bien que soumis à l'ébuUition et maintenus à l'abri des germes de l'air, arrivent à être souillés par des végétations microbiennes. C'est Cohn qui montra le premier, en 1876, par une expérience faite sur l'infusion de foin, que ces cultures sont composées de microbes à spores très résistantes et spécialement de Bacillus subtilis. Brefeld a d'ailleurs vu directement sous le microscope les spores germer après ébullition. C'est en échouant dans la stérilisation des infusions de foin par la simple ébullition que Tynuall a dû imaginer la stérilisation par chauffage discontinu pour se débarrasser des germes provenant des spores du B. subtilis (voir p. 48).
Pasteur a directement appliqué le principe du chauffage à l'isolement des anaérobies et particulièrement du Vibrion septique (voir ch. vi, p. 211). En 1879, Miqurl a isolé le Bacillus ureœ en chauffant, à + 80<> et + 90o pendant deux heures, de l'urine putréfiée ou de l'eau d'égout.
Citons un exemple avec détails. On veut obtenir une culture pure de Bacillus subtilis (espèce d'ailleurs mal définie et comprenant nombre de variétés). On met une poignée de foin dans de l'eau maintenue pendant plusieurs heures entre -(- 30> et + 40o,
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On obtient une infusion rouge ; on la dilue jusqu'à coloration jaune d'or, on la filtre sur mousseline, on la neutralise avec du carbonate de soude. On répartit le liquide dans plusieurs ballons qu'on fait bouillir pendant dix minutes et qu'on reporte à l'étuve à + 38**. Au bout de quarante-huit heures plusieurs ballons seront recouverts d'une pellicule résistante composée de Bacillus subtilis à l'état de pureté.
Il va sans dire que ce procédé d'isolement ne peut être utilisé lorsqu'il existe un mélange de plusieurs microbes à spores résistantes. Il est peu employé pour l'isolement des aérobies ; il est très recommandé au contraire pour isoler les anaérobies.
b. Températures dysgénésiques pour les autres germes, — On se sert bien plus souvent de la chaleur, pour isoler les aérobies, en cultivant le mélange microbien à une température dysgénésique pour la plupart deB espèces. Tous les microbes, en effet, ne poussent pas dans les mêmes limites de température. La végétation cesse en général vers -|- 40<^, mais certains d'entre eux se cultivent encore bien au-dessus de cette température : B. de la tuberculose aviaire, B. coli,B,d^Ebertk; eic. Il suffira alors d'ensemencer un ballon de bouillon avec le mélange contenant un de ces microbes, et de le placer dans une étuve à + ^^^> -^S», 44<> ; le bouillon se troublera et fournira seulement les espèces poussant à cette température .
RoDET ' s'est servi de cette méthode pour isoler des eaux le B, coli ou le B. d'Ehertk. Ces deux microbes poussent à + 44*»,5. On ensemence du bouillon, et on le dépose dans une étuve réglée spécialement à cette température. S'il ne se produit aucun trouble au bout de quarante-huit heures, on peut affirmer que l'eau ne contenait ni B. coli ni B. d*Eberth; si les ballons se sont troublés, on a presque sûrement affaire à l'un de ces deux microbes. L'analyse, terminée dans le premier cas en quarante-huit heures, est bien simplifiée dans le second.
* HooET, Importance de la température pour la détermination du Bacille typhique. Soc. Biologie, 29 juin 1889.
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B. Isolement par des tempkrattres basses. — Lorsqu'un microbe pousse à de basses températures, on peut Tisoler en faisant plusieurs passages de culture à une température où il végète seul. Arloing a isolé ainsi le Pneumo-baciUus Uquefadens bovis qui pousse à + 5'*.
^ 2"* Isolement par inoculation. — Lorsqu'on veut isoler une espèce pathogène d'un produit souillé par d'autres microbes, et qu'on connaît une espèce animale sensible à ce microbe, il suffit d'inoculer le tout à l'animal et de recueillir les produits pathologiques loin du point d'introduction. Il faut, bien entendu, pour que ce procédé réussisse, rechercher un microbe tiui ne reste pas cantonné dans la plaie d'inoculation. C'est ainsi que nous verrons au chapitre des Anaérobies (chap. vi) que l'inoculation au cobaye permet de recueillir du Vibrion septique pur dans la sérosité péritonéale. tandis que le B. de Nicolaîer (tétanos) reste localisé au point inoculé.
Le procédé d'isolement par inoculation est le meilleur de tous, lorsqu'il peut être employé. D a vaine, Pasteur s'en sont servis pour obtenir le microbe d'une septicémie du lapin; KocH a de même découvert une septicémie de la souris. Mais l'exemple le plus fameux est relui de la culture du Bacille
^ tuberculeux. On sait, depuis Koch ;1882). qu'il suffit d'inoculer un cobaye avec des produits tuberculeux quelconques pour avoir dans les ganglions et la rate de cet animal une semence absolument pure de bacille tuberculeux. L'inoculation au cobaye est toujours le premier temps de là préparation d'une culture pure du Bacille de Koch. On peut ainsi isoler le Staphylocoque pyogènCs le Streptocoque pyogêfie, \e BacillusanthraciSy etc., en inoculant le lapin et en cultivant son sang. On injecte des crachats de pneumonique à une souris ou à un lapin ; le Pneumocoque se trouve dans la moelle osseuse à l'état de pureté, etc. J. Ciukmoxt a isolé un Bacille de la tuberculose bovine^ en inoculant au cobaye et au lapin des produits lubercu-
* J. CouRMoNT. Sur une nouvelle tuberculose bacillaire du bœuf, études sur la tuberculose, 1890.
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leux du bœuf; le bacille était à l'état de pureté dans le sang des animaux. Il en a été de même pour un autre Streptobacille tuberculeuXy également d'origine bovine, découvert par J. CouRMONT et Nicolas (1897). On pourrait multiplier ces exemples.
S^ Isolement par cultures liquides. — L'isolement des microbes par les cultures liquides est incontestablement entouré de difficultés. Il ne doit pas cependant être abandonné. 11 faut se souvenir que nombre de microbes poussent bien mieux en bouillon que sur milieux solides, et que la gélatine, qui est le milieu solide le plus maniable, doit être maintenue à -|-~ 22^ seulement. L'isolement de beaucoup d'espèces et la numération exacte des microbes contenus dans un produit pathologique, une eau, etc., n'est donc pas possible avec la gélatine; or la gélose est peu maniable. Les cultures liquides conservent en somme leur importance.
Nous venons de voir que les cultures liquides chauffées (cultures du B. subtilis) ou mises à des températures dysgénésiques pour la plupart des microbes (cultures de B. coli ou de B. (VEberth) pouvaient être pures en raison de l'action de la chaleur. Nous ne voulons parler maintenant que de l'isolement des aérobies par le simple fractionnement de la semence en cultures liquides. Ce fractionnement peut se faire par dilution ou par division du liquide en gouttes extrêmement petites.
Nous citerons, en outre, pour mémoire, la méthode, des plus primitives, employée par Klebs, en 1876. Les espèces qui végètent côte à côte dans un bouillon ensemencé avec un mélange microbien ne sont pas fatalement disséminées en proportions égales dans tous les points du liquide. Les bactéries immobiles tombent au fond du ballon, les mobiles se retrouvent dans toutes les couches, les aérobies francs poussent en pellicule à la surface, les autres préfèrent les couches inférieures moins riches en oxygène : enfln, certains microbes végéteront avec une telle rapidité qu'ils étoufferont pour ainsi dire toutes les autres espèces. Parti de ces données classiques, Klrbs était
arrivé à avoir des cultures pures en prélevant de très petites quantités de semence impure pour la reporter dans un nouveau ballon, et ainsi de suite. On n'est jamais sûr d'arriver au but par cette méthode, en tout cas très longue.
A. Méthode de dilution. — Elle consiste à diluer une goutte de semence dans une telle quantité de liquide stérilisé qu'une goutte du mélange ne puisse contenir qu'un seul microbe. Cette goutte ensemencée en bouillon donne une culture pure.
Cette méthode, déjà employée, en 1873, par Van Tieghsm et Le Monnier pour l'isolement des champignons (Mucorinées), a été introduite en bactériologie par Ncegbli *, en 4878, et perfectionnée depuis par Brefeld', Miquel', etc.
Nous n'insisterons pas actuellement sur la technique de l'isolement par les cultures liquides ; elle sera développée tout au long au chapitre de VAnalyœ de feau (ch. xiv).
La méthode de la dilution est encore employée pour l'ensemencement des cultures solides (voy. Cultures sur plaques, p. 171).
B. Méthode ou fractionnement en gouttelettes. — Elle est due à Chauveau et Arloing et sera décrite avec détails au chapitre de V Analyse de Veau (p. 392). Le principe de la méthode réside dans l'emploi d'une pipette suffisamment fine pour fractionner le centimètre cube en 130 à 180 gouttes. Chaque goutte ensemence un ballon. Une dilution préalable peut être le premier temps de l'opération.
C. Méthode des cultures filtrantes. — Nous avons déjà dit (p. 12) que les microbes ne sont pas toujours retenus par les bougies de porcelaine, Chamberland ou autres. Camrier (1901)
NcEGELi, Vntersuehungen Uber niederen Pilze, 1878.
' Brefeld, Vntersuehungen Uber die Spaltpilze {B€u:illus subtilisa
' MiorEL. Organismes rivants de Vatmosptière, Paris, 1882; et Annales de l'Obscrv. de Montsouris. passim.
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a cherché à utiliser ce passage de certains microbes à travers les filtres pour isoler le B. d'Eberth des _.
autres microbes des eaux ou des selles. ^
Une culture impure contenant du B. d*Eherth placée dans une bougie, plongeant elle-même dans du bouillon nutritif, ensemencerait ce dernier, autour de la bougie, uniquement de B. d*Eberth, ce dernier passant à travers les pores de la bougie» grâce à sa grande mobilité. On verra (p. 417) que cette propriété n'est pas spéciale au B. d^Eberih,
Lesieur a repris cette question, dans notre Laboratoire. Le dispositif employé (fig. 107) se compose d'un tube d'Esmarch (A) contenant du bouillon (/) dans lequel plonge une bougie Ghamberland (B), petit modèle, marque F. On ensemence dans la bougie et on surveille le bouillon extérieur ; dès qu'il se trouble^ on fait les examens nécessaires pour constater la pureté de la culture.
Voici un tableau montrant la rapidité avec laquelle plusieurs microbes traversent ces bougies.
Fig. 107.
Méthode de Cambier. Dispositif de LesiBun.
En bouillon ordinaire. En milieu de Cambier.
Bacille d'Eberth. . .
en
leures
en
lactis aerogenes
B. pyocyanique. . .
B. vert de l'eau. . . .
K. mesentericus vulg.
B. diphtérique . . .
Actinomyces bovis .
EabouilloB
Eb milieu de Cambier.
M. urex -|- » 60 heures + » 3 jours
B. de la diphtérie aviaire -j- » lâO » ^ v 4 m
B. subtilis — 4- » 3 »
On voit que la plus ou moins grande rapidité de passage peut être utilisée pour isoler telle espèce, surtout le B. dEberth, le B. coli, le V. cholérique,
P. Garxot et Garnier ont utilisé le même principe pour leurs cultures entubes desabU. La (figure i08) montre le dispositif. Un petit tube de verre en T, avec une branche fine (B), reçoit du liquide de culture {/) sur une hauteur de 0«",10 environ. On projette lentement dans celui-ci du sable de quartz très fin, purifié par un séjour de quarante-huit heures dans l'aide chlorhydrique, bien lavé pendant plusieurs jours et calciné au four. La couche de sable (s) charge la grosse branche (A) sur une hauteur dé 0",10. On stérilise à lautoclave. Un bourron de coton de verre (G) empêche le sable de gagner la petite branche. Il faut verser le sable lentement dans le liquide pour éviter les bulles d'air. On ensemence le bouillon de la petite branche et on attend que le bouillon qui surmonte le sable se trouble.
Le Vibrion cholérique, le B. dTEberth, le B. de la psittacose, les Colibacilles passent rapidement.
Fîg. 108.
Cultures en tube de sable (Car- NOT et Garnier).
^v 49 Isolement sur les milieux solides. — G'est la. méthode de KocH * ; c'est la plus couramment employée. Le principe est simple. Si on ensenie'nce de ta gélatine ou deTa gélatine-gélose à l'état liquide, de façon que les microbes soient uniformé-
• KocH. Zur Untersuchung ton pafhogenen Organismen, Mittheil. aus dem kaiserl. Gesundheimte. 1881.
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ment répartis dans le milieu, et qu'on fasse solidifier celui-ci en couche mince, chaque microbe donnera une colonie pure, végétant à la surface, complètement isolée des autres. On peut alors en prendre une parcelle et avoir une culture pure en tube de gélatine ou en ballon de bouillon. Les temps de Topération seront donc toujours les suivants : 1*» liquéfaction au bain-marie de la gélatine ou de la gélatine-gélose ; 2P ensemencement avec une très petite quantité du produit à analyser bactériologiquement; 3** agitation pour répartir uniformément les germes; 4® étalage du milieu en couche mince et refroidissement; 5<> prise aussi hâtive que possible de chaque colonie qui sera réensemencée.
Il est cependant des cas où on procède autrement ; on ensemence, par de nombreuses stries, un milieu déjà solidifié, sans recharger Taiguille de platine ou la pipette. L aiguille fait des stries de moins en moins contaminées et les dernières donnent des cultures pures; nous dirons deux mots de ce procédé.
Enfin nous renvoyons aux chapitres de V Analyse de Veau, de laiTy de la tetre pour la description des appareils spéciaux.
A. Cultures sur plaques de Koch. — La méthode primitive de Koch, étalant la gélatine sur des plaques, n'est presque plus
Fig. 109.
Plaques de Koch dans leur boîte en cuivre.
employée, en raison de foutillage compliqué et embarrassant qu'elle nécessite et de son peu de sécurité comme asepsie. Nous devons cependant la décrire ; elle a servi à isolerle Vibrion cholérique.
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yons supposons d'abord qu'on emploie la géUUme. 11 Ta sans dire qne ce milieu n'isolera que les microbes régétant à + 2^; c'est ainsi qu'on ne saurait obtenir des colonies de B. diphtérique, de B. de ia morve ^ de Pneumocoque, etc., sur gélatine. Cest son grand défaut.
L'outillage nécessaire est le suivant :
î^ Des plaques de yeire de vitre rectangulaires de 10 centi-
Fig. 110.
Triangle de bois à vis calantes pour les cultures sur plaques
de gélatine.
mètres de largeur sur 14 de longueur ; lavées comme il a été dit au chapitre u (p. 29), et stérilisées par la chaleur sèche dans la boîte de cuivre représentée figure 109 ;
2<* Trois tubes de gélatine stérilisée ;
3^ Un triangle de bois à vis calantes (Gg. 110) ;
4<* Une plaque de verre dépoli, large et épaisse ;
Fig. ill.
Pelils bancs en verre pour les cultures sur plaques de gélatine.
5° Un cristallisoir recouvert d'une plaque de verre très large ;
6^ Un niveau à bulle d'air ;
7° Une cloche en verre ;
8** Un second cristallisoir coifTé d'un couvercle en verre;
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90 De petits bancs en verre (fig. ili) ;
iO® Du papier filtre et une solution de sublimé ;
il*' Une aiguille de platine ou plusieurs pipettes.
On dispose (fig. 112) le triangle de bois (A) sur une table et on le recouvre de la plaque de verre dépoli (B) qui reçoit ellemême le premier cristallisoir (C). Ce dernier est rempli d'eau froide ou de glace, jusqu'au bord et recouvert par la plaque de
Fig. 112.
Dispositif pour le refroidissement des plaques de gélatine dans ane
situation horizontale.
verre large (D). Celle-ci est rendue horizontale dans toutes ses directions au moyen des vis calantes et du niveau à bulle d'air. L'horizontalité est indispensable pour l'étalement de la gélatine sur les plaques (F) ; l'eau froide est destinée à hâter la solidification de la gélatine. La cloche (E) est placée sur la lame de verre. Toutes ces opérations préliminaires sont bien plus commodes avec l'appareil perfectionné de Roux (fig. 113). C'est un tambour métallique supporté par des vis calantes, avec deux ajutages latéraux disposés de façon qu'une circulation d'eau puisse se faire à l'intérieur du tambour.
11 faut ensuite préparer le second cristallisoir (à couvercle) qui recevra les plaques solidifiées et constituera une chambre humide aseptique et antiseptique. Les deux parties ayant été soigneusement lavées, on place dans le fond du cristallisoir
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une reuiile de papier ftltre laillée en rond. On verse dans le crislallisoir quelques centiimèlr«& cubes d'une solution de sublimé à -^ qu'on promène contre les parois et qui restera en imbibant le papier ; on fait de même poiur la cloche qu'on vido compI<''tenH^ntet qu'on place sur le cristailisoir.
Fi|î. 113.
Tambour métallique réfrigérant de Roux, pour les cultures sur plaques de gélatine.
Trois bancs de verre trempent dans une solution de sublimé, ainsi que trois bandes de papier filtre, plus étroites que les bancs et numérotées 1, 2, 3.
Il vaudrait mieux st«*riliser toute cette verrerie à la chaleur sèche.
Tout étant ainsi préparé, on retire avec une pince flambée une des lames de verre de la boîte en cuivre (fig. 109) et on la dépose (F) sur la lame nivelée (D) sous la cloche (E) (fig. 112). On liquéfie ensuite trois tubes de gélatine, qu'on maintient dans un bain-uiarie à + 30<^ pendant tout le temps de l'opération. (Ne pas ensemencer de la gélatine trop chaude, qui tuerait les microbes introduits.) On ensemence le premier avec une très fine goutte de semence et on l'agite avec soin. On porte une goutte du premier dans le second, qu'on agite aussi. Une goutte du second ensemence le troisième, également agité pour bien répartir les microbes. Ces tubes sont numérotés 1, 2, 3. On prend alors le premier, on le débouche, on flambe l'orifice, et on le verse sur la plaque (F) en soulevant légèrement la cloche (E\ La gélatine ne doit pas atteindre les bords de la plaque. Dès que la solidification de celle-ci est complète
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on la dépose perpendiculairement sur un des petits bancs recouvert de la feuille de papier filtre 1, qu'on a placé dans le cristallisoir à cloche (chambre humide). On opère de même successivement pour les trois tubes de gélatine qui forment trois plaques superposées et numérotées dans la chambre humide (fig. 114) qu'on porte à + 21°.
L'opération est terminée. On n'a plus qu'à attendre le déve-
Fig. lU.
Cris iallisoir coniena,nt les plaques de gélatine ensemencée.
Il devrait contenir 3 plaques superposées au lieu de i. I^s baudos de papier devraien être numérotées.
loppement des colonies, qu'on ira puiser avec une aiguille de platine ou une pipette (quelquefois avec l'aide de la loupe si les colonies sont très rapprochées), pour les ensemencer en tubes. A ce moment, on s'aperçoit d'un nouvel inconvénient des cultures sur gélatine ; plusieurs colonies la liquéfient et peuvent envahir la plaque en une nuit; celle-ci est alors perdue, l'isolement des colonies n'existant plus. Nous verrons à propos des analyses d'eau (p. 400) comment on peut se préserver de l'envahissement des colonies liquéfiantes. Habituellement, les plaques 1 et 2 sont trop riches, les colonies sont trop rapprochées pour qu'on puisse les saisir isolément; la plaque 3, contenant naturellement beaucoup moins de germes (dilutions successives), sera habituellement la meilleure.
On aura avantage, en été, à se servir de gélatine-gélose au lieu de gélatine (voy. p. 111). La gélose ne peut être employée.
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n'étant liquide qu'à des températures qui tueraient ou tout au moins atténueraient les microbes ensemencés.
On peut conserver longtemps les plaques de gélatine fixées à la période de développement qu'on désire observer plus tard. On trempe la plaque dans une solution concentrée dalun pendant dix minutes. On lave plusieurs fois de suite pour enlever les traces d'alun et on laisse sécher. Tout développement microbien est arrêté.
B. Cultures sur plaques en boites de Pétri. — Nous avons
décrit les boîtes de Pétri (p. 27, fig. i8). Ce sont des cristalli-
Fig. ilâ.
Colonies sur gélatine en boîte de Pétr (voy. p. 640).
soirs minuscules, à couvercles, stérilisés, conservés dans leur enveloppe de papier stérilisé, et recevant directement la gélatine liquide ensemencée. Les bords du petit cristallisoir retenant la gélatine rendent inutiles les appareils compliqués destinés à maintenir Thorizontalité . Le procédé par boîtes de
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Pétri a définitivement détrôné le procédé de Koch. La préparation des tubes de gélatine est la même que dans le procédé de Koch, mais chapun d'eux est versé dans une boîte de Pétri légèrement entr'ouverte. Une étiquette est collée sur chaque boîte. Les boîtes de Pélri peuvent être mises dans une chambre humide pour éviter la dessiccation de la gélatine, il sufiit de placer dans Tétuveun cristallisoir rempli d'eau. L'examen des colonies, leur prise se font d'après les principes généraux (fig. iir>).
^^ C. Cultures sur pl.\uues kx tubes de Roux. — Le tube de Roux est encore plus parfait que la boîte de Pétri, car il supprime toutes les chances de contamination du transvasement et permet donc la conservation à l'état de pureté des microbes à évolution lente. C'est un tube de verre long de 23 à 30 centimètres et large de 2 à 3 centimètres, sauf à la partie supérieure plus étroite (fig. 110). 11 est chargé d'une petite quantité de gélatine ou de gélatine-gélose, fermé à la ouate et stérilisé à l'autoclave (plusieurs séances sans pression). Au moment de l'utiliser, on fond la gélatine, on l'ensemence, on agile vivement, et on couche le tube sur le côté. La gélatine s'étend en plaques sans pouvoir pénétrer dans la partie étroite. Il est bon de coifTer le tube d'un capuchon de caoutchouc. On pourra naturellement faire des dilutions dans plusieurs tubes successifs.
Le procédé de Roux réduit l'opération à un seul temps, puisque c'est le tube même qui était versé sur la plaque ou en boîte de Pétri qui est couché et contient la plaque de gélatine.
Si on veut examiner à la loupe une colonie par sa surface libre, on coupe longitudinalemcnt le tube de verre parallèle-
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Fig. 116.
Tube de Roiupour cultures sur plaques de gélatine.
ment à la plaque de gélatine ; un des demi-cylindres contient la culture étalée.
La prise des colonies se fait comme dans un tube ordinaire.
L'inconvénient du tube de Roux réside dans la trop grande épaisseur de la gélatine au milieu de la plaque ; nombre de microbes sont inclus profondément.
On peut remplacer le tube par le flacon représenté (fig. 21] ; la gélatine s'étale en couche mince et égale.
D. Cultures, SUR plaques enroulées (méthode d'Esmarch*). — C'est le procédé de choix. La gélatine est enroulée le long des parois du tube. La couche de gélatine a ainsi une minceur très grande et uniforme.
Nous avons déjà parlé (p. 27) des tubes nécessaires à ce procédé et (p. 104, fig. 71) de la façon de les charger de gélatine. Il faut avoir de larges tubes à essai de la dimension des tubes à pomme de terre, mais sans étranglement. Ils sont stérilisés avec une très petite quantité de gélatine formant au fond un culot de 1 centimètre de hauteur au plus. On les liquéfie, on les ensemence, on fait une série de dilutions absolument comme dans les procédés précédents. La gélatine, une fois ensemencée et agitée, est enroulée. C'est là le point spécial de la technique. On bouche à la ouate, et on coiffe d'un large capuchon de caoutchouc. On couche alors le tube horizontalement en tenant chaque extrémité avec une main, et lorsque la gélatine n'est plus qu'à un centimètre ou deux du tampon, on imprime au tube un rapide mouvement de rotation sur son axe, de façon à enrouler la gélatine sur tout le pourtour des parois. Lorsqu'on voit que tous les points sont bien mouillés par la gélatine % on continue le mouvement de rotation sous un filet d'eau froide tombant d'un robinet sur le tube et s'éta-
• EsMARCH, Uber eine Modification des KocK sert Plattenverfahren; Zeitschrift fur Hygiène, 1H86.
' On peut s'aider de Taiguille de platine pour bien mouiller de gélatine toute la superficie du tube.
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lant sur lui. II faut porter alternativement toute la longueur tiu tube sous Teau froide et spécialement le fond du tube qui, au contact des doigts, se refroidit plus difficilement. Le capuchon de caoutchouc est indispensable pour empêcher le tampon de ouate d'être mouillé.
Jamais la gélatine ne doit toucher le tampon.
En quelques minutes la gélatine est solidifiée. Si Tenroulement est bien fait, la gélatine doit être répandue en couche si mince et si uniforme qu'elle est invisible. Le tube est étiqueté et porté à Fétuve.
On pourrait rouler, par la méthode d'Esmarch, les tubes de Roux précédemment décrits ; on serait plus sûr que la gélatine ne viendrait pas souiller la ouate.
L'examen des colonies (fig. 117), leur prise avec l'aiguille de platine ne présentent aucune difficulté avec la méthode d'Esmarch. On peut marquer d*un point à l'encre, sur la surface externe du tube, les colonies qu'on veut continuer à examiner; il n'en existe jamais deux superposées en épaisseur. L'inconvénient des cultures liquéfiantes subsiste naturellement comme dans toutes les cultures sur gélatine.
Fig. 117.
Tube d'Esmarch avec 3 colonies de Colibacille {a,a\à") etplusieurs petites colonies de microbes divers.
E, Cultures d'isolement par stries sur gélose. — On ne peut faire servir l'isolement par cultures sur gélatine à tous les besoins de la bactériologie . Le B, de Lôffler, le B. de la morve, le Pneumocope, et bien d'autres microbes, ne végètent pas aux températures inférieures à + 23<' où la gélatine reste solide. D'autre part, on ne peut ensemencer de la gélose à l'état liquide sous peine de tuer ou d'atténuer les germes de la semence, en raison de la haute température (+ 70<>) à laquelle se liquéfie ce milieu. On ne peut donc enrouler ou étaler de la gélose ensemencée. On se sert alors de la méthode suivante. On coule de la gélose dans une boîte de Pétri et on laisse
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refroidir. On fait alors, sur la surface de la gélose, avec l'anse de platine chargée de la semence, et promenée très légèrement, une série de stries disposées par exemple en quadrillage. L'anse de platine se dépouille des germes au fur et à mesure qu'on ressuie ainsi sur la gélose, et les dernières stries donneront des colonies suffisamment isolées.
On peut faire la même opération en faisant des stries succèssives sur plusieurs tubes ordinaires de gélose à surface oblique. Les derniers tubes ofTriront des colonies séparées.
On peut faire de même avec des tubes de sérum, ainsi que nous allons le voir.
Veillon épuise successivement la semence dans Teau de condensation de 3 ou 4 tubes de sérum ou de gélose, puis il incline les tubes pour que Teau ensemence la surface solide. La dilution favorise Tisolement des colonies.
V b^ Isolement par l'emploi de milieux spéciaux. — L'idéal ^ eh bactériologie, serait de posséder un milieu spécial à chaque espèce microbienne, permettant la végétation de ce microbe à Texclusion des autres. L'isolement serait alors facile. Si nous ne possédons pas de méthode générale aussi commode, nous savons cependant isoler certains microbes en nous servant de leur prédilection pour tel ou tel milieu ; pour certains même, la composition d'un milieu spécial est chose indispensable .
^ L'exemple le plus frappant de cette méthode est Tisolement du Bacille de Lôffler qui sert à faire le diagnostic bactériolo-
. ^ gique de la diphtérie (voir p. 631), et à obtenir, si on le désire, des cultures pures de ce bacille {voy. p. 611) Roux et Ykrsix
' recommandent l'ensemencement par stries sur des tubes de sérum gélifié (par la méthode que nous avons décrite page 92) avec une spatule de platine chargée d'une parcelle de fausse membrane. Le B. de Lôffler a la propriété de végéter beaucoup plus rapidement sur ce milieu que la très grande majorité des germes normaux de la bouche. On met les tubes à l'étuve à + 38<* et on les examine 15 à 20 heures plus tard (fig. 418). S'ils sont vierges de colonies, la fausse membrane ne contenait
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pas de B. de Lof fier ; s'il existe des colonies, on les examine,
on les réensemence.
C'est ainsi qu'on isole
facilement le microbe
de la diphtérie.
r Le Gonocoque pousse
1 volontiers la gélose de
j Wertheim(p. 112) ; son
i isolement s'elîectue-
1 ra de préférence sur
\£e milieu.
Le B. subtilis,\e Vibrion cholérique poussent en voile à la surface du bouillon : une parcelle de ce voile réensemencée aura des chances de donner une culture pure.
Le Vibrion cholérique pousse même en six à dix heures dans une simple solution salée de peptone (p. 89), c'est-à-dire avant le développement de la grande majorité des microbes des selles.
KocH a utilisé cette propriété pour faire rapidement le diagnostic du choléra et isoler son vibrion.
L'addition d'acide phénique (p. 106) à la gélatine empêche la pullulation des microbes liquéfiants des eaux, et permet la
Fijç. 118.
Isolement du B. de Lôffter sur sérum.
(Voy. p. 634).
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culture sur plaques d'Esmarch du B. coli et du B. cTEberlh qu'elles peuvent contenir (Ghantemesse et Widal^).
La carotte est le milieu que préfère le champignon du Muguet (Roux et Linossier, Vellat^). Le Streptocoque 'pousse très vite sur les milieux au touraillon (G. Roux, Chatin^).
Le Bacille de la tuberculose, au sortir des ganglions du cobaye, doit être isolé sur sérum gélifié et ne pousse sur gélose glycérinée qu'après un accTimalément à ce milieu.
Le même bacille, contenu dans les épanchements pleuraux, végète directement si on Tensemence sur sang gélose (voy. p. 112).
Est-il besoin de rappeler la préférence qu'a YAspergillus niger pour le liquide de Raulin (p. 80), et sa sensibilité aux moindres modifications de ce liquide, même à celles aussi insensibles que l'exposition dans un vase d'argent? Mais nous entrerions dans le domaine des champignons.
* Chantbmbssb et Widal, Recherches sur le bacille typhique^ Ârch. de physiologie, 1887, p. 252.
■ Roux et LiNOssiBR, Arch. de médecine expérimentale, 1890. — Ybll^t. Thèse de Lyon, 1892.
* Roux, Soc. de Biologie, 1889. — Gratin. Thèse de Lyon, 1893.
La découverte des microbes anaérobies, faite parPASTKURS en 1861, fut une véritable révolution scientifique. On croyait jusqu'alors que tout être vivant avait besoin d'oxygène libre pour vivre et pulluler. Pasteur montra qu'à côté des microbes aérobies, c'est-à-dire exigeant pour vivre une grande quantité d'oxygène libre, il y avait des microbes anaérobies pour lesquels Foxygène est un véritable poison, microbes ne poussant que dans un milieu complètement dépourvu de ce gaz. Les premiers anaérobies connus furent le Vibrion butyrique et celui du lactate de chaux. Pasteur décrivit aussi des microbes facultatifs pouvant indifféremment végéter à Tair libre ou dans une atmosphère privée d'oxygène.
Presque tous les microbes aréobies sont facultatifs. Voici un tableau comprenant les nomenclatures des principaux types de ces trois classes de microbes :
M. AÉROBIES
^ B. anthracis.
vB. de la morve,
etc.
M. FACULTATIFS
staphylocoque pyo-
gène.
Vibrion cholérique.
Streptocoque pyogène.
Bacille de Lôffler.
Bacille d'Eberth.
B. pyocyanique, etc.
M. ANAÉROBIES
Bacille de Nicolaïer.^
Vibrion septique.
Bacillus Chauvapî.
Vibrion butyrique, etc.
* Pasteur, Animalcules infusoires vivant sans gaz oxygène libre. C, R. Ac. des sciences 1861, p. 344.
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On voit, par ce tableau, que les microbes anaérobies actuellement connus tiennent déjà une grande place dans la pathologie infectieuse ; ils sont les agents des maladies les plus redoutables (tétanos, gangrène gazeuse, charbon symptomatique. pleurésies putrides, abcos gangreneux, etc.). (Voy. p. 799 la description de nombre d'anaérobies.) Ils sont d'ailleurs très répandus dans la nature. La plupart se reproduisent par des spores extrêmement résistantes. 11 suffira pour s'en procurer d'inoculer sous la peau d'un cobaye un peu de terre végétale, de vase chauffée à + 100<* pendant dix minutes (pour la débarrasser des microbes vulgaires). Le cobaye mourra, en vingtquatre ou trente-six heures, de septicémie gangreneuse ou de tétanos. L'ensemencement de la sérosité péritonéale donnera dos cultures pures de Vibrion septique dans le premier cas; riMisemcncoment du liquide de la plaie, dans le second, fournira aussi des cultures de Bacille de Nicolaïer, mais le plus souvent impures. On peut aussi se procurer du Baeillus butyriens en immergeant un haricot dans un tube à essai rempli aux 3/4 de gélose bouillante qu'on met à l'étuve à + 38<*.
En résumé : la gravité des accidents qu'ils engendrent, leur fréquence dans la nature, la résistance de leurs spores placent les anaérobies au premier nang des microbes pathogènes. Leurs exigences biologiques imposent une technique spéciale sur laquelle nous allons longuement nous appesantir. Nous supposerons d'abord l'élève en possession d'une culture pure d'un anaérobie pour décrire les procédés habituels de culture de ces microbes ; nous étudierons ensuite les méthodes d^isolement des anaérobies.
Une question théorique se pose avant d aller plus avant dans ce chapitre : l'anaérobie vrai se passe-t-il réellement d'oxygène ou l'emprunte-t-il aux substances du milieu nutritif qui en contiennent? Craint-il seulement l'oxygène libre ? On admet actuellement qu'un microbe peut vivre et se multiplier sans fixer aucune molécule d'oxygène. Il n'en est pas moins vrai que beaucoup d'anaérobies utilisent l'oxygène des substances nutritives qu'ils dédoublent par fermentation.
Il est facile de mettre en relief la différence dans les besoins
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en oxygène de différents microbes : il suliit pour cela d'examiner les cultures par piqûre sur un milieu solide d'un grand nombre de microbes. Le Bacille du charbon, par exemple (fig.
119, a) qui a beaucoup d affinité pour Toxygène, poussera abondamment à la surface de la gélose, et la vigueur de la culture diminuera progressivement 4e long du sillon de la piqûre à mesure que celui-ci s'éloignera de Tatmosphère. Le Bacille de la sepliccmie de la souris j au contraire, est anaérobie ; il ne se développera pas à la surface de Tagar, mais bien dans la profondeur de celui-ci et d'autant plus abondamment qu'on s'éloignera de l'atmosphère du tube (fig.
Ces deux colonies représentent deux cônes : le cône du microbe aérobie a la pointe dirigée en bas, et celui de l'anaérobie l'a dirigée en haut. La colonie du microbe facultatif a la forme d'un cylindre (fig. 119, c).
Cultures
sur
Fig. 119.
de microbes gélose.
a, culture d'aérobie. — b, culture d'aoaérobic — c, culture de facultatir.
j;; 1 . — Culture des anaérobies
Nous supposons qu'on veuille propager une culture pure de microbe anaérobie déjà isolé.
!<" Cultures dans les couches profondes des milieux exposés à l'air. — Certains anaérobies poussent dans les couches inférieures des liquides nutritifs qui remplissent des
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récipients suffisamment étroits et profonds (éprouvettes, tubes à essai, flacons, etc.)> ^ns qu*il soit besoin de faire le vide. Ce n'est pas un procédé à employer ; rexpérience prouve simplement que tous les anaérobies ne sontpas également exigeants et que certains supportent la présence d'une quantité notable d'oxygène.
LiBORius a préconisé (1886) la culture des anaérobies dans les couches profondes des miteux solides et particulièrement de la gélose peptonée.
2"» Cultures dans des milieux aérés mais isolés de Tatmosphère. — Un procédé de culture assez employé consiste à recouvrir (Tune couche de pétrole ou d'huile stérilisée de deux centimètres de hauteur le milieu nutritif liquide ou solide ensemencé. Il vaut mieux faire stériliser Thuile dans le récipient en même temps que celui-ci, vide ou déjà chaîné du bouillon, de la gélatine ou de la gélose ; ces milieux privés d'air pendant le chauffage ne peuvent le reprendre pendant le refroidissement, rhuile surnageant a la surface. On obtiendra ainsi facilement des cultures de Bacille de Nicolaier, de Vibrion cholérique, etc. L'huile même très pure est parfois émulsionnée au cours de la végétation de certains microbes, tels que le Vibrion cholérique; elle n*est cependant pas dédoublée, il n'y a pas production d% glycérine (J. Courmoxt et Dovox). Il est préférable d'employer V huile de vaseline, KocH a proposé de recouvrir la surface de la gélatine coulée sur plaques d'une mince plaque de verre ou de mica qu'on dépose sur la gélatine encore molle. Ce procédé n*est plus employé.
Z^ Cultures dans des récipients scellés à la lampe après ébullition des milieux nutritifs. — LebuUition chasse l'air contenu dans les milieux nutritifs: on peut alors fermer le récipient avant le refroidissement. Il n'y a aucun inconvénient à porter pendant quelques minutes à rêbullition du bouillon ensemencé avec des anaérobies à spores très résistantes tels que le Bacille deXicolaier ou le Vibrion sept ique. On se sert pour
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cela de pipettes munies d'un étranglement (a) comme le montre la figure 120 (A), qui sont stérilisées à + 450<> au four Pasteur. On chauffe le bouillon, la gélatine ou la gélose ensemencés, et on aspire dans la pipette après avoir cassé et flambé la pointe. Dès que la substance nutritive a atteint Tétranglement {a), on met le doigt sur l'ouverture supérieure, on relève le tube dans une position oblique et on ferme à la lampe Tétranglement, puis la pointe. Le tube complètement plein est figuré en <B). Cette méthode est un
Jt
Fig. i20.
Pipette pour conserver les
cultures anaérobies.
Af pipette vide. — B, pipette cliai^;ee et fermée.
Fig. 121.
Tube à essai pour la culture des
anaérobies.
A, tube rempli. — B, tube aprè§ la formcture de rétrauglemeut à la lampe.
excellent moyen de conserver pendant de longs mois en bouil-
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Ion des cuJUires anaérobies virulentes^ par exemple le Bacille de yieolaîer. On peut remplir ces tubes avec de la gélatine ou Se l'agar et les ensemencer ensuite par piqûre en cassant une pointe pour quelques instants. Des tubes à essai arec étranglement (fig. 121) remplis de bouillon, ensemencés et fermés à la lampe, même sans ébullîtion préalable, sufQsent pour cultiver les anaérobies peu exigeants. On peut en somme combiner les méthodes S** avec celles décrites à 2®.
4<> Cultures sur des milieux exposés à Tair mais additionnés de substances très oxydables. — Kitasato et Weyl J890) ont proposé d'ajouter à la gélose peptonée des substances très oxydables telles que : le formiate de soude, le sulfindigotale de soude, le p)T0gallate de potasse, le chlorhydrate d'hydroxy lamine, la résorcine, l'hydroquinone, etc. Dans le même but, Libobius ajoutait à la gélose une certaine quantité de glycose. Le milieu le plus employé est ainsi fabriqué :
Gélose peptonée i 000 grammes.
Glycose iO —
Sulfindigotate de soude i —
Cette gélose, de couleur bleu-noir, est coulée dans un tube à essai jusqu'à quelques centimètres du bord. L'ensemencement se fait par piqûre aussi profonde que possible, avec une longue aiguille de platine. Les tubes ensemencés sont mis à Tétuve à-{- 38<^. Au bout de quelques heures, des gas abondants se produisent, qui peuvent même faire sauter le bouchon de ouate. La gélose se décolore : le glucose et le sulfindigotate s'oxydent sous l'influence du développement microbien (le même phénomène se produirait à la longue sans culture] et s'emparent de l'oxygène dissous ; le tube bleu noir passe au jaune foncé, l'indigo bleu s'étant transformé en indigo blanc.
On peut également se servir, dans le même but, de gélose ordinaire additionnée de 0,5 p. 1000, de formiate de soude, ou colorée en violet par quelques gouttes de teinture de tournesol.
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b^ Cultures dans une atmosphère confinée dont l'oxygène est absorbé par des substances très oxydables. —
La substance oxydable n^est plus mélangée au milieu nutritif, comme dans la méthode précédente^ mais est déposée autour de lui dans Tatmosphère restreint d'un tube clos qui enveloppe le tube à culture.
II ANS BucHNER (1889) fait absorber l'oxygène par l'acide
Fig. iti.
Appareil de H. Bucuner.
Fig. 123.
Appareil de Tuuno.
pyrogallique (fig. 122). Le petit tube (A) chargé d agar ensemencé avec i'anaérobie, bouché à la ouate, est soutenu dans le grand tube (B) par un support en fil de fer (G) ou un ressort à boudin. Une solution alcaline d'acide pyrogallique (1 gramme d'acide pyrogallique dans 10 centimètres cubes d'une solution de potasse caustique à 10 p. 100) est versée dans le tube (B) qui est fermé à frottement par un bouchon de caoutchouc. Le tout est mis dans une étuve à + 30<». De légères secousses imprimées fréquemment au tube activent
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Tabsorption de Toxygène. Buchner a pu cultiver ainsi le Vibrion septique.
TuRRO (1902) emploie le dispositif représenté figure 123. lî s'agit d'un tube à culture (a) dont le col (c) est entouré d'un ballon (b) destiné à contenir Facide pyrogallique.
6^ Cultures dans des milieux dont l'oxygène est absorbé par des miorobes aérobies. — Vutilisation de V oxygène libre par les microbes aérobies peut faciliter la culture des anaérobies ; les aérobies remplissent le rôle de substance oxydable. Dès 1886, LuoMUS avait oMen» éss cultures anaérobies sur gélatfne recouverte d'une culture des microbes de la putréfaction. Roux (1887) a institué Texpérience de la façon suivante :
On met dans un tube à essai bouché à la ouate quelques centimètres cubes de gélose ; on fait bouillir et refroidir rapidement dans l'eau froide. On ensemence Tanaérobie par piqûre aussitôt la solidification effectuée. On verse sur la gélose une petite quantité de gélatine liquide qu'on laisse également solidifier. On verse ensuite sur la gélatine quelques gouttes d'une culture d'aérobie, de Bacillus subtilis par exemple. On ferme le tube à la lampe et on dépose dans Tétuve à + 38<>. L'aérobie consomme tout l'oxygène et l'anaérobie se développe bien. 11 faut casser le tube pour prélever de la semence anaérobie non contaminée parle B. subtilis.
Cet inconvénient n'existe pas avec le dispositif représenté figure 124 et dû à Salomonsen. Le petit tube (A) chargé de gélose est destiné àlanaérobie ; le grand (B), chargé de bouillon, est ensemencé avec un aérobie. On ferme à la lampe en (a) J. CouRMONT et Nicolas* sont arrivés, les premiers, à cultiver un
Fîg. Ii4.
Dispositif de Sa-
LOMONSEN pour
la culture des anaérobies en présence d'un aérobie.
J. CouRMONT et Nicolas. De Vinfluence de certains microbes aéro-
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anaérobie (le Vibrion septique) à l'air libre, dans du bouillon étalé en couche mince mais contenant en même temps un microbe aérobie (un diplocoque) qui absorbai troxygène (le bouillon en était dépourvu malgré sa grande surface d'exposition à Tair) . Toutes les cultures mixtes d'un aérobie et d'un anaérobie ne donnent pas ce résultat : ainsi le mélange du Vibrion septique et du Staphylocoque pyogène ne laisse pas pousser l'anaérobie parce que le staphylocoque sécrète des substances solubles qui entravent la pullulation du Vibrion septique. Ces expériences expliquent bien la végétation possible des anaérobies dans la nature.
Toutes les méthodes précédentes ne sont pas essentiellement pratiques ; la plupart constituent simplement des expériences curieuses*. Celles que nous allons décrire sont au contraire journellement employées dans les laboratoires; elles sont toutes basées sur l'extraction mécanique de l'oxygène des récipients destinés aux cultures d'anaérobies.
1^ Cultures dans une atmosphère confinée dont Tair a été refoulé et remplacé par un gaz inerte. — Un appareil à faire le vide n'est pas indispensable pour chasser l'air d'un récipient à culture. 11 peut être remplacé par le refoulement de Vair à l'aide d'un gaz inerte. Wurtz a proposé, en 1889, l'artifice suivant : on charge de gélose un tube à essai et on le bouche par un bouchon de caoutchouc muni de deux tubes de verre (A) et (B) (fig. 125). Le tube (A) effleure la gélose et est embranché sur un tube de caoutchouc qui amène du gaz d'éclairage. On fait passer le courant de gaz pendant cinq minutes en môme temps qu'on fait bouillir la gélose à l'aide d'un bec Bunsen pour empêcher qu'elle ne s'imprègne de gaz. Au bout de cinq minutes on verse par le petit entonnoir (B) 1 ou 2 centimètres cubes de pétrole stérilisé. On enlève le bou-
bies sur la conservation et la végétation des anaérohies, Arch. de physiologie, juillet 1894.
* Voy. p. 606 rutilisation de ce procédé pour obtenir en graod la culture du B. de Nicolaïer à l'air libre.
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chon de caoutchooc et on Je remplace par un tampon de ouate. Pour ensemencer, on incline le tube de faron à mettre à nu la moitié de ia surface de la gélose, et on fait la piqûre au moyen d'nn Gl de plaline monté sur la paroi d'un tube en Terre C en rapport lui-même par un tuyau J)) arec une con-
Fijr. Ii5.
Appareil de \\ urtz pour la culture des anaérobies dans un gaz inerte de gaz d éclairage).
Fig. 126.
Appareil de Roux pour la culture des anaérobies dans un gaz inerte.
duite de çaz qui reste ouverte pendant tout le temps de lopération.
Pasteur avait déjà employé Tacuir carbonique dans le même but. Ce gaz, ainsi que le gai d'éclairage, peuvent être nuisibles à la culture de plusieure microbes iFr.cnkel, Kladakis, 1890) et doivent donc être rejetés de la technique générale.
Rurx a indiqué un procédé beaucoup plus simple de refoulement de laîr par un caz inerte. La gélatine nutritive est contenue dans un tube à essai, élire à sa partie supérieure en un tube assez mince pour qu'il soit facilement fermé au chalumeau, <»l fermé i^r un tampon de coton f\2. 126). On liquéfie
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la gélatine dans un bain d'eau chaude, on fait pénétrer Â^ravers la ouate jusqu'au fond de la gélatine un tube de petit calibre, une pipette courbée qui amène un courant de gaz prive d'air. Ce petit tube a été stérilisé ; il porte un tampon de coton pour filtrer le gaz à son arrivée. Lorsque le gaz a suffisamment barboté dans la gélatine, on soulève le tube à la surface de la gélatine qu'on laisse refroidir. Le gaz continue à passer. On ensemence par piqûre. On soulève le petit tube au-dessus de l'étranglement qu'on ferme à la lampe. Il n'y a pas d'air dans un tube ainsi préparé.
8^ Cultures dans le vide obtenu par aspiration. — La
méthode la plus employée et la plus commode consiste à faire le vide dans les j-écipients destinés à cultiver les anaérobies. C'est d'ailleurs la seule qui permette d'analyser les gaz produits par les anaérobies.
A. Machines pneumatiques. — Toutes les machines pneumatiques peuvent servir à faire le vide dans les récipients à cultures. 11 sera utile d'intercaler sur le tube en caoutchouc qui relie le récipient à culture (A) à la chambre de l'appareil (B) un tube de verre en T (C), dont la branche inférieure sera munie d'un tube de caoutchouc (D) à parois suffisamment épaisses pour tenir le vide, et lui-même fixé à un autre tube de verre (E) long de 90 centimètres environ et plongeant dans un vase rempli de mercure (F) (fig. 127). Le tube (E) constitue un tube barométrique qui permettra d'apprécier la perfection du vide obtenu ; il servira aussi à introduire un gaz inerte dans le récipient à culture (A) (voir 9^). 11 est.facile de modifier ainsi soi-même une machine pneumatique quelconque.
La trompe à eau donne un vide moins parfait que la machine pneumatique, mais toijyours suffisant pour cultiver les microbes les plus anaérobies. Nous nous servons d'une trompe, à enveloppe métallique, placée dans le sous-sol, et actionnée par l'eau d'un réservoir situé 19 mètres plus haut. La conduite d'eau p^sse par le laboratoire où elle est munie d'un robinet qui permet de mettre l'appareil en marche. Le .tube tenai\tie
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vide se branche en T sur un tube horizontal où s'insèrent plusieurs robinets munis de forts tubes de caoutchouc ; il est surmonté d*un manomètre. On peut ainsi faire le vide en môme
Fig. 127.
Adaptation de la machine pneumatique à la culture des anaérobies
dans le vide ou dans un gaz inerte.
temps dans un grand nombre de récipients. Les deux extrémités sont reliées à des générateurs d'hydrogène ; les deux robinets extrêmes sont à voie en T pour pouvoir faire pénétrer rbydrogène après le vide obtenu.
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Nous avons aussi des trompes métalliques adaptées directement aux robinets des laboratoires. Pour augmenter leur puissance (faible en raison du voisinage du réservoir du toit), nous avons ajusté, à la partie inférieure de la trompe, un tube en plomb de vue, de 0"*,01 de diamètre qui descend jusque dans le sous-sol.
Certaines installations (fig. 128) ont un récipient de sûreté (R)
Fig. 128. — Trompe avec récipient de sûreté R, G.
interposé entre la trompe et le tube à vide (R), pour éviter les refoulements d'eau dans ce dernier. On peut y suppléer en plaçant de suite après la trompe un flacon à deux tubulures.
B. Récipients. — On peut se dispenser d'avoir des récipients spéciaux pour les cultures dans le vide. Il suffirait de placer ceux qui ont été décrits pour les cultures aérobies sous des cloches à vide ordinaires. On compléterait le vide pneumatique obtenu, par l'addition d'un vase contenant un milieu avide d'oxygène, l'acide pyrogallique par exemple.
Le grand inconvénient de ce dispositif tient dans la difficulté de transporter la cloche dans l'étuve et de trouver une sub-
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stance d*ajutage qui maintienne la fermeture hermétique des joints à + ZT,
On peut aussi utiliser Tétuve à vide de Wiesnceg, |n représentée page 845, figure 371. ■ Aussi préfère-t-on faire directement le vide dans
les récipients eux-mêmes. Les récipients destinés aux cultures qui pousseront dans le vide, doivent remplir une condition essentielle : ils auront des R H parois suffisamment épaisses et des ajutages assez
parfaits pour pouvoir tenir le vide sans se briser, a. Récipients à cultures anaérobies liquides. — On se servait autrefois du tube Pasteur simple ou double (fig. 9). Nous employons continuellement la pipette à boule * (fig. 129) munie de plusieurs rétrécissements séparant deux ou trois bouchons de ouate. Ce petit appareil peut servir autant de fois qu'il possède de rétrécissements et de tampohs ; il est très commode. I^ forme courbée de sa pointe effilée a cependant Tinconvénient de le rendre encombrant dans une étuve et par conséquent fragile. 11 est bon d'avoir dans la chambre étuve une petite caisse dans laquelle sont placées (la pointe effilée en bas, pour que la culture ne touche pas le coton) toutes les pipettes à boule. Nous avons fait construire une planche à supports, spéciale pour cet usage.
Pour charger un tube Pasteur ou une pipette à
boule {préalablement stéri-
___^_^^^^,„^_«___ lises au four
Pasteur ou à
Fig. Ii9. Tautoclave), il
Pipette à boule pour la culture des anaérobies faut d'abord
en bouillon. ensemencer le
* Il faut nécessairement introduire les tampons de ouate successivement avant de faire les rétrécissements suivants. C'est donc le fabricant de pipettes qui doit placer le coton.
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liquide nutritif dans un petit ballon ordinaire comme s'il s'agissait d'une culture aérobie. On casse alors avec une pince l'extrémité du tube effilé *, on flambe avec soin la surface extérieure de ce dernier sur une hauteur de plusieurs centimètres, on attend quelques secondes le refroidissement, et on plonge le tube ouvert dans le petit ballon de bouillon ensemencé. On aspire avec la bouche jusqu'à ce que le liquide ait rempli les deux tiers de la boule ou la moitié du tube Pasteur ; on applique alors le doigt sur l'orifice supérieur, on retire l'appareil, on l'incline, la pointe dirigée vers le haut, de façon à ce que l'extrémité du tube soit privée de liquide, et on ferme de nouveau à la lampe la pointe du tube effilé. On adapte alors le tube supérieur au tube de caoutchouc de la machine pneumatique ou de la trompe, et on applique sur cet ajutage une ligature bien serrée au moyen d'une petite lanière coupée dans une bande plate de caoutchouc. Un peu de vaseline facilitera l'entrée du tube de verre dans le tube de caoutchouc lorsque les parois de ce dernier seront trop rigides. 11 va sans dire que l'orifice supérieur des tubes Pasteur ou de la pipette à boule doit avoir des bords plutôt rentrants qu'évasés; un léger rétrécissement facilite la ligature.
L'appareil ainsi mis en place, on fait le vide. Bientôt (s'il n'y a pas de fissures dans l'ajutage), de nombreuses bulles d air se détachent des parois du tube et viennent éclater à la surface du bouillon. Le liquide nutritif se purge donc d'air, par cette méthode, sans qu'on ait besoin d'avoir recours à l'ébullition à + iOO". On peut activer l'opération en chauffant très légèrement le liquide ; il suffit pour cela de serrer la boule dans la main ; les bulles d'air se précipitent avec rapidité ; ce petit artifice est souvent indispensable pour dilater et chasser la bulle d'air qui .se trouve presque toujours à l'extrémité effilée de la pipette à boule ; le liquide prend sa place et choque le fond du tube avec un bruit perceptible qui indique le vide. Lorsque celui-ci
* Il est bon, lorsqu'on se sert de tubes Pasteur, d'écarter la branche eflilée du corps du tube, qui Tempêcherait de plonger dans un ballon. Cela est très simple en ramollissant la soudure à la lampe d'émailleur.
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est aussi parfait que peut le fournir l'appareil employé, on scelle à la lampe le rétrécissement le plus rapproché de la machine pneumatique et la culture est prête à être mise à Tétuve. Il faut avoir soin de fermer le robinet qui commande le récipient, avant de sceller ce dernier. Le rétrécissement sera étiré avec une rapidité suffisante pour empêcher Tair atmosphérique de crever le verre et d'envahir le tube ; il se produit presque toujours une petite dépression en ombilic qui témoigne de la réalité du vide.
11 doit toujours rester un tampon de coton dans le tube Pasteur ou dans la pipette pour permettre de réensemencer plus tard avec pureté la culture obtenue. Supposons que Télève veuille propager une culture anaérobie ayant végété en pipette à boule : i^ Il faut d'abord briser avec une pince l'extrémité scellée qui avoisine le tampon de coton ; Tair se précipite dans le tube; mais, liltré à travers le coton, retenu par Tétranglement, il ne peut contaminer le bouillon. Ce premier temps est indispensable ; si on ouvrait d'abord Textrémité chargée de liquide, Tair pénétrerait directement dans celui-ci et le souillerait de tous les germes qu'il contient, en même temps qu'il le projetterait contre le coton ; 2° Le second temps consiste à déboucher un petit ballon stérilisé qu'on place dans un cristallisoir; 3<> Le troisième temps est le plus délicat : il faut stériliser le tube effilé jusqu'au coude, en le passant plusieurs fois dans la flamme d'un bec Bunsen, tout en ayant soin de ne pas trop chaufîer le liquide de culture dont les microbes ne doivent être ni lues, ni atténués. On casse alors la pointe avec une pince flambée, et on l'introduit immédiatement dans le petit ballon qui roroit toute la culture ; ki"-' L'ensemencement se fait alors comme pour les cultures aérobies, et ainsi de suite. Le cristallisoir est destiné à recevoir les quelques gouttes de culture qui peuvent tomber de la pipette avant son introduction dans le ballon et qui souilleraient le laboratoire ; la stérilisation du tube jusqu'au coude est utile dans les cas où, la pipette étant tenue la pointe en l'air, une goutte de culture viendrait couler sur la surface extérieure jusqu'au coude qui est la partie la plus déclive, et retomberait ensuite dans le petit
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ballon ; de cette façon, la goutté rie peut être contaminée.
Une simple pipette est plus commode que la pipette à boule, si on n'a pas besoin d'une quantité notable de culture, par exemple lorsqu'on veut simplement propager un anaérobie sans l'inoculer. 11 faut alors faire des pipettes avec des tubes de 10 millimètres de diamètre en verre un peu
fort. |ji manoeuvre est
la même. La figure 130
nous dispense de toute
description. La pipette
simple peut aisément se
faire au laboratoire ; elle
est en outre moins friable à l'étuve, si on a
soin de la fermer aussi
près que possible du
corps.
On peut faire des cultures liquides dans le
vide avec un tube à essai
quelconque (fig. 131,
!^ A), pourvu que ses pa-
W rois soient suffisamment
Il épaisses. Il est stérilisé
avec un tampon de ouate, chargé de bouillon et ensemencé.
On remplace alors le tampon de ouate par Un bouchon de caoutchouc (C) percé d'un orifice central, lequel donne passage à un tube de verre (B) muni d'un tampon de ouate situé entre deux rétrécissements. Le bouchon de caoutchouc a été stérilisé dans la solution de sublimé à 1 p. 100; le tube de verre a été
Dispositif pour les cultures anaérobies en bouillon dans des tubes à essai.
Le tttboBMt scellé, le vide ayant été fait.
Fig. 180.
Pipette pour cultiver les anaérobies dans le vide.
A, pipette prèle i servir. — B, pipette contenant la culture dans le vide.
too
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Stérilisé' psu" la chaleur. La fermeture est rendue hermétique par un vernissage à la gutta-percha (dissoute dans le chloroforme) ou' au moyen de cire à cacheter. On opère alors exactement comme avec un tube Pasteur ou une pipette à boule, et on ferme le tube de verre à la lampe. .
Les dispositifs précédents ne permettent pas d*obtenir des cultures liquides en grandes quantités, comme cela est nécessaire dans certains cas (exemple:
la préparation des toxines du Bacille de Sicolaier en vue de Timmuniftation des grands animaux pour la récolte du sérum an ti toxique). On se servira alors de grands flacons de un ou deux litres (fig. 132). \Lïi bouchon en caoutchouc (h) livre passage à un tube de verre (c) présentant deux étranglements entre lesquels est, pour plus de sûreté d*asepsie lors de l'ouverture, un tampon d'ouate.
Un second tampon d'ouate (a) volumineux ferme le goulot au-dessous du bouchon et suffirait à filtrer Tair de rentrée, lors de Touverture. Les joints du bouchon sont enduits de cire d'Espagne. Les temps de l'opération sont exactement les mêmes que pour le tube à essai fermé avec un bouchon de caoutchouc. Le tube (c) sert à faire le vide et est fermé à la lampe.
J'ai fait construire, chez Alvergniat, trois récipients en verre destinés à obtenir de grandes cultures liquides, ou à contenir plusieurs récipients ordinaires, ou à conserver des toxines dans le vide. Je voulais pouvoir constater journellement l'existence du vide, au moyen du manomètre, et pouvoir compléter ce vide, sans démonter l'appareil ; je voulais pouvoir prélever des toxines et refaire immédiatemont le vide. 11 fallait, pour cela, des récipients tout en verre,
Fig. 432.
Grand flacon disposé pour là culture en bouillon d'un anaérobie.
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munis de manomètres et de robinets à vide en verre rodé.
Je ne décrirai ces récipients qtie très rapidement. Ils sont fragiles, délicats à ^^c^
manier, et ne peuvent être mis entre les mains des élèves.
Le premier ( fig .
133) est un llacon de G
2 litres (A), surmonté d'un bouchon en verre rodé (B). Le goulot du flacon dépasse le bouchon, formant un petit entonnoir (C). Le bouchon est creux et donne accès à un tube recourbé (D) muni d'un manomètre (M) et d'un robinet à vide (E), lequel est surmonté d'un petit entonnoir et est fermé en bas par un petit réservoir (G).
Le récipient sert aux cultures liquides en grand. On stérilise le flacon à part, avec le liquide nutritif, en recouvrant Torifice avec un capuchon de papier à filtrer. On ensemence. On adapte le bouchon (B), préalablement flambé et enduit d'un des corps gras isolants, employés en physique à cet usage (cire et manne par exemple). La cavité du bouchon est remplie par un tampon de coton de verre (6) retenu par une saillie (c) du bouchon. On remplit de mercure les entonnoirs (G) et (E). On adapte l'extrémité de (D) à un appareil pneumatique. On ferme le robinet (E) et on met à l'étuve. Si le manomètre indique l'affaiblissement du vide, on recommencera la manœuvre.
Le second (fig. 134) est destiné à conserver les toxines dans
Fig. 133.
Récipient pour les cultures
anaerobies, avec manomètre.
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le vide. Le séjour dans la glacière rend le vide beaucoup plus facile à conserver. La figure dispense d'une longue description. C'est lappareil précédent avec en plus, un tube (T) plon-
Fig. 134.
Récipient pour conserver les toxiîies dans le vide, avec manomètre.
géant jusqu'au fond dans le liquide, et une seconde branche (S), munie d'un robinet (E'), et à laquelle on peut adapter un tube de caoutchouc (S) muni d'une pipette en verre (P). On stérilise l'appareil, en entier, y compris le bouchon, on graisse les robinets, on remplit les entonnoirs de mercure. On ouvre les deux robinets et on adapte l'extrémité du tube (S) îiu
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caoutchouc qui part de la tétine de la bougie à filtration (p. 63 fig. 48). L'opération terminée on enlève ce caoutchouc
et on le remplace par Tajutage (N). On fait le vide par (D), on ferme les deux robinets. On met à la glacière. Quand on veut prélever de la toxine, on ouvre successivement les deux robi-
Cloche pour maintenir dans le vide des
récipients ordinaires (T, F). L=: liège.
L'ajulagc du couvercle A' sur le corps du bas A esl mal représenté. 11 est, en réalité, constitué par 2 anneauK rodés, comme dans les cloches ordinaires à ride.
Fig. 136.
Dispositif pour les cultures an aérobies sur gélatine dans des tubes à essai.
nets (E) et (E'). L'air est filtré par le tampon de ouate (0, on casse la pipette (P) ; on souffle par (D); on recueille la quantité voulue de toxine; on referme la pipette; on refait le vide.
Le troisième (fig. 135) est une espèce de cloche destinée à contenir plusieurs cultures.
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b. Récipients à cultures anaérobies solides, — Ils sont identiques pour la gélatine, la gélose ou le sérum. Nous nous servons habituellement d'un simple tube à essai (fig. 136, A) muni d*un bouchon de caoutchouc (C) auquel est adapté un
Tube de Roux pour la culture des anaérobies sur milieu solide.
Fig. 138.
Le tube de Roux de la Ggure 137, au moment de faire le vide.
tube de verre à deux rétrécissements (B) bouché, à la ouate, comme il vient d'être dit (p. 199), pour les cultures liquides. On enduit le bouchon de cire à cacheter ou de gutta-percha dissoute dans le chloroforme ; on fait le vide et ou ferme à la lampe (fig. 136). Ce procédé est simple et économique.
Le tube de Roux (fig. 137) est un tube à essai surmonté d'un tube plus étroit (B) muni d'une branche latérale (A) ; deux tampons de ouate ferment les orifices.
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Après stérilisation au four, ce tube est chargé de gélatine jusqu'au quart inférieur avec un entonnoir capillaire ; on replace le tampon supérieur et on stérilise à la chaleur humide comme toute gélatine. On ensemence par piqûre à
Fig. 139.
Tube de Roux pour culture des anaérobies sur pomme de terre.
Tube de Roux contenant une culture sur pomme de terre dans le vide.
travers le tube (B) et on le ferme à la lampe (fig. 138). On fait alors deux étranglements autour du tampon du tube (A) qu'on adapte à la machine à faire le vide. Celui-ci fait, on ferme à la lampe. Nous préférons le simple tube à essai fermé par un bouchon de caoutchouc, lorsqu'on ne veut pas faire circuler le gaz inerte.
Pour faire des cultures anaérobies sur pomme de terre, on peut encore se servir d'un gros tube à essai disposé comme dans les cas précédents. Roux soude à son tube à pomme de terre, au-dessous de l'étranglement, une branche latérale (a) avec un tampon de ouate entre deux rétrécissements (fig. 139).
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On ensemence la pomme de terre, on hmmtt à la lampe la partie supérieure, on fait le vide par la branche lÉtfnlt qu'on ferme aussi (lig. 140).
9^ Cultures dans le vide comblé par un gas inerte. —
Les méthodes de culture où le vide est obtenu par une
Fig. 141.
Gazomètre à hydrogène.
machine pneumatique, sont très largement suffisantes dans rimmense majorité des cas. Cependant les milieux solides conservent une assez grande provision d'air qui peut nuire au développement de certains microbes ; il est recommandé de chasser cet air, avant solidification, et par conséquent avant Tensemencement, au moyen du barbotage d*un gax
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inerte ; c'est le refoulement combiné avec Faspiration mécanique. On peut ainsi arriver à faire le vide avec des appareils assez imparfaits. On se servira toujours d'hydrogène comme gaz inerte ; Tacide carbonique, le gaz d'éclairage pouvant nuire au développement microbien.
Le gazomètre à hydrogène le plus simple est le suivant: deux grands flacons de Mariotte (fig. 141) sont unis (f) parleur tubulure inférieure de façon à constituer un récipient en U étranglé à sa partie inférieure. Le flacon (A) n'est pas bouché ; le flacon (B) est muni à sa partie supérieure d'un bouchon de caoutchouc percé d'un orifice livrant passage à uu robinet (a). Au fond du flacon (B) sont rangés verticalement, et se touchant tous, des fragments de tube de verre plein (agitateurs) de 10 centimètres de hauteur environ {b] ; sur eux reposent les fragments de limaifle de zinc (c). Le robinet (a) étant fermé, on remplit le flacon (A) avec de Teau acidulée, avec de l'acide sulfurique ou chlorhydrique (une partie d'acide sulfurique à verser doucement dans huit parties d'eau en remuant pendant quon verse). On ouvre le robinet {a) : le liquide se répartit dans les deux flacons qui sont à moitié pleins, d'après le principe de la répartition des liquides dans les vases communicants. On ferme le robinet (a). Le zinc trempant dans l'eau acidulée, l'hydrogène prend naissance et refoule l'eau au-dessous du zinc ; on ouvre alors le robinet pour purger d'air le flacon (B) ; le liquide remonte, engendre de l'hydrogène, et ainsi de suite à deux ou trois reprises. Lorsque le flacon (B) contient de l'hydrogène pur, l'appareil est prêt à fonctionner ; il suffira de mettre en rapport le tube qui part du robinet {a) avec le récipient à
Générateur d'hydrogène
de Jorfjensen.
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culture où le vide a été fait pour que le gaz envahisse ce dernier. L'hydrogène se formera au fur et à mesure des besoins.
JoRGRNSEN a montré qu'on pouvait fabriquer très économiquement un générateur d'hydrogène (fig. 142). Un verre de lampe ordinaire est Oxé à l'aide d'un bouchon perforé (a) dans une éprouvette à pied contenant la solution d'acide sulfurique f j-) avec deux gouttes d'une solution de chlorure de platine. En (6) est une lame de plomb perforée et couverte de mousseline pour supporter les petits morceaux de zinc. Le bouchon (c) en caoutchouc doit fermer très exactement. L'hydrogène passe dans un flacon laveur (e) contenant une solution alcaline d'acide pyrogallique (1 partie d'une solution aqueuse d'acide pyrogallique à 25 p. 100, mélangée à 10 parties d'une solution de potasse à 60 p. 100), pour enlever toute trace d'oxygène (Salomonsen).
Si on tient à avoir un hydrogène absolument pur, on le fera passer dans une série de flacons laveurs contenant eau, potasse, azotate d'argent, acide sulfurique, avant de l'envoyer dans le récipient à culture.
Le tube en T que nous avons adapté à la machine pneumatique ordinaire (p. 194) ou les deux robinets extrêmes de notre pompe (p. 195) serviront à amener le gaz, les robinets en cuivre de la trompe étant percés en T à trois voies. La manœuvre est la suivante : on fait le vide, puis on remplit le tube à culture avec un courant d'hydrogène ; on refait le vide et ainsi de suite quatre ou cinq fois. On peut laisser la culture dans l'hydrogène en fermant le tube pendant qu'il est plein de ce gaz.
Pour les cultures en milieu solide, il faut faire pénétrer (le faire barboter serait mieux) l'hydrogène sur la gélatine ou la gélose avant la solidification, et ensemencer, après celle-ci, dans le courant de gaz inerte. Supposons qu'on utilise le tube de Roux (fig. 137) : on le ferme en (B) après stérilisation de la gélatine. On fond la gélatine dans un bain-marie à une température aussi basse que possible, et on adapte (A) à la machine pneumatique. On fait pénétrer l'hydrogène à deux ou trois reprises en laissant entrer davantage de gaz toutes les
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fois que rébullition devient trop tumultueuse. On laisse refroidir le tube en le maintenant en communication avec le gazomètre. Lorsque la gélatine est solidifiée, on élève le flacon à eau du gazomètre de façon à produire une légère pression dans l'intérieur du tube. On casse alors la pointe (B) dans la flamme d'un bec Bunsen ; le gaz sous pression s'échappe et empoche l'entrée de Tair. On en profile pour Tensemencement avec une aiguille de platine pénétrant à travers Torifice (B) qu'on referme immédiatement à la lampe. On ferme ensuite (A) après avoir chassé ou conservé l'hydrogène.
Si on tient à faire barboter le gaz dans la gélatine, il suffit d'avoir deux tubes pénétrant dans le récipient à culture, le tube d'arrivée plongeant au fond. Il en sera de même pour le bouillon. Ce dispositif est dessiné figure 132.
Salomoksen se sert, pour faire passer un courant d'hydrogène dans une culture liquide, du tube dessiné figure 143. La partie destinée à la culture mesure iO centimètres de long sur 2 centimètres de diamètre. L'ensemencement se fait par le tube vertical, fermé à son extrémité par un bouchon tubulaire en caoutchouc (a) ; Thydrogène a accès par le tube courbe, muni en (6) d'un tampon d'ouate. Des rétrécissements arrêtent les tampons. On ferme à la lampe dès qu'on arrête le passage du gaz.
Fig. 143.
Tube de Salomonsen pour la culture des anaérobies dans un gaz inerte.
10^ Cultures anaérobies sous le mioroscope. — On a vu (ch. V, p. 156) comment on peut cultiver un microbe aérobie sous le microscope. Pour examiner le développement d'un anaérobie, on peut sceller simplement une goutte de culture
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entre une lame et une lamelle avec du baume de Canada ou de la paraliine. On utilisera de préférence la cellule de Geissler (fig- 104) dans laquelle on fera passer de Thydrogène et qu'on sceHera aux deux bouts, ou mieux encore la chambre à gaz de Hanvier (fig. 144). C'est une chambre humide de Ranvier ordinaire avec deux tubulures latérales qui permettent de
Fig. 144.
Chambre humide de Ranvier pour la culture des anaérobies
sous le microscope.
faire circuler un gar inerte dans la rigole qui entoure la goutte de culture. On pourrait se servir de la chambre humide de Ranvier ordinaire en mettant dans la rainure quelques gouttes d'un liquide réducteur (pyrogallate de potasse, formiate de soude, etc.).
On a également construit des platines chauffantes avec deux tubulures permettant d'amener un gaz inerte dans la cavité centrale.
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Nous supposons maintenant qu'on veuille obtenir une culture pure d'un anaérobie mélangé à d'autres microbes dans le sol, dans un produit pathologique quelconque, dans une culture mixte, etc. Les méthodes d'isolement des anaérobies doivent être bien connues puisqu'elles seront la base de toute recherche concernant ces microbes.
ISOLEMENT PAR CULTURES LIQUIDES
10 Isolement par la chaleur. — La plupart des anaérobies pathogènes {Vibrion septique, Bacille de Nicolaïery etc.) se reproduisent au moyen de spores très résistantes à la chaleur. On peut donc chauffer pendant 10 minutes à -f 100** le mélange microbien, et tuer ainsi tous les autres microbes. Pasteur a, le premier, indiqué ce procédé pour l'isolement du Vibrion septique, et Kitasato Ta appliqué à celui du Bacille du tétanos. Il va sans dire qu*on ne pourrait pas isoler Tun de l'autre ces deux anaérobies par cette méthode.
2» Isolement par inoculation. — On inocule à une espèce animale, très sensible au microbe anaérobie à isoler, le mélange qui le contient ; après la mort de Tanlmal, on ensemence aseptiquement les produits pathologiques de celui-ci. Exemple : on inocule sous la peau de la cuisse d'un cobaye une pincée de terre végétale, de terreau bien fumé, de vase. Le cobaye meurt, au bout de vingt-quatre ou trente-six heures, de septicémie gangreneuse. On ensemence la sérosité péritonéale, ou cultive dans le vide, et on obtient une culture pure de Vibrion septique. Pour le Bacille tétanique l'inoculation est moins utile, parce que le microbe reste cantonné dans la plaie avec les impuretés inoculées.
On fera bien de combiner la méthode de l'inoculation avec celle du chauffage, c'est-à-dire d'inoculer au cobaye des produits chauffés pendant dix minutes à + ^^0*, car certaines espèces facultatives, même non pathogènes, peuvent venir souiller les sérosités pathologiques et donner des cultures mixtes.
8*^ Isolement par des cultures liquides. — C'est la première mélhode de Pastecr, qui faisait le vide et lui substituait de l'acide carbonique dans des milieux liquides. Nous n'entrerons pas dans de grands détails, car elle est facile à concevoir. On opère exactement comme pour les cultures aérobies, (voir p. 167), c'est-à-dire qu'on fait un certain nombre de dilutions et on répartit le liquide dilué par petites quantités dans un très grand nombre de récipients. Ces derniers, au lieu d'être
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de simples ballons ou tubes à essai, seront les tubes décrits plus haut pour la culture des anaérobies en milieux liquides (tube Pasteur, pipette, tube de SaIomonsen,etc., p. 195 et suivantes). On fait le vide, avec ou sans refoulement par l'hydrogène, et on met à l'étuve à + 38®. On examine alors les tubes qui se sont troublés. On contrôle la pureté de la culture obtenue par une culture en tube de gélatine enroulée dans le vide, par l'ensemencement à l'air qui doit rester stérile à moins que l'anaérobie soit facultatif, par l'inoculation, par l'examen microscopique, et, au besoin, par une nouvelle série de dilutions.
L'obligation de faire le vide dans un grand nombre de tubes rend Tisolement des anaérobies en milieux liquides très long, et, par conséquent, moins pratique que parles méthodes suivantes.
4P Isolement par des cultures sur milieux solides. —
On peut employer indifféremment la gélatine ou la gélose ; cette dernière peut être portée à l'étuve à + 38"^; la gélatine, plus maniable, bien que devant être maintenue à une température inférieure à+ 22", est plus fréquemment employée.
Comme principe général on commencera toujours par faire des dilutions comme pour les cultures aérobies; en général, on ensemence un tube de gélatine avec une goutte du mélange ; on prend une goutte de cette première gélatine pour ensemencer un second tube, et une goutte de ce second pour un troisième. La première goutte peut être diluée dans de l'eau stérilisée, si on suppose très riche la flore microbienne du produit.
a. Méthode de Koch. — La méthode primitive de Koch consistait à étaler la gélatine ensemencée sur une plaque (voy. p. 171) et à appliquer sur cette gélatine encore chaude et visqueuse une feuille de mica stérilisée; les bords de cette feuille étaient lûtes avec de la paraffine. On pouvait observer le développement à travers le mica. Gornil et Babes conseillaient une lame de verre très mince. Ces méthodes n'appartiennent plus qu'à l'histoire.
b. Méthode de Liboriua. — Liborius a isolé des anaérobies en
les cultivant simplement dans un tube de gélatine ou de gélose rempli aux trois quarts de la hauteur (p. 186). On mélange bien la goutte ensemencée à la gélatine ou la gélose en remuant celle-ci encore chaude avec une aiguille de platine, et on laisse refroidir. Les microbes anaérobies poussent dans la profondeur (fig. 145). Pour les recueillir, il faut couper le tube de verre à leur niveau avec un couteau à verre et un charbon de Berzélius, et recevoir le morceau de gélose dans une boite de Pétri stérilisée. On coupe celui-ci en tranches minces jusqu'à la colonie à étudier. On peut quelquefois ne pas sacrifier le tube et aller puiser la colonie avec une pipette. Cette méthode est peu pratique lorsque les microbes liquéfient la gélatine ou développent beaucoup le gaz.
c. Méthode de Klebs et Vignal. — Klkbs et ViGXAL ont conseillé, en 1887, la culture sur gélatine en tubes capillaires pleins. On fait des pipettes longues de 1 mètre, avec un tube de verre de 2 ou 3 millimètres de diamètre, et on les stérilise. On fait bouillir la gélatine dans un tube à essai ordinaire, et on la laisse refroidir dans' un courant d'hydrogène, amené par une
Fig. 145.
Tube de Libointis contenant des colonies anaè* robies dans la profondeur de la gélatine.
Fig. 146.
Fragments du long tube de Vignal plein de gélatine avec colonies
anaérobies.
pipette plongeant au fond du tube. Vers + 25° on l'ensemence dans Thydrogène, on Tagite pour répartir les germes, et on aspire la gélatine encore liquide.dans la longue et fine pipette. On ferme à la lampe les deux extrémités, et on possède un
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tube capillaire clos, complètement rempli de gélatine privée d'oxygène et parsemée do germes anaérobies qui donneront autant de colonies (fig. 146). On fera trois tubes pour diluer comme avec la méthode de Lirorius. Pour aller saisir une colonie, on lave le tube de verre au sublimé et à Talcool absolu, on le sèche avec du papier stérilisé, et on le coupe au niveau de la colonie.
d. Méthodes de Blûcheret de Botkine. — L'isolement peut se
faire par cultures sur plaques de gélatine d'après la méthode de Koch pour les aérobies (voy. p. 17! )•
Pour priver les plaques d'oxygène, Blûcher a recommandé un appareil consistant en une petite cloche de verre, en forme d'entonnoir, placée dans un cristallisoir rempli de glycérine diluée ; la cloche est chargée par un poids de plomb et l'hydrogène pénètre par en haut.
A peu près semblable est l'appareil de BoTKiNE représenté (fig. 147). L'hydrogène arrive par (1) et sort par (2). Un petit triangle en fer porté par trois pieds émerge de la glycérine et supporte soit un échafaudage de boîtes de Pétri, soit des plaques de Koch portées par un support en baguettes de verre. L'hydrogène passe pendant une demiheure et on ferme à la lampe (1) et (2).
e. Méthode de C. Frœnkel. — C. FROENKELisole les anaérobies sur gélatine roulée en tubes d'Esmarch (voy. p. 178) avec l'appareil dessiné (fig. 148).
C'est un simple tube à essai fermé avec un bouchon de caoutchouc qui laisse passer deux tubes de verre dont l'un (A)
Fig. 147.
Appareil de Botkine pour la culture des anaérobies sur plaques de gélatine.
A, cuvctle remplie de glycérine. — B, cloche plongeant dans la glyc<^rine. — C, échafaudage pour supporter les plaques. — 1 et i, tubes d'arrivée et de sortie de l'hydrogène.
plonge jusqu'au fond du tube. Le bouchon est recouvert de paraffine. On ensemence la gélatine liquide (on fait toujours plusieurs tubes pour diluer comme il a été dit plus haut), on fait barboter Thydrogt'ne pendant quatre minutes, on ferme
Fig. 148.
Tube de C. Fraenkel pour la culture des anaérobies sur gélatine enroulée par la méthode d*Esmarch.
Fig. 149.
Tube de Rottx pour cultures sur plaques de gélatine enroulée par la méthode d'Esmarch.
les deux tubes à la lampe et on enroule la gélatine, comme il a été dit page 178.
Ce procédé est très simple ; il a tous les avantages de celui d*Esmarch ; on peut aller puiser les colonies sans sacrifier le tube et sans le contaminer.
f. Méthode de Roux. — Le procédé de Roux isole aussi les anaérobies sur gélatine enroulée dans un tube. On prend trois tubes de verre ayant la forme figurée page 177, on les charge
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d'une petite quantité de gélatine stérilisée ; on les ensemence successivement (système des dilutions) avec le liquide à étudier. On étrangle le tube en (6) on pousse le tampon et on allonge en (a) au-dessus du coton (fig. 149). On met le tube en communication avec une machine pneumatique pendant que la gélatine est encore liquide et on ferme en (a). On roule le tube d'après la méthode d'Esmarch. On peut aussi coucher simplement le .tube sur le côté et avoir une culture sur
Fig. 150.
Tube de Roux pour la culture des anaérobies sur plaques
de gélatine, dans un gaz inerte.
plaque. On puisera avec une aiguille de platine les microbes des colonies par l'ouverture (a) du tube dont on aura cassé la pointe ; on pourra, si cela est nécessaire, couper longitudinalement le tube et détacher la gouttière supérieure lorsque la gélatine aura été simplement refroidie en plaque et non roulée en Esmarch ; la gouttière inférieure sera alors traitée comme une plaque ordinaire.
Pour éviter l'emploi d'une machine pneumatique, Roux a conseillé le tube représenté figure 150. On remplit de gélatine liquide et ensemencée avec un petit entonuoir capillaire. On étrangle alors en (a) et (a'), on pousse les tampons de ouate (A) et (A'), on effile en (b) et 6') et on met(6) en rapportavec une source d'hydrogène. On ferme dans le gaz en {b') puis en (6). Le tube peut alors être simplement couché horizontalement pour avoir une petite plaque ou roulé par le procédé d'Esmarch.
Quels sont les caractères, utiles à la différenciation de l'espèce, fournis par Texamen macroscopique des cultures? Nous allons passer en revue les points principaux sur lesquels doit se porter Tattention du bactériologiste.
1* Aérobiose. — On s'assurera .'d'abord, par les méthodes décrites dans les deux chapitres précédents, si le microbe est aérobie, anaérobie ou facultatif,
2» Rapidité de la végétation. —Tous les microbes ne donnent pas, sur le même milieu, une culture appréciable à l'œil au bout du même nombre d'heures ; les uns poussent très rapidement, d'autres avec une lenteur désespérante. 11 faudra noter avec soin ces différences. Chaque microbe sera, bien entçndu, cultivé sur son milieu favori, et à une température eugénésique. Citons quelques exemples. Koch a recommandé la culture du Vibrion cholérique en solution de peptone (voy. p. 69i) pour faire le diagnostic bactériologique du choléra; en six à dix heures, le vibrion a donné un voile très appréciable avant que les autres microbes des selles se soient développés. On fait, depuis Roux et Yersin, le diagnostic bactériologique de la diphtérie en ensemençant par stries la fausse membrane sur des tubes de sérum gélifié (voy. p. 633). Au bout de seize heures, seul le Bacille de Lôffler doit avoir donné des colonies visibles. D'autres microbes, au contraire, ne commencent à végéter qu^après une longue période d'incubation , le Bacille de la
tuberculose humaine ne donne, soit en bouillon, soit sur sérum ou gélose, des colonies qu'au bout de quinze jours ou un mois (à moins d'acclimatement ou d'artifices spéciaux); toute culture poussant plus rapidement devra être considérée comme due à un autre microbe. C'est surtout en examinant les cultures d'isolement sur plaques de gélatine qu'on se rend compte de ces difTérences dans la rapidité de développement des microbes ; on constate un grand nombre de colonies au bout de deux ou trois jours d'étuve, mais on en découvre de nouvelles encore pendant huit à quinze jours. Il en est de même pour les ballons de bouillon ensemencés avec des liquides dilués ; certains ballons ne se troublent qu'au bout de cinq et huit jours.
8^ Limite des températures eugénésiques. — Chaque microbe a une échelle propre de températures auxquelles sa végétation est possible ; il y a donc une limite inférieure et une limite supérieure de température eugénésique. D'une fanon générale, les microbes poussent entre + 15^ et + 40<*.
La limite inférieure de température eugénésique sert assez souvent à la détermination de l'espèce. C'est ainsi que les microbes qui ont besoin d'une température supérieure à +22®» ne peuvent donner des colonies sur gélatine ; exemple : le Pneumocoque, On a cité des microbes poussant à des températures extraordinairement basses et ne végétant pas aux températures eugénésiques ordinaires (microbes frigoriphiles). Le PneumO'bacillus liquefaciens bovis d'ARLoiNG pousse déjà à + 50.
La limite supérieure a aussi son importance et devra être déterminée en plarant les cultures dans des étuves réglées audessus de+40o*. Nousavons déjàvu (p. 465) que Rodkt avait utilisé la faculté du B. (VEberth et du B. coli, de végétera +44«»5,
* Pour les microbes frigoriphiles, la limite supérieure est bien inférieure à + 40». G. Roux a trouvé, dans l'estomac de l'escargot, des microbes végétant bien à + 15» ou -f 18», mais ne poussant pas aux températures avoisinant + 30«.
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pour faire rapidement la recherche de ces agents dans les eaux suspectes. Toute eau qui, ensemencée en bouillon, ne trouble pas celui-ci à + 44<*,5, ne contient ni B. d'Eberth ni B, coli. Le Staphylocoque pyogène est un des cocci qui a la limite supérieure de température eugénésique la plus élevée : 43^ environ. Le B. de la tuberculose humaine ne peut pousser au-dessus de + 42®> tandis que celui de la tuberculose aviaire végète encore à + 45«- Le B. subtilis pousse de + 6<> à + bO<>. Certains microbes peuvent végéter à des températures encore plus élevées {microbes thennophiles). Van Tibguem a décrit, en 1881, un microcoque qui donne des cultures à -(- 74®, et un bacille qui végète jusqu'à + 7 7<». MiguELaisolé de Teau, en 1888, le Bacillus chermophilus qui se développe abondamment à + 70<*. Globu;, la môme année, observait une bactérie pouvant croître jusqu'à + "ÎO®- Ces exemples sont exceptionnels, mais constituent des espèces bien caractérisées par cette faculté de végéter à de hautes températures.
Les microbes thermophiles sont fréquents dans [les sources thermales. Leur optimum de croissance est aux environs de + 60® ; ils végètent encore à + "0®. Ils sont, en général, incapables de se développer au-dessous de -+- 37®. Ce sont des thermophiles vrais, adaptés aux eaux chaudes (Tsiklinsky).
4® Limite des températures mortelles. — Un microbe n*est pas fatalement tué par une température dysgénésique ; il y a, au-dessus et au-dessous des limites de la température eugénésique, une échelle assez étendue, et très variable suivant les microbes, de température atténuant simplement leur végétabilité ou leur virulence, avant d'arriver aux températures mortelles.Nous avons déjà dit deux mots de cette variabilité des températures nécessaires pour stériliser les objets contre tel ou tel microbe (p. 45), nous en avons également parlé à propos de risolement des aérobies et des anaérobies (p. 164 et 211). Ces différeiices servent, dans certains cas, à la différenciation de l'espèce.
Le refroidissement a peu d'action sur les microbes, et n'a pas d'application pratique. Dès 1861, Pasteur avait montré que les
bacléries résistent à — 30*. En 1877, Von Frisch a pu abaisser à — liO*> la température d'un liquide sans en tuer les microbes. PicTRTetYuNG (1884) ont soumis des espèces déterminées à des températures très basses ( — 10^ pendant cent huit heures, et — 130<» pendant vingt heures). Le Bacillus anthracUy k Tétat de mycélium, a été tué tandis que ses spores ont parfaitement résisté. Le BacUliis Chauvœi, le BaciUus mbtUis ont également résisté. La lymphe vaccinale a conservé tout son pouvoir. Certains microcoques seuls ont été tués. II n*est donc pas étonnant que la glace puisse transporter des germes pathogènes ; surtout puisqu'il est démontré qu'une congélation de cent jours (MiTTCHELL, Fr.enkrl, Pruddrx, etc) ne tue pas la plupart des microbes.
Le chauffage a une influence très variable et très utile à connaitrc. D'une façon générale une température de -J- 50<> à -J-ôO^ suffit à tuer les microbes nonsporulés. C'est en chauiTant le vin a cette température que Pasteur est arrivé à le débarrasser des germes de la fermentation acétique et autres. Mais certains microbes végètent à des températures supérieuresà -|-60^ (p. 219), et les spores résistent à de hautes températures ; il y a donc une grande variabilité dans les températures qui tuent les difl'érents microbes, et ces faits sont bien plus utiles à connaître que la limite inférieure de température pour la diagnose de l'espèce. Nous avons déjà vu à propos de VIsolement des anaérobies (p. 21 1) de quel secours était le chauffage pour l'isolement, et par conséquent le diagnostic, du Vt&non septique^ du Bacille de Nicolaïer, etc. Il en est de même pour les aérobies (p. 164). Les spores du B. subtilis résistent à un chauffage à -|- 100"* de une heure et parfois trois heures ; il faut les exposer cinq minutes à + 110<» pour les tuer (Brefrld). Dans les mêmes conditions, les spores du B. anthracts meurent en moins de cinq minutes (Roux), et celles du B. Chauvxi, puisées dans le sang, en moins de deux minutes (Arloixg, Cornevin et Thomas) à + 100<>. Mais on n'oubliera jamais que ces chiffres ont trait à la chaleur humide ; dans l'air sec les spores sont beaucoup plus résistantes. Celles du B. subtilis et du B. aiUhracis germent après une exposition à + 123<> dans l'air sec (Koch). Miqcel a
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pu faire germer des spores qui avaient été chauffées à + 1^5® dans Tair sec.
D^autres conditions influent encore sur la susceptibilité des spores à la chaleur. Arloing, Cornkvin et Thomas ont vu que les spores du B. Chauvsi, qui, puisées dans le sang, ne résistent pas plus de deux minutes à l'eau bouillante, exigent pour être détruites une ébullition de deux heures si on les a, au préalable desséchées à + 33*». La composition du milieu ambiant a aussi une grande importance. Duclaux a montré que les cellules très jeunes de Tyrothrix tenuis (microbe faisant fermenter la caséine), périssent à + 90<> dans un liquide neutre, et seulement au-dessus de + 100<^ dans un liquide légèrement alcalin ; Tacidité nuit à la conservation de la vitalité. D'autres conditions de vitalité ont aussi leur influence. Les spores de Thyrothrix fUiformis périssent à + 110<> quand elles proviennent de cultures sur gélatine, et seulement à + i20o quand elles sont puisées dans le lait (Duclaux).
Tous ces exemples montrent que la recherche de la température mortelle peut être utile pour Tisolement et ladiagnose d'une espèce, mais elle demande à élre faite dans des conditions bien définies.
50 Aspect des cultures liquides . — Il peut quelquefois donner de précieux renseignements.
Certains microbes, extrêmement ténus {Péripneumonic bovine), peuvent végéter sans modifications apparentes des milieux de culture. Il ne faudra donc pas rejeter, sans examen très minutieux, comme stérile, une culture qui ne présenterai^ pas un trouble manifeste. On a appelé improprement ces microbes : invisibles. Ils sont seulement beaucoup plus petits que ceux que nous sommes habitués à étudier. Cette notion d'extrême petitesse est a méditer longuement.
En général, une culture liquide (en bouillon par exemple) se présente sous Taspect d'un liquide uniformément trouble; lorsque le bouillon se clarifie et qu'un dépôt se forme, cela indique l'arrêt de la végétation de la culture. C'est ainsi que se comportent la grande majorité des microbes (Pneumo-
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coque. Siaphyiocoqucp9O0émt ,6g. 151 . B. (fEberik, B.co/i, etc.). Le trouble peat être léger, épais, boueux, suÎTanl les cas ; le dépôt peut être fin, floconneux, caîllebolé, gluant, adhérent, etc.. autant de Garactères utiles i remarquer. La présence d'un TOI le épais à la surface appartient à certaines
Fig. iol.
Culture en bouillon : type du trouble uniforme Staphylocoque pifogèneK
Fijr. loi.
Culture en bouillon :
t>*pe du bouillon clair avec flocons {Stt-eptocoque (le MarmO" rek).
Fig. 153.
Culture en bouillon :
type du bouillon clair avec voile à la surface iBacil" lus tubtilis).
espèces (Vibrion cholérique). Un voile léger irisé restant adhérent aux parois quand on incline le ballon s'observe souvent (B. co/i, B. (TEherth, Staphylocoque pyogène^ etc.).
Certains microbes ne troublent pas le liquide et végètent en véritables colonies isolées, par exemple certains streptocoques (tig. 152). Cultivées en bouillon, certaines générations de ces dernier^ forment au fond du ballon des masses floconneuses assez difficiles à désagréger, et le reste du liquide est absolument limpide. Il faut agiter le ballon pour savoir s'il contient une culture ; on voit aloi-s des colonies cotonneuses s'élever en
ASPECT DES COLONIES SUR MIXIRUX SOLIDES
spirales jusqu'à la surface. Le Bacille de la tvJberculose humaine ne trouble pas normalement le liquide, mai& végète sous forme de croûtes nageant à la surface ; le bouillon est recouvert dlune pellicule croûteuse, sèche qu'on peut enlever sans la désagréger. Le B. subiilis pousse également à la surface du liquide en formant un voile très épais, uniforme, lisse mais plissé par les progrès du développement (fig. 153). Il en est de même du Bacillus mesentericus (de la pomme de terre).
La consistance dvL liquide de culture est très variable et peut aller jusqu'à un état demi-solide, boueux. Certains microbes donnent un liquide visqueux, filant au point qu'il est difQcile d'en prélever une goutte avec la pipette (Bacille cVune tuberculose bovine de J. Courmont et Nigoijls).
Nous parlerons plus loin de la couleur, de Vodeur, des réactions, etc.
ô^ Aspect des colonies sur milieux solides. — L'importance de la forme des colonies sur milieux solides (méthode de Koch) était considérée comme capitale il y a quelques années. Ne diagnostiquait-on pas le B. coli du B. d'Eberth par Taspect des colonies de ces microbes sur pomme de terre ? Aujourd'hui, sans délaisser l'examen des colonies microbiennes sur milieux solides, on est plus réservé dans les conclusions a tirer de cette pratique ; on sait combien variable peut être la forme des colonies d'un même microbe suivant des conditions souvent inappréciables.
Nous ne parlons ici que des colonies non liquéfiantes (voy. page 242, la Liquéfaction de la gélatine ou de la gélose).
Sur GÉLATINE cn plaques ou en boites de Pétri (fig. 454 et 155), les colonies varient depuis le simple aspect ponctiforme jusqu'à la large colonie envahissant plusieurs centimètres carrés de gélatine ; elle peut être épaisse ou mince, à bords réguliers ou festonnés, en forme de montagne de glace ou ressemblant à une tache uniforme, etc., etc. Malheureusement ces caractères ne sont que des indications pour la diagnose. On sait très bien que tel microbe (le B. d'Eberth par exemple) donnera tantôt une large colonie irisée, festonnée, en montagne de
glace (ng. 155), et tantôt une colonie jaunâtre, ponctiforme ; il suffit pour cela que tel bacille se soit trouvé à la surface de la plaque et tel autre légèrement dans la profondeur (colonie ponctiforme), c'est-à-dire privé d'une quantité suffisante d'oxy-
Fig. 154.
Colonies sur boîte de Pétri, voy. p. 640.
cène. Cela est des plus net avec la méthode d'Esmarch. Une légère différence dans la composition de la gélatine peut aussi modifier complètement Taspect des colonies.
Les cultures sur gélatine par piq?îre s'employaient beaucoup il y a quelques années pour pouvoir observer le développement du microbe le long du sillon de la piqûre. Il se faisait tantôt suivant un trait uniforme, tantôt en grappes de raisin; c'était encore un des moyens de diagnostiquer le B. dEberth. Ces différences ne sont pas caractéristiques, mais néanmoins utiles à noter. Une culture en piqûre dira jusqu'à un certain point si le microbe est aérobie franc ou facultatif (voy. p. 185).
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La figure 156 montre quelques types de cultures en gélatine ensemencée par piqûre.
La forme des colonies est moins remarquable sur les milieux moins transparents que la gélatine : gklosk, sérum gélifié, POMME DE TERRE, etc. Dans quelques cas, cependant, elle est presque caractéristique. Certains streptocoques donnent des colonies ressemblant à une goutte de rosée, tandis que celui
Fig. 155,
Colonies de B. d'Eberlh sur plaque de gélatine, vues à la loupe (aspect de la montagne de glace).
de Térysipèle végète en formant un enduit mince brillant. Le Bacille de la tuberculose humaine pousse en amoncellements croûteux, secs, durs (fig. 137,5) qu'on a voulu opposer aux colonies plus grasses du Bacille de la tuberculose aviaire. Cela est vrai en général et doit être noté, mais certains échantillons de bacille aviaire poussent en croûte, et certains bacilles bumains en traînées grasses (J. Courmont et Dor). Le B. coli pousse en une crème brunâtre et épaisse sur la pomme de terre, tandis que le B. d*Eberth donne une simple traînée brillante à peine visible, ressemblant à une trace d'escargoty qu'il faut regarder à contre-jour pour Tapercevoir.
Les figures 137 et 158 schématisent quelques types de culture sur gélose.
Nous laissons de côté pour le moment ï odeur, la couleur, etc., des colonies. La pomme de terre est spécialement favorable à Tétude des microbes chromogènes. Il faudra cependant se méfier des différentes qualités de pomme de terre.
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On Ipeut faire réxamen des colonies sur plaques de gélatine
Fig. 157.
Cultures sur gélose. Schémas imités de Thoinot et Masselin.
1, Streptocoque pyogène ; 2, Proleus mirabilis; 3, B. mycoTdes ; 4, Staphyloco<|ue blanc ; 5, B. de la lubcrcalose humaine.
EXAMEN MACROSCOPIQUE DBS GULTUBBS
Fig. 158.
Cultures anaérobies, par piqûre» en milieux
solides, sous l'huile.
1,V. sepliquc (gélalino); 2, B. du tétanos (gélalîne) ; 3, V. septiquc (gélose). Keniarquez le craquellenient produit par les gaz dans la culture 3.
à la loupe ou au microicope , avec un grossissement de 25 à 55 diamètres. Pour cela on place la plaque sur la platine du microscope , et on l'examine avec un objectif faible, par exemple le 0 de Verick à foyer long.
On peut ainsi reconnaître de bonne heure des colonies presque invisibles, et en prélever des parcelles avec l'aiguille de platine qu'on conduit sur la colonie en la regardant par l'oculaire. On peut employer l'objectif 2 ou même 4 de Verick, lorsque la transparence de milieu le permet, mais en général le manque de lumière rend leur usage difficile. Les objectifs plus forts ont un foyer trop court pour être utilisés .
Nous recommandons la loupe montée de Reichert.
7<> Pouvoir chromogène. — La couleur des cultures, bien
POUVOIR CHROMOGENE
qu*eUesoit sujette à varier considérablement suivant certaines conditions, est un caractère très utile pour la différenciation de certaines espèces microbiennes-
Nous ne dirons que deux mots de la teinte plus ou moins blanche ou jaunâtre des bouillons ou des colonies solides ; son importance est minime. Mais il existe des microbes
Culture en bouillon
du Bacille pyocyanique.
Fig. 160.
Culture en bouillon
du Bacille vert de l'eau.
fabriquant une matière colorante spéciale et qui, presque tous, portent un nom rappelant la teinte de celle-ci.
Les microbes chromogènes sont ceux dont le protoplasma sécrète des pigments. Ces derniers sont le plus souvent cantonnés dans le protoplasma du microbe ; un seul élément ne paraît pas coloré, mais l'ensemble de la culture prend la teinte caractéristique. D'autres fois, la matière colorante diffuse dans le milieu de culture et le teint (B. pyocyaneusy B. vert de Veau).
La coloration des cultures est surtout bien nette sur les milieux solides, et particulièrement sur la pomme de terre.
Les cultures liquides sont en général moins caractéristiques à ce point de vue ; un bouillon où végète du B. pyocyaneus est cependant d'un beau vert (fig. 159), il est vert émeraude s'il contient du B. vert de l'eau (fig. 160) S mais cela lient à des matières colorantes diffusibles. Il faut, en somme, voir un amas de microbes sous une certaine épaisseur pour distinguer la couleur de leur protoplasma.
Citons la couleur des principaux microbes chromogènes. Le Staphylocoque pyogène est jaune orangé {fig. 161), citron (fig. 162), ou blanc (fig. 163 et 157,4) suivant les variétés {aureus, citreus, albus). La Sarcina lutea, le Micrococcus cereus /Zaïussont jaune d'or. Le Micrococcus prodigiosus est rose. Le Bacillus ruber est rouge vif (fig. 164). Le Micrococcus cinabre}^ est rouge cinabre. Le B. pyocyaneus (fig. 159) est bleu vert. Le B. vert de Veau (fig. 160). Le B. viridis, le B. virens, le B. chlorinus^, le B. de la diarrhée verte des nourrissons donnent des cultures vert clair. Le Bacillus violaceui est violet noir. Le B. brunneus de ScHROTER est brun. Le Beggiatoa roseo-persicina est parfois tellement abondant à la surface de l'eau que celle-ci est rose rouge (ScHNETZLER, 1887). On pourrait multiplier les exemples. Thiry (1896) vient de décrire un bacille po/yc/iro»i«, c'est-à-dire donnant sur les mêmes milieux les colorations les plus différentes : violet, rose, vert, or, bleu.
Faut-il se baser sur la couleur des pigments fabriqués pour diagnostiquer une espèce ? Deux échantillons microbiens semblables par tous leurs autres caractères, mais de teinte différente, peuvent-ils appartenir à la même espèce? La réponse est aujourd'hui toute tracée. La couleur des pigments est un caractère important, mais non spécifique, pour la diagnose. Nous savons qu'un microbe chromogène peut perdre définitivement la faculté de fabriquer des pigments; Wasserzug, Cuarrin et
■ * Lorsqu'on analyse Teau de la plupart des fleuves ou des ruisseaux, on constate la belle coloration vert clair de nombreux ballons. Ce sont des cultures de bacille vert de l'eau [Bacillus fluoresceus liquefaciens).
• Pour VAN' TiEGHEM (1880) et Engelmann (1882), le B. viridis, le B. virens et le B. chlon'nus seraient colorés par de la chlorophylle.
POUVOIR CHROMOGÈNE
Phisalix l'ont vu avec le B. pyocyaneus, Schottelius avec le Micrococcus prodigiosuSy J. Courmont et Rodet avec le Staphylocoque pyogène doré qui peut devenir bl^nc. Nous savons que
Fig. 161.
Culture sur gélose du Staphylococcus pyogenes aureus.
Fig. 162.
Culture sur gélose du ^7ap/iylococcus pyogenés citreus.
Fig. 163.
Culture sur gélose du Staphylococcus pyogenés albus.
Fig. 164.
Culture sur
gélose du
Bacillus ru-
ber.
la coloration varie avec l'âge d'une culture; conservez pendant huit ou dix jours une culture en bouillon de B. vert de Veau et vous la verrez tourner du vert clair au brun foncé. Le microbe delHiRY est polychrome. Nous savons enfin, que la composition du milieu nutritif influe beaucoup sur la fabrication des pig-
ments : on empêche le Staphylocoque doré de conserver sa teiute orangée en le privant d'oxygène, en additionnant son bouillon d'antipyrine. Le Bacillus violaceus, très coloré sur les milieux solides, est presque incolore en cultures liquides. Le bacille du lait bleu colore les liquides en bleu foncé et donne sur gélatine une colonie blanche se détachant sur la gélatine colorée en brun, etc. Gharhin a fait varier la fabrication de la pyocyanine par le h. pyocyaneus au moyen des agents physiques, par l'addition d'antiseptiques., d'oxygène pur, etc. D'une faron générale, il semble que toute condition qui diminue la végétabilité d'un microbe, ou atténue sa virulence, l'atteint aussi dans son pouvoir chromoj^ène ; Je simple passage de plusieurs générations successives suffit souvent à décolorer des cultures. La lumière est indispensable à la fonction chromogène du Staphylocoque pyogène doré (Gaillard); elle ne l'est pas pour celle du Mtcrococcus prodigiosus ou du Bacillus violacem,
11 résulte de toutes ces remarques que la fonction chromogène n'est pas absolument fixe, et, pour être très utile à la diagnose de l'espèce, ne peut, à elle seule, caractériser une espèce. C'est ce que j'ai soutenu, avec Rodkt *, pour le Staphylocoque pyogène. On a voulu faire autant d'espèces de staphylocoques que de teintes des cultures (aureusy albus, citreus) ; pour nous, l'espèce est unique o et des mieux définies » ; elle comporte de simples variétés qu'on distingue par la couleur des pigments sécrétés. L'albus est naturellement moins virulent que Vaureus^ d'après la loi énoncée plus haut. Il faut donc se placer dans des conditions bien défmies, quand on veut se servir du pouvoir chromogène comme élément de diagnose. Son existence est un signe précieux, son absence peut tenir à une foule de causes.
Si les pigments étaient biens définis chimiquement, leur composition serait une base très sérieuse de détermination
* RoDET et J. Coi'HMONT, Société de Biologie, 19 avril 1890. — J. Covr- MONT. Ibid., 28 juillet 1890 ; Article Staphylococcie in Traité de médecine et thérapeutique de Brolardel et Gilbert. 1893.
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biologique. Malheureusement, nous savons peu de chose à ce sujet, sauf pour le pigment du Bacille pyocyanique, la pyocyanine qui se répand dans les liquides de culture et a une réaction spéciale. La pyocyanîne a été isolée par Fordos*, bien étudiée par Gessard*, UhIrrin^, Wasskrzug*, etc. Elle est bleue; la coloration verte des bouillons est due au mélange de £yocyanine bleue avec un pigment fluorescent vert (Ges- SARD) ; plus tard, 3ans les vieilles cuîtufês, la pyÔcyanine se transforme en une substance jaune, la pyoxanthose^ qui colore le bouillon en brun. Pour obtenir la pyocyanine, on alcalinise le bouillon de culture avec Tammoniaque, et Ton agite avec du chloroforme. Le chloroforme dissout la pyocyanine et se colore en bleu de ciel foncé. Si on ajoute de Teau, acidulée avec de Tacide sulfurique ou chlorhydrique, la pyocyanine passe dans Teau acidulée qu'elle colore en rouge. Le chloroforme retient les matières grasses et la pyoxanthose. La solution aqueuse rouge, saturée par la potasse ou Tammoniaque, repasse au bleu. Si on traite parle chloroforme, celui-ci s*évapore et la pyocyanine cristallise en bleu foncé. Toute oxydation transforme la pyocyanine en pyoxanthose. Ces réactions sont caractéristiques de la pyocyanine, et donc du B. pyocyaneus, qui est ainsi un meneilleux instrument de travail pour le bactériologiste, qui n'hésite pas à le reconnaître. CHARHiNra bien compris et a créé une précieuse maladie d'étude : la maladie pyocyanique,
Voy. p. 707, les travaux récents sur les pigments du B. pyocyanique.
Malheureusement, les autres pigments sont presque inconnus dans leur composition, même le pigment vert du B. pyo-
* FoRDos. Rechei'ches sur la matière colorante des suppurations bleues : pyocyanine, C. R. Ac. des Sciences, 4869.
* Gessard. Pyocyanine et son microbe, Thèse Paris, 1882. Annales Pasteur, 1890. 1891, 190i.
* Charrin, Soc. anafomique. Soc, biologie, 1884-1902. — La maladie pyocyanique, Monograpliie, 1889.
* Wabserzug. Formation de la matière colorante chez le Bacillus pyocyaneus, Ann. Pasteur, 1887.
cyanique (Gessard) cité plus haut, qui paraît avoir les mêmes propriétés que celui du B. vert de l'eau.
Les microbes chromogènes n'ontpas simplement un intérêt de curiosité; beaucoup sont pathogènes. Le Staphylocoque pyogètie est l'agent le plus répandu de la suppuration (ostéomyélite, furoncle, abcès, etc.) ; le B. pyocyanique est celui du pus blei^, et son rôle en pathologie humaine s'étend de jour en jour ; le B. syticianvs donne le lait bleu ; le B. de Lesage (1888) donne la diarrhée verte des enfants; le bacille de Tendocardite ulcéreuse, découvert par Rodet et Perret (1«89), qui a été retrouvé depuis, est vert, etc.
Nous parlerons plus loin des cultures sur milieux colorés qui n'ont aucun rapport avec les microbes chromogènes.
8^ Phosphoresoence. — A côté des microbes chromogènes se placent les microbes photogènes^ c'est-à-dire capables de luire dans l'obscurité : photobactériacées. Le premier, Pflùger ' a démontré que les lueurs émises par de la chair de morue fraîche étaient dues au développement de bactériens, auxquels il attribuait la phosphorescence de la mer du Nord à certains jours. CoHS ' rencontra la même espèce sur du saumon et rappela Micrococcus phosphoreus. Le même phénomène fut observé sur de la viande de boucherie, ou sur de la chair de poissons de mer, et attribué à des microbes par Nuksch, Bancel et Hvssox, Lassar, LrDwic. etc. Fischer et Forstsr ont séparément décrit le Bacillus phosphorescetis . Giard' a isolé sur les lalylres (crustacés marins' une autre bactérie lumineuse, pathogène pour ces animaux. Les géophiles (vers luisants) doivent probablement leur phosphorescence à un microbe.
La lumière produite est Jblanche et contient donc les différentes radiations du sj^eotre, que Lvdwig a d'ailleurs obtenues avec le Micrococcus phoi^phoreus.
* Pflùger. l'ber tlie Phospkorescenz teiwesentier Organismen. Arch. fur die Physiologie, 1875.
* CoHX. Knjpfofjamenftont ton Schleseiu, Bd. III, p. 146.
* GiARD. Soc. biologie. 19 octobre 1889. et i5 avril 1890.
PHOSPHORESCENCE
L'oxygène est nécessaire à la phosphorescence ; la température influe peu. Le sel (eau de mer, bouillon salé) favorise l'apparition des lueurs. Le microbe phosphorescent ne luit pas sur tous les milieux de culture.
Les liquides organiques peuvent être phosphorescents, grâce à des microbes. He?ikel, il y a plus d*un siècle, Nuesch, récemment, ont signalé des individus à sueurs phosphorescentes.
R. Dubois* a étudié avec soin le Photobacterium sarcophilum, microbe photogène, mobile, recueilli sur un lapin devenu lumineux après sa mort. C'est la première photobactérie isolée et cultivée. Le milieu employé, chimiquement défini, c'était le suivant :
Eau 100
Asparagine 1
Glycérine 1
Phosphate de chaux 0.10
Na Cl 3
Ce microbe brille aussi spontanément sur la gélatine-peptone non neutralisée ou acidifiée avec Tacide lactique, mais au bout de quelques jours seulement, après avoir alcalinisé le point où il se développe. Ces cultures restent brillantes pendant un an dans Tobscurité, mais perdent leur phosphorescence après une exposition de quelques jours à la lumière à + 10**. En réensemenrant dans l'obscurité, la luminosité reparaît.
Quelle est la matière photogène ? Dubois *, étudiant le manteau phosphorescent de la Pholade dactyle (mollusque marin), a isolé deux substances cristallisables qui brillent en présence de l'eau. L'une d'elles, diastasique, a été nommée par l'auteur : luciferase. Peut-être les microbes photogènes fabriquent-ils des diastases phosphorescentes. Cependant, la substance phospho-
* Dubois, Bull, de la Soc. vaudoise des se. naturelles, 1892. — Annales de la soc. linéenne de Lyon. 1892. — Soc. de Biologie, 11 février 1893.
' Dubois, Soc. biologie 1887. et Annales de rUniversité lyonnaise
resceate D*est pas soluble, puisque le liquide de culture filtré sur porcelaine devient obscur * .
Lepierre (1895) a obtenu des cultures phosphorescentes avec un microbe trouvé dans l'eau. Il fallait certains milieux pour observer le phénomène ; la teneur en phosphates n'influait pas.
9** Odeur. — L'odeur des cultures est parfois très particulière, mais ne pourra jamais qu'être un moyen très secondaire de diapnose. Celle que dégagent les cultures du Bacille de Nicolaier est très pénétrante et fécaloïde ; il suftît de déboucher un tube de culture, même filtrée, de ce bacille pour empester le laboratoire. L'odeur des cultures de JB. pyocyanique est légèrement fécaloïde, et se retrouve dans les pansements des abcès à pus bleu. A partir du quatrième jour, les cultures de Vibrion cholériqucy en solution de peptone, ont une odeur spéciale (urine de souris) qui correspond au moment où les cultures deviennent alcalines et dégagent de Tammoniaque et autres produits de décomposition des peptones.
^ lO^' Production de gaz. — Plusieurs microbes, et spécialement des anaérobies, agissent comme ferments ^ et engendrent des gaz qu'on a relativement peu étudiés. La gangrène gazeuse a tiré son nom des gaz produits dans les tissus par le Vibrion septique. D'autres affections gazeuses ne sont pas mortelles et sont dues à d'autres microbes; Arloixg a étudié un de ces microbes'*. Le bœuf présente des tumeurs crépitantes curables qui ne sont certainement pas dues au charbon symptoraatique.
* Lire : Dubois, La lumière physiologique, Revue générale des sciences, 31 juillet 1894.
* La découverte de la nature animée des ferments (Pastei-r), c'està-dire des propriétés fermentatives des microbes, a été l'origine de celle des microbes pathogènes. L'étude des microbes considérés comme ferments, bien que de la plus haute importance, ne peut trouver sa place ici. On se reportera au Traité de chimie physiologique de IIuGouNENQ (môme bibliothèque) pour tous les renseignements sur cette question.
' Arloing. Leçons sur la tuberculose et les septicémies, recueillies par J. CouRMONT. i89i, p. 485.
PRODUCTION DB GAZ
'' ÀrlÔing a étudié raction zymotîque àxn Vibrion, septique et du B. Chauvœi sur la peptone, ralbùmine et le jaune d'œuf ; il y avait principalement production d'atote, d'hy- i^
drogène et d'acide carbonique, jiT^.^
Les gaz produits dans les cultures^ an aérobies peuvent être quelquefois si abondanls qu'ils foui ^ÊÊli
sauter le bouchon. On les voit iieltL- nient creuser ^ "^^ des cavités dans la gélatine (fig. 158). Ce sont eux qui causent Todeur de certaines cultures. Pour analyser les gaz on peut (fig. 165) cultiver le microbe dans un tube à essai (B) rempli de mercure et renversé sur un verre à pied (A) également plein de mercure; après passage à Fautoclave, on introduit du bouillon ensemencé , sans bulle d'air, dans le tube à essai et on met le tout à Tétuve. Les gaz (6') se voient bientôt au-dessus de la culture (6). On les analyse d'après les méthodes ordinaires.
On peut aussi cultiver l'anaérobie dans le vide et casser le tube de verre sous une cloche à mercure.
Pour avoir des gaz en grande quantité, et pour pouvoir les analyser de jour en
jour et même d'heure en heure (car leur composition change à mesure que la fermentation avance), au lieu d'opérer sur un mélange de plusieurs jours, on doit se servir d*un dispositif rappelant celui employé par Pasteur pour l'étude des fermentations (fig. 166).
Fig. 165.
Dispositif simple pour recueillir les gaz produits par les microbes dans leurs milieux de culture.
Un grand ballon à deux tubulures (A) est rempli aux deux tiers de liquide nutritif; la tubulure recourbée plonge dans un autre ballon rempli également du même liquide nutritif et bouché avec du coton ; le robinet (a) de la seconde tubulure est laissé ouvert. Deux fournaux à gaz sont placés sous les deux ballons, qui sont chauffés à Tébullition pendant une demi-
Fig. 166.
Dispositif de Pasteur ^ourVétudedesgaz produits par les microbes dans leurs milieux de culture.
heure. Ils sont ainsi stérilisés et purgés d'air. On éteint alors le fourneau du ballon (A) qui se refroidit et on ferme le robinet (a). La vapeur d'eau se condense en (A) ; le vide se fait; le liquide du second ballon se précipite et remplit complètement le ballon (A) et ses deux tubulures. On remplace ensuite le second ballon par une capsule en porcelaine (B) remplie de mercure et stérilisée. On ensemence en mettant quelques centimètres cubes de culture dans Tentonnoir de la tubulure droite, au préalable rempli d'acide carbonique pour éviter les
RÉACTIONS SPECIALES
rentrées d'air ; on ouvre le robinet (a) et la semence va se mélanger au liquide nutritif; on referme le robinet. Le tout est mis à Téluve à + 37o. Pour recueillir les gaz (c) on place une éprouvelte (C) rempHe de mercure au-dessus du tube recourbé, et fait ensuite l'analyse par les moyens ordinaires. Certains microbes fabriquent plusieurs litres de gaz par jour.
Les produits volatils des cultures peuvent avoir une action physiologique spéciale (Gharrin et Glby) (Voy. p. 710).
11^ Réactions spéciales. — On peut se servir de réactions chimiques très simples pour compléter le diagnostic d'une culture. Malgré les espérances basées sur ces procédés (réaction de rindol, rouge choléra), on ne devra jamais s'en servir comme base unique de différenciation d'une espèce.
La réaction la plus communément recherchée est Vacidiié ou Valcalinité de la culture au moyen de papier tournesolé sur lequel on laisse tomber une goutte de culture puisée avec une pipette. Certains microbes ont des alternatives d'acidité et d'alcalinité de la même culture. Une culture de B. de LÔffler en bouillon devient acide vers le douzième jour et redevient ensuite alcaline. Le Pneumocoque engendre de Tacide formique; etc.
Cette réaction sera importante comme recherche de la production d'un acide, témoin de la fermentation d'un milieu spécial. C'est ainsi que le Colibacille donne une réaction acide si on le cultive en milieu lactose (p. 673), par fermentation de la lactose. L'acide produit serait de l'acide lactique, tantôt droit {Colibacille du nourrisson), tantôt gauche (Colibacille de l'enfant dès qu'il a mangé) (Pérb). Pour Grixbert, l'acidité est plutôt due à l'acide succinique.
La constatation de l'alcalinité du milieu de culture indiquera parfois le moment où un microbe va diminuer en virulence (exemple : les cultures de Vibrion cholérique, en solution peptonée, qui deviennent alcalines vers le quatrième jour). Le Pneumocoque périt, dans ses cultures, lorsque le milieu devient acide : on peut prolonger sa vitalité en neutralisant par addition de carbonate de chaux.
La préêence de Vindol est recherchée de la façon suivante : On ajoute au bouillon de culture une solution de nitrate de potasse (2 centigrammes pour 100 grammes d*eau) dans la proportion de 10 de bouillon pour 1 de solution ; puis, on traite par quelques gouttes d'acide sulfurique pur. S'il y a de Tindol, le liquide se colore en rose ou rouge foncé.
Ajoutons de suite que tel microbe peut perdre la propriété de présenter la réaction de Tindol ; c'est ce qu'on a tu pour le Colibaeille ; faudrait-il donc le qualifier de typhique toutes les fois qu'il ne donne pas la réaction ? Nous dirons pour la réaction de l'indol ce que nous avons dit pour la plupart des caractères des microbes : caractère important, surtout lorsqu'il existe, mais nullement pathognomonique, et dont l'absence n'a pas grande signification.
Voici, d'après Kitasato (1889), un tableau des cultures étudiées à ce point de vue :
Microbes présentant la réaction dk lindol.
s/Vibrion cholérique.
B. du choléra des poules.
B. de la septicémie du lapin.
^ B. tétanique.
B. du choléra des porcs.
B. du charbon symptomatique ^ Vibrion septique.
Spirille de Finckler.
' B. lactique.
\ B. coli. etc.
Microbes ne présentant pas
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B. de la septicémie de la souris.
B. du rouget du porc.
B. de la peste porcine.
B. anthracis.
B. de Friediander.
B. de la diphtérie.
Pneumocoque de Praenkel.
M. tetragenus.
Streptocoque pyogène.
B. typhique.
B. pyocyaneus.
Staphylocoque pyogène.
B. butyrique.
B. phosphorescent, etc.
La réaction du rouge choléra, découverte par Poblh, en 1886, et simultanément, en 1887, par Brni.'iD et par Dunham , a eu des fortunes diverses. Si on ajoute 5 à 10 p. 100 d'un acide minéral (sulfurique, chiorhydrique) à une culture pure de Vibrion cholérique, on voit celle-ci tourner au rose violet en quelques minutes. La réaction se fait, grâce à la production antérieure
ACTION SUR MILIEUX SPÉCIAUX
dans la culture d'indol et d'acide azoteux, Ali-Cohen démontra bientôt que tous les microbes engendrant de Tindol donnent la réaction du choléra, parce que la plupart des acides minéraux sont impurs et contiennent de l'acide azoteux. Dunham, KocH montrèrent alors que la réaction du rouge choléra a une réelle valeur, mais à condition : 1<> de n'opérer que sur des cultures en solution de peptone (l'addition d'un peu de nitrate de potasse favorise) et non en bouillon même peptoné ; 2® de se servir d'acide sulfurique absolument pur, privé d'acide azoteux. En d'autres termes, le Vibrion cholérique serait le seul à fabriquer simultanément dans une solution de peptone de l'indol et de l'acide azoteux. D'autres vibrions (V. de Finkler- Prior^ V. Metchnikowi) présentent cette réaction. Certains V. cholériques ne la présentent pas. Brieger a étudié la matière colorante du Choléra-Roth, qu'il a pu reprendre par l'éther,
On verra, à propos de chaque microbe {Deuxième Partie) les réactions biologiques et biochimiques qu'il présente (fermen talion des sucres, modification des nitrates, etc.).
12^ Aotion particulière sur certains milieux de oulture; aspect des colonies sur milieux spéciaux. — Pour faire la diagnose d'une espèce microbienne, il faut, autant que possible, essayer de la cultiver sur des milieux spéciaux qui lui conviennent particulièrement, ou sont modifiés par elle d'une façon caractéristique, ou enfin lui donnent un aspect tout spécial.
Nous ne pouvons revenir ici sur tous les miliettx spéciaux que nous avons décrits au chapitre III. On trouvera à la Deuxième Partie la façon d'employer les plus utiles d'entre eux pour le diagnostic des maladies infectieuses.
Nous insisterons seulement sur quelques modifications importantes de milieux courants, opérées sous l'influence de certains microbes, et pouvant servir à les distinguer.
La liquéfaction de la gélatine par diverses cultures est un caractère précieux à noter. Il est assez fixe, sans cependant être absolument constant pour une même espèce. Tel microbe liquéfiant peut perdre cette propriété, au moins tem-»
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porairemcnl. J'ai conservé pendant longtemps un tube d*Esmarch fourmillant de colonies du B. pyocyanique qui n'avaient pas liquéfié la gélatine. Cela se comprend d'ailleurs très bien. Cette liquéfaction est une véritable digestion à l'aide des diastases sécrétées par les microbes ; ceux-ci peuvent à un moment donné cesser de fabriquer ces ferments solubles. Parmi les microbes qui liquéfient la gélatine, certaines diffé-
Fig. Ui7.
Culture de Staphylocoque pyogène en tube de gélatine, âgée de huit jours.
l, colonie liouéOanlP. — i. gétmline liqu^PitV cl trouDle. — 3, p^Ulinc clmire non liquiHî^.
Fig. 168.
Culture de ïîacilhis anihracis en tube de gélatine, âgée de huit jours.
1 , cmpuchon de caoutchouc. — S. tampon de coton. — 3. colonie liquéfiante.
— 4. gélatine non liquéfii^.
rentes sont à noter {ûg. 156). Les uns liquéfient très rapidement, d'autres lentement* progressivement, formant une cupule dans la gôlaline ol n'arrivant que très tardivement à la liquéfaction complète. Si vous ensemencez une goutte de Staphylocoque ;)»/uf/t'Hr sur un tube de gélatine, vous voyez la liquéfaction se faire lentement et pivgressivement; au bout de quinze jours ou trois semaines, le fond du tube est encore solide et transparent supportiint la partie liquélioe et trouble ^fig. 156,5 et 167). l.o liiiaUus anthracis liquôtie lentement en formant une cupule yllg. 168); ses cultures jeunes n'ont pas liquéfié (fig. 156,4).
AGGLUTINAfilLITE 2i3
La simple culture sur gélatine est donc très précieuse puisr qu'elle permet de distinguer : i^ les microbes qui ne poussent pas sur ce milieu (Pneumocoque, B. tuberculeux] ; 2» ceux qui y poussent en liquéfiant; 3^ ceux qui y poussent sans liquéfier.
Voici quelques exemples de microbes qui poussent sur la gélatine :
UICROBES LIOI'ÊFIANTS : MICRODRS NE LIQCÉFUNT PAS :
Staphylocoque pyogéne.
B. pyocyanique.
V. cholérique
Bacillus anthracis.
Vibrion septique, etc.
B. coll.
B. d'Eberth.
Micrococcus tetragenus.
Bacille de Lôffler, etc.
La flgure 156 schématise quelques types de culture sur gélatine, les uns ne liquéfiant pas, d'autres liquéfiant.
La liquéfaction de la gélose ou du sérum gélifié est très rare. Le Vibrion cholérique liquéfie le sérum.
La coagulation du lait dans lequel on cultive un microbe est assez caractéristique. C'est ainsi que le B. coli coagule le lait tandis que le B. typhique le laisse liquide ; le B. coli sécrète un ferment caséiOaut, et le B. typhique n'en sécrète pas. Malheureusement^ certains échantillons du B. coli ont perdu la faculté de caséifier le lait; ce moyen de diagnostic n'est donc pas infaillible. La coagulation du lait indique, quand elle existe, qu'on ne se trouve pas en présence du B. typhique ; lorsqu'elle ne s'opère pas, on n'a pas forcément affaire au B, typhique,
13<^ Sporulation. -— On a un grand intérêt à savoir si un microbe se reproduit par spores. On est encore bien indécis sur l'existence des spores d'un grand nombre d'espèces. Nous verrons au chapitre suivant la fa(;on de reconnaître les spores au microscope ; rappelons simplement ici que les spores étant très résistantes à toutes les causes de destruction, on soupçonnera leur existence toutes les fois qu'une semence aura résisté à la dessiccation, à la lumière, à un chauffage à 4- 100^ etc.
14"^ Agglutinabilité. — L'agglutinabilité des cultures mi-
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crobiennes par certains sérums, vue, en i889, avec le B. pyocyaniqne, par Guarrin et Roger, a été bien mise en relief par Pfeiffer, en 1894, avec le Bacille du choléra. Les noms de Gru- BER et DuRHAM, de WiDAL (voy. p. 645) sont les plus importants à citer.
Depuis la découverte de la propriété agglutinante de certains sérums d'individus soit immunisés (sérum antidiphtérique et antityphique, etc.) soit simplement malades (typhiques, tuberculeux), sur les cultures du microbe causal, on a voulu faire inversement, de l'agglutinabilité de ce microbe, par un sérum connu, un moyen de diagnose. En principe, la méthode est excellente. Il faut, cependant, ne lui demander que ce qu'elle peut donner. Sous sa forme absolue (tout microbe agglutiné par le sérum a est le microbe a; tout microbe non agglutiné par le sérum a n'est pas le microbe a), elle donnerait des résultats inexacts.
D'abord, la question de dose est très importante. L'agglutinabilité n'a de valeur que dans certaines limites qu'il ne faut pas dépasser. L'effet obtenu doit donc être comparé à la proportion du mélange de sérum et de culture. C'est ainsi, par exemple, que les sérums typhiques agglutinent légèrement certains Colibacilles ; ceux-ci ne sont cependant pas pour cela des Bacilles (TEberth; ils ne seront jamais agglutinés, comme ceux-ci, avec des doses infimes de i/iOO, 1/500, l/lOOO ou même moins.ll y a donc une question de degré, hors de laquelle l'agglutinabilité perd son importance dans la diagnose de l'espèce microbienne.
En sçcond lieu, tel microbe peut avoir perdu sa faculté agglutinative, de même qu'il peut la récupérer.
Prenons comme exemple le D. d'Eberth. Il n'est pas douteux que ses cultures sont d'autant plus agglutinables qu'elles sont plus anciennes dans un laboratoire (Rodet) ; la faculté agglutinative augmente avec le nombre des générations artificielles, jusqu'à un certain taux où elle reste fixe. Bien plus, certains B, d^Eberth récemment retirés des organismes des typhiques ou des eaux ne sont pas du tout agglutinables, tout en étant de véritables B. d*Eberth, On les constate agglutinables au bout de quelques
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générations. Bancbl *■ a étudié à ce point de vue dix échantillons de B. cTEberth. Sur sept bacilles que j'avais isolés du sang des typhiques, un seul était aussi agglutinable que les échantillons entretenus au laboratoire ; les autres étaient agglutinés, par exemple, à 1/50 par un sérum agglutinant à i/200 les bacilles témoins. A la dixième génération, tous les bacilles étaient normalement agglutinables. Trois bacilles, isolés de suppuratrons post-typhiques, ne se laissaient pas agglutiner, mais acquéraient cette propriété au bout de quelques mois d'entretien dans le laboratoire. Chantemesse, Emery, etc., ont noté ce défaut d'agglutinabilité des B. d'Eberth des eaux.
L'absence d^agglutinabilité ne doit donc pas modifier définitivement la diagnose d'une espèce microbienne.
Certains microbes ne paraissent pas propres à la recherche de Tagglutinabilité parce qu'ils ne végètent pas en cultures homogènes (ils sont naturellement agglutinés) ; on peut rendre les cultures homogènes par certains artifices. On verra que le B. de Koch végète en cultures homogènes si on les agite (Arloing; p. 451); il en est de même du B, de Lôffler (Nicolas; p. 613). On a imaginé des appareils destinés à agiter continuellement les cultures.
15oPa8sage desmiorobesàtraversles parois poreuses. —
Lorsqu'on filtre une culture ou de l'eau à travers une bougie en porcelaine (Chamberland ou autres) on arrête tous les microbes (voy. : Filtrationp, 52). On savait, cependant, depuis longtemps, que cette propriété d'arrêter les microbes n'est pas absolue. Au bout de quelques jours, la bougie Chamberland, adaptée à un robinet d'eau sous pression, laisse passer les microbes en assez grande abondance. Ce qu'on ignorait, c'est l'extrême facilité avec laquelle certains microbes peuvent traverser les bougies. C'est là une donnée d'une importance considérable, très précieuse pour le bactériologiste. (I. D'abord, certains microbes sont extrêmement petits^ de
* Banckl, Journal de Physiologie et de Pathologie générale i90i, p. 519.
dimension bien plu» minime que celle des microbes que nous sommes habitués à étudier (voy. p. 221). Soumis à une faible pression, ils traversent facilement et rapidement certaines bougies qui retiennent les microbes ordinaires. Cette découverte est due à MM. Nocard et Houx qui ont ainsi isolé le microbe de la péri-pneumonie bovine. Ce dernier très fin, à peine visible, peu coîorable, traverse les bougies suffisamment poreuses lorsqu'on filtre de la sérosité pneumonique. Le liquide qui a passé est virulent.
Ce fait capital a suscité un grand nombre d'expériences dans le m^me sens. LOffler pense avoir ainsi fait passer par les bougies le microbe inconnu de \bl fièvre aphteuse, Borrel estime que le virus claveleux, ainsi filtré, est encore virulent. M. Nicolle a fait également traverser les fiUres au virus de la peste bovine, elc, La voie ainsi ouverte sera fertile en applications.
Le passage des petits microbes à travers les filtres exige, pour réussir, certaines conditions assez minutieuses.
Les bougies ne sont pas toutes également perméables. Les bougies Chamberlaud de R à F sont de plus en plus poreuses. On s'adressera donc aux bougies F. Borrel a même fait fabriquer des bougies F, à Fjo de plus en plus poreuses. Les bougies Berkefeldsont(ou étaient) encore plus poreuses. Plus la bougie est mince, plus la chance de tiltratîon est augmentée.
Il ne faut pas trop diluer le liquide à filtrer, car un grand nombre de microbes sont fatalement retenus et le liquide filtré pourrait être jugé, faussement, comme stérile.
Seuls les microbes parfaitement libres peuvent traverser les cloisons poreuses. S ils sont intraleucocytaires ils sont retenus.
Si le liquide qu'on veut filtrer e^t une sérosité non diluée, la
viscosité du liquide peut entraver le passage. C'est là Técueil
contraire à celui de la dilution.
H vaut mieux acir par pit^ssion que par aspiration.
On voit quels soins doivent être apportés à ces expériences,
pour les ixHissir. IVs résultats néiralifs ne prouvent rien, tant
qu'ils ne sont (kis muUîpUcs, eutliuiinant les causes d'erreur.
b. Los micivbos de xiunctksions ordinatrts, le pius souvent très
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mobiles, peuvent traverser très rapidementles bougies filtrantes si celles-ci sont plongées dans un liquide nutritif et placées à l'étuve. C'est en somme, en végétant, et non plus par pression, que ces microbes traversent la paroi poreuse. C'est Cam- BiER qui, en 1901, a attiré l'attention sur cette curieuse propriété. Il avait cru trouver là un moyen de séparer le B. d'Eberth, des autres microbes des eaux (voy. p. 417). Il n'en est rien, mais le procédé est intéressant.
On le trouve décrit, page 168, avec les expériences de Lesieur, de Carnot et Fournier et les dispositifs recommandés par ces auteurs.
EXAMEN MICROSCOPIQUE DES MICROBES MÉTHODES DE COLORATION
Jusqu^à présent, nous n'avons examiné que des microbes agglomérés, soit en colonies sur des milieux solides, soit peuplant un milieu liquide : nous n'avons approfondi que la technique de V examen macroscopique. Ce chapitre sera consacré à Vexamen microscopique ; il traitera de la technique usitée pour étudié rùidtrtdu microbien isolé. Nous avons vu, dans 17»troduction, que la morphologie du microbe est une des bases de la classification ; c'est dire que Texamen microscopique est indispensable à la détermination des microbes. Pour être fructueuse cette étude microscopique doit disposer des moyens appropriés aux faibles dimensions des infiniment petits : de microscopes à forts grossissements et suffisamment éclairés, et, en outre, de procédés de coloration permettant de faire saillir le microbe du fond de la préparation.
On n'oubliera pas qu'il est des microbes tellement petits qu'on les a appelés invisibles. Il faut 2 000 diamètres et un éclairage intensif, pour voir le microbe de la péri-pneumonie bovine. D'autres sont encore plus petits.
§ i. — Le Microscope
Nous n*avous rien de particulier à dire des loupes ou des microscopes à faibles grossissements employés pour l'examen direct des colonies sur milieux solides (p. 228). Nous avons
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également parié des instruments destinés à faire des cultures aérobies ou anaérobies sous le microscope (p. 156 et 209).
Nous ne décrirons pas le microscope ; mais nous insisterons sur les accessoires indispensables au bactériologiste, pour pouvoir obtenir des grossissements allant jusqu'à 1 500 diamètres sans que la préparation soit trop sombre.
Un bon microscope de bactériologiste doitjouir au maximum des qualités requises. Il doit avoir un excellent pouvoir définissant (les bords des microbes très nets), avec un pouvoir pénétrant (netteté des microbes hors du foyer) suffisant, et un pouvoir résolvant intense (bonne image des détails).
L'éclairage au bec Auer ou électrique est excellent. 11 est bon d'interposer un écran entre le microscope et la source lumineuse.
i^ Objectif à immersion homogène. — Le principe de rimmersion (Amici) consiste à relier l'objectif à la préparation par une couche de liquide dont l'indice de réfraction se rapproche sensiblement de celui du verre. On évite l'inconvénient des réfractions multiples. On s'est d'abord servi de l'eau. Il vaut mieux employer de Vhuile de cèdre livrée par le fabricant de l'objectif; l'indice de réfraction de l'huile étant le même que celui de la lentille de l'objectif, Vimmersion est homogène. Les objectifs à immersion sont des instruments très délicats; ils seront conservés dans des étuis en cuivre à couvercle soigneusement vissé, pour échapper à l'action si nocive des vapeurs acides du laboratoire. Pour employer un objectif à immersion, on le retire de son étui et on le visse an revolver du microscope. On place alors la préparation sur la platine et on dépose sur le centre de la lamelle, ou sur un point quelconque à examiner, une goutte d*huile de cèdre au moyen du bouchon plongeur du flacon. La goutte doit être suffisante pour s'étaler uniformément sous la lentille de l'objectif; elle ne doit pas la déborder sensiblement. On abaisse alors le tube du microscope, au moyen de la grosse crémaillère (ou par simple glissement dans les anciens microscopes) jusqu a ce que Tobjectif plonge dans la goutte d*huile. A ce moment on fixe la préparation, on
avance Tœil surroculaire et on met au point avec la vis micrométrique. L'examen terminé, on relève le microscope, on dévisse l'objectif, on essuie la lentille avec une fine batiste, on la lave avec du benzol ou xylol ou du toluène (qui enlève toutes les traces d'huile), on Tessuie avec une peau de chamois, et on revisse l'objectif dans son étui. Nous le répétons : un objectif à immersion est un instrument délicat qui ne doit jamais être abandonné au microscope. Ses accessoires obligés sont donc ; un étui en cuivre, un flacon d'huile de cèdre avec bouchon plongeur, un flacon de benzol ou de xylol, un carré de batiste, une peau de chamois.
Le lavage de l'objectif au xylol doit se faire avec précaution car un excès de xylol décollerait la lentille.
On consultera les tables des fabricants de microscope, pour savoir à quel grossissement correspond le numéro de l'objectif. Le numéro de l'oculaire fera également varier le grossissement. On obtiendra le maximum de grossissement en allongeant du nombre de centimètres convenable (en général 160 mm) le tube du microscope. On a besoin couramment de grossissements de 800 à i 200 diamètres.
2^ Octilaires. — Les oculaires sont désignés par des chiffres de 0 à 5, le plus faible étant 0.
On augmente beaucoup le grossissement en employant de forts oculaires, mais aux dépens de la netteté de l'image. C'est aussi ce qui se passe si on allonge trop le tube. C'est donc aux objectifs qu'il faut s'adresser pour obtenir le grossissement voulu. On adapte en général un oculaire I ou II, et on tire le tube à 160 millimètres.
Les oculaires compensateurs sont à recommander pour les forts grossissements.
30 Condensateur Abbe. — Le condensateur Âbbe se compose essentiellement de trois lentilles superposées qui sont de bas en haut : une lentille biconvexe, une concavo- convexe, une plan-convexe. L'ouverture de ces lentilles diminue de l'inférieure à la supérieure. Elles sont montées dans une garni-
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ture conique, leur face convexe en bas (fig. 169). Ce système est placé sous la platine du microscope ; la lentille supérieure pénètre par Torifice de la platine, de telle façon que ta lame de la préparation repose sur sa face plane.
On supprimera tout diaphragme et on ne se servira que du miroir plan.
Le condensateur Abbe envoie sur la préparation un cône de lumière tellement intense, que toutes les parties peu ou pas colorées, les tissus spécialement, disparaissent presque complètement. Seules les parties très colorées, les microbes, absorbent suffisamment les rayons pour êtres visibles; elles se déta- pig. igg.
chent alors du fond avec la plus grande Schéma du condennetteté. En plus, outre les rayons cen- sateur Abbe.
traux, il existe des rayons obliques par rapport à l'axe du microscope, lesquels augmentent encore la netteté des contours. Une coupe, un frottis qui ne présentait aucun microbe à l'éclairage ordinaire (diaphragme et miroir concave), peut, avec le condensateur Abbe, montrer une grande quantité de microbes colorés. Cet instrument est donc indispensable au bactériologiste. C'est Koch qui Ta employé le premier, pour examiner les microbes colorés, en même temps qu'il supprimait le diaphragme.
Les préparations non colorées ne sont visibles à Téclairage Abbe qu'à la condition de rétrécir considérablement le champ du microscope au moyen du diaphragme iris; c'est ainsi qu'on arrive à apercevoir le tissu d'une coupe primitivement invisible.
HuRFPB conseille, pour augmenter encore la netteté, de glisser entre le condensateur et la lame de la préparation, une goutte de l'huile à immersion : le milieu est alors de même réfringence depuis le condensateur jusqu'à l'objectif.
4fi Diaphragme iris. — Le diaphragme iris (lig. 170) est formé de lames mobiles les unes sur les autres fixées dans un tambour qui permet de réduire ou d'agrandir l'ouverture centrale en faisant mouvoir un bouton. On n'a pas besoin de rien
déranger dans Tappareil pour modifier rouTeiiure. Le diaphragme iris permet donc de rétrécir progressivement le champ microscopique.
C'est un instrument commode pour examiner les préparalions peu ou pas colorées, par exemple les microbes virants.
Fifr. 170.
hiaphmgme iris.
On rétrécit d'autant plus Touverture que la préparation est moins colorée. Nous venons de voir qu'il est employé quelquefois avec le condensateur Abbe.
Le Jiaphraeme est éiialement indispensable pour Texamen avec un objectif trt's puissant des pn^paralions colorées.
5" Micromètre. — Les microbes ont des dimensions qu'on exprime par le nombre de a ou millièmes de millimètre. On se sert d'un oculaire quadrillé pour faire ces mensurations. On pourrait s'en passer, en connaissant trî^s exactement le grossissement obtenu et en mesurant avec une règle les dessins obtenus à la chambre claire.
6' liâmes et lamelles. — On emploiera des lames et des
lamelles de K>nne qualité et assex minces.
EXAMEN DES MICROBES SANS COLORATION
Les lames sont en général des dimensions 76/26 millimètres; les lamelles 18/18 sont les plus employées. On aura cependant quelques lamelles 22/32.
La propreté des lames et lamelles est indispensable. Lorsqu'elles sont souillées de baume ou d'huile, on les recueille dans un cristal lisoir rempli d'alcool à brûler. Le nettoyage s'opère en les faisant bouillir une dizaine de minutes dans une capsule de porcelaine remplie d'une solution de carbonate de soude à 5 0/0. On lave et on passe dans Facide sulfurique ou dans la solution :
Acide sulfurique 100
Bichromate de potasse 20
Eau 1000
On les conserve dans Talcool à 95^ ou dans de Talcool à IQo additionné de quelques gouttes d'ammoniaque.
§ 2. — Examen des microbes sans coloration
Avant la découverte des méthodes de coloration on avait vu des microbes, même dans les coupes des tissus. On regardait directement les cultures délayées dans de l'eau, ou on traitait les coupes par les acides et les alcalins. Les coupes d'un tissu durci à l'alcool étaient plongées dans une solution forte d'acide acétique, puis dans une solution de potasse ou de soude à 2 p. 100 ; elles devenaient ainsi absolument transparentes sauf dans les points contenant des amas microbiens. C'est ainsi que Bbckmann avait vu des bactéries dans les vaisseaux du rein bien avant d'en connaître la nature. Heiberg s'était servi de la potasse dans àes éludes sur la pyhémie. Enfin Baumgartrn, par le même procédé, avait vu, avant Koch, le bacille tuberculeux. Mais on comprend le peu de progrès réalisables par des méthodes aussi primitives, aujourd'hui complètement abandonnées. Le microbe, même en culture abondante, est à peine visible grâce à son peu de réfringence; il est absolument impossible de savoir si la culture est pure, etc.
2o4 EXAMEN MICROSCOPIQUE DES MICROBES
L'examen des microbes sans coloration n>st plus usité aujourd'hui que pour étudier leur développement^ en cultures sous le microscope (p. 156 et 209), ou pour constater laggluti nation des microbes avec la réaction agglutinante (voy. p. 244). Lors même qu'on veut connaître la forme exacte et les mouvements des microbes, c*est-à-dire les propriétés des microbes vivants, on se sert des méthodes colorantes (voy. p. 260).
On examinera avec robjectif sec 8 ou 9, l'oculaire 1 ou 2, sans éclairage Abbc.
,^* 3. — Examen des microbes avec coloration
La coloration des microbes est la base ëe leur examen microscopique.
A) (jknkhalitks
±^ Avantages de cette méthode. — Ils sont nombreux. La coloration permet de découvrir des microbes h\ où ils étaient invisibles. Elle est indispensable pour étudier la forme des microbes, leurs mouvements, les particularités de leur structure telles que cils, spores, forme des extrémités (B. anthracis), etc. Elle est précieuse pour la classification, en faisant connaître les propriétés chimiques de certains microbes : méthode de Gram, coloration du B. tuberculeux, etc. Seule, la coloration permet de voir les microbes dans les coupes et d'étudier leur distribution, leurs rapports avec les cellules. Enfin, la coloration rend possible la conservation pendant plusieurs mois ou davantage des types de préparations de cultures, des coupes, qu'on peut montrer, dessiner, photographier.
2" Historique (Weigert, Koch, Ehrlich). Principes généraux. — On sait que la découverte des réactions chimiques des tissus, la possibilité de différeucier certaines de leurs parties au moyen de réactifs, date de l'introduction du carmin en histologie par Haiitig, en 1854, et Geblach, en 1858. Mais, en 1871 seulement, Weiueht appliqua le carmin ammoniacal à la
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coloration de certains cocci. En 1872, Eberth et Wagner réus»sissaient à colorer des cocci à Taide de rhématoxyline, mais échouaient pour les bacilles. La véritable découverte de la coloration pratique des microbes date de 1875, et elle appartient à Weigert ^ Le premier, Weigert emploie les couleurs d'aniline (le violet de méthyle) et montre que les cocci sont colorés par les réactifs du noyau; le premier, en outre, il réussit à décolorer les tissus autour des microbes. Il plongeait les coupes dans une solution d'hématoxyline qui colorait en bleu noyaux et cocci; il décolorait les noyaux àTaide d'une solution étendue de potasse et d'acide acétique; ces coupes furent les premières où seuls les microbes restaient colorés. L'hématoxyr line ne réussissant pas à colorer les bacilles, Wkioert leur appliqua les couleurs d'aniline; c'est en 1877 que furent ainsi obtenus les premiers bacilles colorés. Cette môme année 1877 voit naitro les t^-avaux de Koch * qui fait entrer définitivement dans la pratique l'usage des couleurs d'aniline en montrant l'intensité, la sûreté, la rapidité de cette méthode de coloration. En 1878, KoGH obtient des coupes entièrement décolorées, sauf les microbes, en les lavant dans une solution de carbonate de potasse ; il était sur la voie de la découverte du bacille tuberculeux. En 1881, Weigert montre les premières coupes avec double coloration; les microbes étant colorés par le bleu de méthylène, et les noyaux en rouge par le picro-carmin. En 1882, Koch colore une espèce déterminée (le B. tuberculeux) par un procédé non applicable aux noyaux et aux autres microbes. Les couleurs d'aniline étaient définitivement entrées dans la pratique. Mais quelles couleurs employer?
Ici se placent les travaux d'EuRLicn^ et de ses élèves ScHWARZE et Westphal (1880). Weigert, Eberth, et Wagner avaient fait admettre qu'il y avait une relation entre les réac-
* Weigert. Zm/* Technik der mikroskopischen Bactérien, UnlersuchuDgen Virchow's Archiv., t. LXXXIV.
* Koch, Untersuchungen ûber Bactérien, Cohn's Beitr&ge zur Biol. der PQanzeu, 11 [.
' Ehrlich, Technik des Bactérien Vntersuchung, Zeits. f. kl. MediciD, I et il.
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lions chimiques et la forme du microbe ; le carmin, Thématoxyline, la safran ine (un des meilleurs réactifs des noyaux) coloraient les cocci et non les bacilles. Oberbieyer (1873) croyait que les spirilles se coloraient moins bien que les autres formes microbiennes. C'était une erreur ; il n'y a aucune rela* .tion entre la forme et la réaction chimique, cette dernière est spéciale pour une espèce donnée et dépend de la couleur employée ; c'est ce qui va ressortir de l'exposé des expériences d'EuRLicu et de son école.
Ehrlich a divisé les couleurs d'aniline (lesquelles sont des sels) en basiques, acides ou neutres. Les couleurs basiques sont celles dont la base est colorante, tandis que Tacide ne Test pas; ainsi, dans Tacétate de rosaniline, la rosaniline est colorante et Tacide acétique ne Test pas. Dans les couleurs acides, au contraire, Tacide est colorant, la base ne Test pas ; ainsi, dans le picrate d'ammoniaque, c'est l'acide picrique qui aies propriétés colorantes. Les couleurs neutres sont celles qui sont composées d'un acide et d'une base doués tous les deux du pouvoir colorant; exemple : le picrate de rosaniline. Voici un tableau des principales couleurs d'aniline.
COULEURS BASIQITES
Violet
Rouge
Bleu Vert Brun
COULEURS NEUTRES
Picrate de rosaniline.
Celte division des couleurs d'aniline a une importance capitale en histologie et enbactériolosie, car ces difTérentes classes de couleurs ont des propriétés bien spéciales.
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l,es couleurs basiques (couleurs à élection) ont une élection ' remarquable pour les noyaux des cellules et par conséquent pour tous les microbes, puisque le soi-disant protoplasma des microbes est en réalité de la substance nucléaire; le microbe est une cellule réduite à son noyau. Ce sont des couleurs nucléaires. Cela se comprend assez facilement. Les matières albuminoïdes, et tout particulièrement les nucléines, dont se rapproche beaucoup le protoplasma microbien, sont acides et se combinent avec la base colorante des couleurs basiques, l^ combinaison est d'autant plus fixe que l'album inoïde est plus acide, c'est dire que la coloration des noyaux et des microbes est plus fixe que celle du reste d'une coupe de tissu par exemple. Les couleurs basiques ont donc des propriétés électives qui les rendent très précieuses au bactériologiste.
Les couleurs acides (couleurs sans élection), au contraire, imprègnent indistinctement tous les éléments d'une préparation (colorants diffus) , sans que la coloration résulte d'une combinaison. Toutes les parties de la cellule sont également teintes sans élection. Le principe colorant étant acide ne peut se combiner avec les albuminoïdes également acides; c'est une teinture uniforme et non une réaction chimique. Le bactériologiste n'emploiera donc les couleurs acides que dans des cas très restreints. Il en sera de même des couleurs neutres et poUr les mêmes raisons.
En résumé : on emploiera les couleurs basiques. On obtient avec elles des colorations aussi fixes que la combinaison chimique qu'elles représentent ; ces colorations n'atteignent que certains éléments ; enfin leur fixité varie avec les difTérentes cellules et les espères microbiennes. La combinaison est plus stable avec le protoplasma de tel microbe qu'avec celui de tel autre : c'est un signe distinclif précieux pour la dingnoso de l'espèce. I^a décoloration incomplète des coupes repose aussi sur le principe des différences dans la stabilité des colorations des éléments constituants. Une expérience d'EHRLicH fait comprendre cette hiérarchie dans la stabilité de la coloration. On étale sur une lamelle un frottis de tissu quelconque contenant difTérents microbes, parmi lesquels le B. tuberculeux.
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On colore longuement au violet de gentiane et on lave à Teau. On examine : la coloration est diffuse. On traite par Tacide acétique dilué : seuls les noyaux et les microbes restent colorés. On traite parle carbonate de potasse : les noyaux ont disparu, tous les microbes sont encore colorés. On traite par une solution d'acide nitrique : il ne reste plus de coloré que le B. tuberculeux. On prolonge le séjour dans le bain d'acide nitrique : tout est décoloré, c'est la « décoloration maxima » d'EHRUCH.
Il n'y a donc pas de coloration absolument fixe, il y a des colorations plus ou moins fixes suivants les éléments combinés. I.a décoloration par un acide minéral s'obtient grâce à l'affinité de ces acides pour les couleurs avec lesquelles ils forment des combinaisons très solubles dans l'eau et à peu près incolores : la matière colorante, sel mono-acide, est devenue sel tri-acide, incolore; par addition d'eau le sel redevient monoacide coloré; la décoloration a lieu au moment où l'acide employé est plus fort que l'acidité du proloplasma coloré. N'oublions pas cependant qu'il s'ajoute à cela les différences d'épaisseur des cuticules microbiennes. La décoloration par l'alcool, par la glycérine s'obtient grâce à une simple affinité de ces substances pour les colorants, l'alcool fait rapidement disparaître le vert de mélhyle, tandis qu'il respecte la vésuvine ; le brun de Bismarck, la vésuvine résistent à la glycérine.
On conçoit les progrès réalisés à la suite de ces découvertes
d'EUKLICH.
La possibilité des doubles colorations^ connues depuis Wei- GERT et Baumgahtex, est facile à comprendre avec les données précédentes. Elles seront successives, substitutives ou électives (voy. p.268).
On emploiera une couleur basique quelconque si on veut simplement mettre en relief l'ensemble général d'une préparation ; nous étudierons plus loin les colorations spéciales. Le violet de gentiane ost la couleur la plus agréable pour l'examen microscopique. Avant rinlruduction des pUKjues iso-chromatiques en photoirraphie on se servait beaucoup de la vésuvine et du brun de Bismarck, qui seuK's permettaient une photo-
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graphie nette des préparations colorées; actuellement on peut photographier des préparations de toutes couleurs. Nicollk préconise beaucoup la tfiionine (voy. plus loin). Un composé minéral, ïoxychloruve (le rhuténium ammoniacal, a les mêmes propriétés colorantes que les couleurs d'aniline, mais en plus colore bien les pièces fixées par Tacide osmique (Nicolle et Gantacuzkne).
3^ Mode de conservation et d'emploi des couleurs d'aniline. — On achète et on conserve les couleurs d'aniline en poudre dans des flacons ordinaires. Il importe de s'approvisionner constamment à la même fabrique^ car des dénominations identiques ne s'appliquent pas toujours à des produits identiques et bien définis. Il est arrivé à des bactériologistes d'obtenir avec une couleur des résultats, impossibles à reproduire avec d'autres échantillons, la première provision une fois épuisée.
Les couleurs d'aniline sont solubles dans l'alcool et dans l'eau.
On prépare d'avance des solutions alcooliques; elles ne s altèrent pas et peuvent se conserver longtemps. Elles doivent être saturées ; on verse dans une éprouvette de l'alcool absolu et 25 p. 100 environ de poudre ; on filtre au bout de vingt-quatre heures pour enlever l'exct's de dépôt. Les solutions alcooliques sont conservées dans des flacons comptegouttes de 50 centimètres cubes environ. Le modèle le plus commode de ces flacons est représenté figure 171. Efies serviront à fabriquer les solutions définitives, en faisant tomber quelques gouttes de la solution alcoolitiue dans de l'eau, ainsi (|ue nous le verrons.
Les solutions aqueuses doivent toujours être préparées au moment de s'en servir, car elles s'altèrent facilement, e
Fig. 171.
Flacon comptegouttes.
A. flacon bouché avec son bouchon vu de faco pour montrer la rainure du bec. — B, bouchon vu de profil pour montrer loâ rigoles latéralea.
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peuvent même devenir à la longue trexcellenls milieux de culture. Il est facile de comprendre qu'une solution destinée à colorer les microbes d'une préparation ne doit pas en contenir. On doit toujours filtrer une solution aqueuse avant de l'employer pour se débarrasser des grumeaux. En général, on se sert de solutions mixtes : 10 parties d'eau pour 1 partie de solution alcoolique ; des solutions purement aqueuses peuvent rependant avoir leurs indications, par exemple : la coloration légère des microbes vivants.
4^ Outillage nécessaire pour les colorations. — Il faudra des provisions de couleurs diverses en poudre, des solutions alcooliques en flacons compte-gouttes, de Teau distillée dans une pissette (fig. 172), des éprouvettes graduées de petites dimensions, des entonnoirs en verre avec filtres
Fig. 173.
Pince Cornet maintenant une lamelle.
on papier, dos vorres de montre ou des coupellos en porcelaine, des verres à Fig. 17i. pied, dos pinces Cornet Jig. 473), des 11a-
Pissette. cons divers simples ou à compte-gouttes
contenant difl"orents liquides : eau d'aniline, solutions d'acide nitrique ou sulfurique, liquide iodeiodurô, etc., un boo Bunsen ou une lampe à alcool, une aiguille à dissoction, sans parler bien entendu dos lames et des lamelles (voy. p. 252)
B) Coloration des microbes vivants
Cette méthode de coloration no s'applique naturellement qu'à l'oxamon dos cultures et quelquefois dos exsudais, mais
COLORATION DES MICROBES VIVANTS
nullement à celui des coupes. Elle sert à observer la forme réelle du microbe qui n'est pas rétracté par la dessiccation, ses mouvements*, ses dimensions. Elle est rapide, et journellement employée dans les laboratoires.
On se sert pour colorer le microbe sans les tuer de solutions aqueuses très diluées; la dilution doit être telle que la goutte écrasée entre la lame et la lamelle paraisse incolore. On met une goutte d'une pareille solution au centre d'une lame, et on dépose sur elle une goutte de la culture à examiner. Si la culture est liquide, on la puise directement; si elle est solide, on en délaye une parcelle dans une solution de sel marin à -7^ ; on peut aussi ajouter un peu de solution saline à la culture liquide. La goutte de culture déposée sur la goutte de solution colorante, on les écrase avec une lamelle qu'on scelle à la paraffine, si l'examen doit être un peu prolongé. La préparation est prête à être examinée. Le fond paraît incolore, les microbes se détacbent suffisamment colorés avec tous leurs mouvements» leur forme réelle. Si l'étude des mouvements est le véritable but de Topération, on se servira avec avantage de la chambre humide de Hanvier (p. 159). Les mouvements cessant dès que l'oxygène delà goutte est absorbé, on prolongera leur durée en emprisonnant une bulle d'air entre la lame et la lamelle, ou en introduisant dans la goutte des fragments d'algues vertes d'après le procédé d'ExoELMANX.
On peut opérer un peu difTéremment. On place côte à côte sur la lantt^ la goutte de culture et une goutte très fine de solution cdfôrante concentrée. On fait rejoindre les deux gouttes par leur bord en appliquant la lamelle; les microbes ont alors des degrés inégaux de coloration, suivant qu'on les examine
* Nombre d espèces microbiennes sont mobiles. Cette mobilité est un caractère assez important pour la diagnose. Elle est très variable, très rapide ou très lente. La translation des microbes s'exécute suivant des modes très divers : progression régulière d'avant en arrière, autour d'un axe longitudinal, par oscdlations. Les spirilles se meuvent comme des anguilles. Les microcoques exécutent des mouvements de gyratiott sur eux-mêmes.
Cette mobilité est due aux cils vibratiles (p. 275).
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en un point plus ou moins rapproclu» de la lacho colorante. Mack recommande l'usage du vert de mëthyle qui ne colore pas uniformément; je préfère la fuchsine ou le violet de gentiane.
C) Coloration des MicnoBES fixés morts (hors des coupes)
En laissant de côté, pour le moment, la coloration des microbes dans les coupes histologiques, nous devons étudier les méthodes de coloration des microbes présents dans les cultures, les exsudais, les liquides patholofjiques quelconques (crachats, etc.), et même dans les frottis. On appelle frottis le mode de préparation qui consiste à écraser un tissu entre deux lames ; les débris sont colorés et examinés; les microbes, certaines formes cellulaires, apparaissent ainsi suffisamment. I*e frottis ne peut remplacer les coupes, mais constitue un procédé rapide pour la coloration des micobes dans un tissu.
I,a base de la coloration des microbes, dans ces conditions, est la fixation; les microbes sont tués et fixés dans leur forme à la lamelle qui subira les difl'érents bains de la coloration. Depuis longtemps (1838) Ehhembehg avait employé la dessiccation pour fixer les infusoires; Khklich avait également chauffé une goutte de sang pour étudier les globules. Koch appliqua ce procédé à la bactériologie, en 1879.
1® Méthode générale. — Elle comprend un certain nombre de temps:
A. Étalement. — Il faut d'abord étaler le liquide ouïe frottis contenant les microbes sur deux lamelles. Cette opération doit se faire sur les lamelles et non sur les lames ; le maniement de celles-ci serait plus diilicile et la couche colorée serait trop éloigné de l'objectif du microscope. Les lamelles peuvent servir plusieurs fois si on a soin de les laver aux acides (voy. p. 253). Au moment de leur emploi, elles seront lavées à Teau chaude et à Talcool pour les dégraisser.
MÉTHODR GÉNÉRALE DE COLORATION
On prend deux lamelles bien sèches, et on dépose sur le centre de l'une d'elles la goutte de culture ou d'exsudat, ou la parcelle de tissu, de pus, de crachat, de dépôt, etc., destinée à être écrasée. Les cultures solides sont au préalable délayées, dans une goutte d'eau distillée et stérilisée, à l'aide d'un verre de montre ; les liquides pathologiques peuvent être centrifugés. On recherchera de préférence les parties solides des crachais, des exsudats. On recouvre la première lamelle avecune seconde, et on fait glisser alternativement l'une contre l'autre les deux lamelles en les serrant entre le pouce et l'index. Lorsque la goutte liquide parait uniformément étalée, lorsque le frottis est suffisamment écrasé, on sépare brusquement les deux lamelles par glissement, et on saisit chacune d'elles avec une pince Cornet (fig. 173)'.
' 11 est quelquefois intéressant de constater le groupement naturel des microbes d'une culture solide. Koch a employé la préparation par tmpresaion (Klatschpreparale) pour étudier les colonies du B. tuberculeux. On applique légèrement une lamelle sur la face supérieure d'une colonie qui s'accole au verre (voy. p. 454).
B. Dessiccation. — Pour opérer la dessiccation il suflit de laisser la pince et sa lamelle à Tair libre, sous une cloche pour éviter les poussières; mais la dessiccation est longue. On peut l'activer avec un soulUet (poire en caoutchouc) ou en mettant la lamelle à l'étuve (+ 37").
On utilisera aussi la platine chauffante (fig. 174).
C. Fixation. — On doit fixer solidement la préparation à la lamelle, pour que les manipulations ultérieures ne l'entraînent pas. On obtient cette fixation en coagulant les matières albnminouUs par la chaleur; il .se produit une véritable rétraction qui fait adhérer au verre. C'est le temps le plus délicat des préparatifs de la coloration; si on chauffe trop, le protoplasma ne Vwa plus les couleurs. On obtient une fixation excellente en mettant la lamelle dans une étuve à + il5"; on préfère, pour aller plus vite, la passer simplement au-dessus de la llamme
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d'une lamp** à alo^il ou «l'un bec BuD^en. en la tenani entre ileuxdoiuts «»u mieux au huul de la pinre (^rnel. On promène lenlenient la lamelle en la faisant pa^>er Irois fois sur la
FiK. 174.
liât me ihaiiffanle.
Ilamme. le oôt».' «I»* la pn-paratiou en lair. - comme si on coupai l du pain •• K«k:h . Os liuis pa><ii::e< ^uHisent à porter la lamelUîà -u I2»r". La Itxalion osl lr^> diflicile si le bouillon de • ullure couleiiait de la 2lyc»''rine 'cultures de Bacille;^ de jKocA>. On peut au-'M tixer à V'i^c "'l élher parties égales' ou au
fhl'nttfnnnr.
D. G»LMisATi»i\. — Deux proc»»d»'"i >«»nl employés. Le premier rMii-^i-l».' îi faiir titmbt'F avec un compte-coulles i|uelques L'oulte^ «le la sululiou colorante >ui- la lamelle maintenue, au moyen d** la pince Cornet, la f.o>» util»^ vi\ haut. Dans le second procéii»'-. 1.1 laiin-lle »^>l pl^niiée. la face utile en l>as, dans un verre de montie conl»Miaiit la solution colorante.
a. Les hfiin:i ré>lntfinls >ihij>ic< <e compo>enl d'une solution d'une couleur d'aniline riu»l« onijut' :
Solution ;iItu«'lii|iJO Eau . .
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dans laquelle on laisse la lamelle pendant deux à dix minutes.
Pour obtenir une coloration plus intense on laisse la lamelle pendant vingt-quatre heures dana le bain à froid *, ou pendant dix minutes dans le bain chauffe jusqu'à production de vapeurs. Ce chauffage (Koch, Lôffler) se fait dans une étuve à + 50^, ou en mettant le verre i\o montre au-dessus d'une flamme. On se sert alors de verres de montre rodés (ju on recouvre lierméli(iuement, ou mieux encore de capsules en porcelaine ou en platine.
b. Vn autre procédé consiste à employer un mordant (i»rocédé imité de la teinture) qui, se combinant à la fois avec la matière colorante et Télément cellulaire, les unit plus intimement. (Citons parmi les principaux mordants :
... s acétique.
A cul es ] ,. '
/ oxaucpie.
A. pliènique i\ 5 p. ll)0 (Ziehl). Créohole.
Tanin k 2o p. 100.
Iode en solution iodo-iodurée.
Itichlorure de mercure.
Totassc à 0,01 p. 100 (Koch, LôKKLEni.
., ,. \ Ammoniaque.
Aniline (Eiirijch. 188i).
Etc.
L'huile d'aniline e.st blanche lorsiju'elle est bien pure, mais brunit très facilement. On fait un mélange de une partie d'huile pour vin^'t deau, on agite fortement, un laisse reposer cinq minutes, et on liltre sur papier mouillé jusqu'à clarilication. On appelle eau d aniline le produit de la liltration; il peut .se conserver assez longtemps. L'eau d'aniline est de moins en moins utilisée.
On emploie couramment [et presque uni(|uement) lesli(iuides à mordants pour toutes les colorations. On devra préparer les suivants :
' On se sert alors de godets en porcelaine s'euiboîtant les uns dans les autres pour éviter l'évaporation.
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!'• Liquide phéniquc de 2iV?/</ (!S82' :
Fuchsine ou rubine 1 grauime.
Acide phénique neigeux 5 —
Alcool tt %• 10 —
TriUirer d'abord la fiichisuo et raloool; ajouter l'acide phénique: agiter jusqu'à dissolution. Ajouter :
Eau 90 cent, cubes.
Attendre vingt-quatre heures. Filtrer. Mettre en flacon compte-gouttes.
Ce liquide colore tous les microbes à froid en quelques secondes, sauf le Bacille tuberculeux qui exige une plus longue exposition (voy. p. 293). Il ne doit être employé que pour la coloration des cultures, car le phénol détermine des grumeaux dans les préparations de sang, de pus. d'exsudats. Il colore cependant bien le Pneumocoque avec sa capsule dans le sang du lapin ou de la souris.
2^ Bleu phénique de Kithnc :
Bleu de méthylène 1 gramme.
Acide phonique neiiroiix 1 —
Alcool abs(Wii 40 cent, cubes.
Eau iOO —
Liquide à placer à coté de celui de Zikiil. :V' Bleu alcalin de Lof fier (1884) :
Sol, alciMtlique de bleu de méthylène. . 30 cent, cubes.
Potasse 0 ce. 01
Eau iOO cent, cubes.
4'* Xiolcl aniliui- ti'Khilich, Wci'jcr: :
Solution ah'OiOique saturée de violet de
gentiane ou de violet de methxle. . . o cent, cubes. Kau d'aniline 100 —
à mélanger au moment île Teniployer.
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5'^ Thionij^e phéniquée (Nicolle) (voir p. 291) :
Solution saturée de thionine dans alcool
à 50° 10 cent, cubes.
Eau phéniquée à 1 p. 100 100 —
C'est, peiit-^tre, le plus usité des colorants ordinaires. 6"^ lUeu de Baux. — Préparer séparément chacune des deux solutions :
Violet dahlia 1 gr.
Alcool absolu 10 —
Eau distillée . Q. S. p. 100 —
Vert de méthyle .... 2 gr.
Alcool absolu 20 —
Eau distillée . Q. S. p. 200 —
Au bout de vingt-quatre heures, les mélanger. Filtrer. Conserver en flacon bien bouché.
Toutes ces solutions doivent être filtrées au moment de s'en servir. On verse sur un petit entonnoir garni d'un filtre, et on fait tomber directement sur la lamelle.
c. Dans les vieilles cultures, surtout en bouillon, existent des matières précipitées qui se colorent comme les microbes et nuisent à la netteté de la préparation. On peut remédier à cet inconvénient.
Thoinot et Massklin, colorent à la fuchsine phéniquée de Ziehl pendant cinq à quinze minutes, rincent et sèchent. Ils plongent ensuite la préparation dans de Vhuile d^aniline jusqu'à décoloration en apparence totale, puis font passer dans Vesscnce de bergamote ou de girofle et enfin dans le xyloL
GuiRAUD et Gautié (1901) recomTent la lamelle d'une solution aqueuse saturée de bleu d'aniline et chaulTent jusqu'à dégagement de vapeurs, à deux ou trois reprises. On lave à grande eau. La lamelle paraît complètement incolore. L'opération ne dure pas cinq minutes. Seuls les microbes sont colorés.
E. Dkcoloratiox, doubles COLORATIONS. — a. Le plus souvent la coloration est terminée, et on passe de suite au lavage. Mais lorsqu'on veut auparavant décolorer la préparation en totalité
OU en partie (voir Colorations apéciaies), on se sert des substances suivantes :
Kau i
Alcool . lorsqu'on redoute les acides.
Glycérine '
Essence de girofle.
Muile d'aniline.
Acidi; acétique, 0.5 à \ p. 100.
— chlorhydrique, 10 gimttes par 500 cent, cubes d'eau.
— nitrique, i.*) p. 75 (Khrlich).
— suirurique. i5 p. 75 ou 100.
Carbonate de potasse (Kocii).
Alcool-acétone (2 1) (Nioolle).
Ki'iiiNK se sert dVau de litliinc pour neutraliser un liquide de lava^'e acide.
h. Les doubles colorations ne sont naturelleineiit employées (|ue dans les cas où les microbes sont noyés dans des produits pathologie jues, et jamais lorsqu'on examine une culture (sauf pour les cultures sporulêes. On lave et on recolore avec une couleur qui tranche sur la première. Le rouj;e ressort bien sur le vert et le bleu, le violet sur la vésuvine, Téosine, la chryso'uline (.jaune). A côté de ces colorations successives se placent les colorations substitutives: Dans ce cas, le second bain est à la fois décolorant et recolorant pour certains éléments (voy. plus loin). Les colorations électives n'employent qu'une seule matière eolorante cpii colore dilTéremment les éléments. Le violet de uiéthyle colore en violet les noyaux et les microbes, et en rouge la subslanre amyloïde; le vert de méthyle colore en vert noyaux et microbes, et en violet la substance amyloïde. En rolorant avec du bleu de mélhyle un lambeau de mésentère iluni' >ouris morte île péritonite suppurée à Staphylocoques^ on voit les microbes en bleu, et certaines cellules conjonctives (.W(ï>7:c//e'MirKHHi.icH^ présentant un noyau incolore et des granulations J»aso[diilt»s^ \ioleltes. Le bleu de méthylène colore en violet les cellules adipeuses. B.vbks a vu certains microbes colorés en bleu avec des points rouges par le bleu de méthylène.
On peut, enlln, mais surtout avec les coupes, obtenir des triples et quadruples colorations.
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Ce 5«» temps variera seul dans les méthodes de colorations spéciales.
F. Lavage. — On lave à Peau, soit en agitant la lamelle dans un verre à pied rempli d'eau, soit en faisant couler sur la face colorée Feau de la pissette (fig. 172). Si la coloration reste trop intense, on peut laver rapidement à l'alcool.
G. Montage. — Pour monter la préparation, il faut d'abord reconnaître le côté de la lamelle qui est recouvert par la préparation ; on gratte dans un angle avec une One aiguille à dissociation. Si la préparation ne doit pas être conservée, on se contente de déposer une goutte d'eau sur une lame, et d'appliquer la lamelle encore humide, après avoir essuyé la face qui regardera l'objectif. Si on veut conserver la préparation, il faut encore une série de manipulations. On éclaircit avec une goutte de térébenthine, d'essence de bergamote ou d'huile de cèdre. Il ne faut pas employer les huiles éthérées, et spécialement l'essence de girofle, qui décolorent les microbes. On desséchera la lamelle, comme en B, avant de l'éclaircir. On monte ensuite au baume du Canada dissout dans le xylol; (les baumes au benzol ou au chloroforme font disparaître les couleurs d'aniline.) Il est commode de se servir du baume contenu dans des tubes métalliques compressibles; on débouche, on presse, une goutte tombe sur la lame. On aura soin de ne pas emprisonner de bulles d'air. Il est inutile de luter les préparations. Elles se conservent ainsi pendant six mois environ. A la longue, le xylol dissout les matières colorantes.
On ne montera jamais à la glycérine qui dissout rapidement les couleurs d'aniline, sauf le brun de Bismarck.
2" Colorations spéciales. — Certains microbes jouissent d'affinités spéciales pour certaines solutions colorantes.
A. Méthode de Gram*. — 1° Méthode primitive . —Cette méthode * Gram, Forlsch. der Medicin, i884 p. 185.
imaginée par Gram, en 1884, est basée sur la propriété qu'a Fiode de former avec le violet un nouveau composé qui a une atlinité parliculière pour certains microbes, et colore beaucoup moins les tissus que le violet aniline. Elle sert de caractère très important pour la diagnose des espèces.
Microbes Microbes uui ne prennent pas ls
QUI prennent lb Gram. Gram (restent incolores).
Gonocoque.
Vibrion cholérique.
B. typhique.
B. coll.
B. pyocyanique.
B. de la morve.
Ba«*ille du chancre mou.
Bacille de la pseudo-tuberculose.
B. de la peste, etc.
Staphylocoque pyogène.
Streptocoque pyo*?ène.
Pneumocoque.
Bacille de Lôfllcr.
Bacillus anthracis.
Bacille de Nicolaïer.
Bacille tuberculeux, etc.
On colore pendant cinq minutes avec la solution d'Ehrlich (violet aniline, p. 266), puis on plonge dans la solution de Lugol : •
lodure de potassium â grammes.
Iode 1 —
Eau 30) —
jusqu'à coloration noire (une ou deux minutes). On lave ensuite à plusieurs reprises dans Talcool absolu jusqu'à décoloration : ce troisième temps est quelquefois^très long. Les tissus et les microbes qui ne « prennent pas le Gram » sont décolorés. On peut recolorer le fond. On éclaicit par le xylol, etc.
2^' }féthode de Gram modifiée par yicoUe ^ISOo-. — 11 vaut mieux employer la méthode de Gram avec les modilications suivantes. Le violet phcniquc inaltérable est substitué au liquide d'Ehrlich; la solution de Lwjol est plus forte ; Valcool-acètone inaltérable, et décolorant très rapidement, est substitué à l'alcool. L'opération est plus rapide, plus sùio ; les préparations ne brunissent pas à la loniîuo. ot la IrîpK' ooloralioii est possible ^voy. coupeji, p, i02\
Fixer la lamollo à Valcoolt-thcr ^parties égales).
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Plonger, quatre à six secondes, dans le bain :
Soi. saturée de violet de gentiane dans
alcool à 9o** .• . iOcent. cubes.
Eau phéniquée à 1 p. iOO . iOO —
Plonger, sans laver, quatre à six secondes, dans le liquide de Lugol fort :
lodure de potassium 2 grammes.
Iode ^ —
Eau dislillée 200 —
qu'on renouvelle une ou deux fois.
On décolore par Talcool absolu additionné d'un tiers d acétone [alcool-acétone).
Si on veut une double coloration (exsudats, frottis), ou fait agir rapidement la solution :
Sol. saturée d'éosine dans alcool à 9>. 50 cent.' cubes. Alcool à 95». • ! ... 100 —
Laver, déshydrater, monter.
Si on a un mélange de deux organismes dont l'un prend le Gram, et l'autre non {Gonocoques et Staphylocoques par exemple), on recolore avec :
Sol. saturée de fuchsine dans alcool
à 95» 5 cent, cubes.
Eau dislillée 100 —
à la place de l'éosine qui ne donnerait qu'un fonds diffus.
La figure 175 montre une préparation colorée parla méthode Gram-Nicolle. Les cellules, les Gonocoques (qui ne prennent pas le Gram) sont rouges, les Staphylocoques (qui prennent le Gram) sont re.stos violets.
3*^ Méthode de Claudius. — On doit la rapprocher de celle do Gram. Elie n*a sur elle aucun avantage. Les microbes qui prennent le Claudius sont les mômes que ceux qui prennent le Gram et inversement. Peut-être la met hode de Claudius sera
elle plus sûre pour le V. seplique elle B. du charbon symptomatiquc qui prennent ditiicilement le firam. On colore, pendant une minute, avec le violet de gentiane
Fig. 175.
Préparation d un pus blennorragique coloré par la méthode
de Gram-Nicolle.
Los fiioioco'fiif'n >on\ rousTfs cl iiilraccllulaircs; \e«> Staphylocoques pyogènes sont violols el cviraccllulairos. Gr. = 1 Vih» D.
plicnitmr. On lave, on êgouUe. On fait agir, pendant une minute, la solution :
Solution satiiri'c diioide picriqiie ...... 4 vol.
Kau ilislilleo 1 —
On enlève Fexcrs avec du papier tiltre. On décolore avec du chloroforme ou de \\\<scuce de <; in )/îf jusqu'à ce que le réactif ne se teinte [dus en bleu. On monte au baume.
MÉTHODE DE GOLORATIOX DES SPORES
4^' Coloration des microbes qui ne prennent pas le Gram. — NicoLLE (1892) recommande le procédé suivant : colorer au bleu de méthylène^ plonger dans une solution aqueuse de tanin à 1 /lO, qui insolubilise instanUinémenl la couleur au niveau des éléments: déshydrater; éclaircir; monter.
La solution de tanin s'altère vite, et, en plus, la coloration bleue est peu intense.
Gâhnier (1901) préconise une autre méthode, qyi n'a aucun de ces inconvénients. Fixer la lamelle. Laisser une minute dans la solution de Lugol forte (voy. p. 271). Laver rapidement; colorer au bleu de Kiihne (voy. 260). Faire agir pendant une ou deux minutes (à froid ou en chauffant légèrement) la solution :
Molybdate d'ainaioniaque cristallisé . . . 1 gramme. Eau distillée 10 —
Laver. Laisser refroidir. Déshydrater à l'alcool absolu. Eclaircir à l'essence de girofle. Passer au xylol. Monter au baume.
Ces solutions sont très stables. La coloration est en bleu foncé.
La méthode est applicable aux coupes. Il vaudra mieux employer une solution de Lugol plus faible. Bien laver la coupe dans l'eau distillée après le passage dans le molybdate.
B. Coloration des spores. — Dans les cultures examinées sans coloration, les spores se présentent comme de petites granulations réfringentes, sphériques ou ovoïdes. On les voit, par exemple, très bien dans les cultures de B, du tétanos.
En colorant une préparation avec les méthodes ordinaires, les spores restent incolores, formant des taches claires dans les bacilles colorés; elles sont très résistantes.
BrcHNER et HuEPpE ont simultanément découvert un moyen de les colorer. On sèche la lamelle, et on la chaufTe longtemps (15 minutes à 1 heure à + 180", ou dix fois sur la flamme) ; les spores se colorent vivement (violet phéniqué ; 15 à 30 minutes), l«»s bacilles ^'estent presque incolores. La membrane de la spore a été modifiée par le chauffage. Mais on ne peut ainsi colorer que les spores seules.
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Pour tivoir une double coloration, on peut opérer ainsi. Faire passer dix fois la lamelle sur la flamme. laisser pendant une heure dans la solution chaude de fuchsine anilinée d'Elirlich (p. 266). Laver. Décolorer dans la solution :
Alcool 75
A. chlorhydrique 25
Recolorer dans une solution aqueuse saturée de bleu de méthylène. Laver, sécher, etc. Les spores sont rouges et les bacilles bleus.
La méthode de Frœnkel est une modification de la précédente. La décoloration et la recoloralion se font par un séjour de une à deux minutes dans une solution unique, dite solution de Frœnkel :
Acide nitrique pur 20 cent, cubes.
Eau distillée 30 —
Alcool à 90» 50 —
Bleu de méthylène saturé 66 —
Méthode de Neisser. — Séjour de dix minutes à + 100* dans la solution fuchsinée de Ziehl (p. 266). Lavage à l'eau. Lavage à l'alcool absolu jusqu'à ce que le liquide n'entraîne plus de fuchsine. Séjour de une minute dans une solution aqueuse de bleu de méthylène.
Méthode de Mœller (la meilleure pour beaucoup d'auteurs). — Séjour de deux minutes dans l'alcool absolu, puis de trois minutes dans l'acide chromique à 5 p. 100, puis de une minute dans le Ziehl à chaud. Laver. Séjour de dix secondes dans l'acide sulfurique à 5 p. 100, et de une minute dans la solution aqueuse do bleu .
On peut ensuite obtenir une triple coloration en colorant le fond de la préparation.
S.\L0M0NSEN fait justement observer que les différentes spores ont de grandes difTércnces d'aptitude à prendre les matières colorantes.
Nous conseillons, comme la meilleure des méthodes, celle de
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Ziehl telle qu'elle sera décrite (p. 279) à propos du Bacille tuberculeux. La spore est d'un beau rouge se détachant sur le mycélium bleu (fig. 176).
Fig. 176.
Bacillus anlhracis. Culture en bouilloii avec spores.
Coloration par la méthode de Zichl. Les spores sont rouges. Gr. — 1 000 D.
C. Coloration des cils. — Les espèces mobiles (voy. p. 201) possèdent des cils ou flayella ^ qui sont des prolongements
* Les cils ont une situation variable par rapport aux corps bacillaire. Ils sont toujours plus longs que le microbe. Ils sont ondulés, quel([uefois enroulés les uns autour des autres (Sackaroff). Certaines espèces n'ont qu'un ou deux cils vibratiles ; la plupart sont muUi-' ciliées. Ce nombre est d'ailleurs variable pour une môme espèce (fig. 177). 11 n'est pas non plus toujours en rapport avec la mobilité ; le Micrococcus agilis d'An-GoiiEN n'a qu'un seul cil. 11 est facile (antiseptiques, températures dysgénésiques) de faire perdre aux microbes tout ou partie de leurs cils. C'est en somme à tort que Di
protoplasmiques hyalins, non granuleux et par conséquent très difficiles à voir et à colorer (voy. fig. 292, 298, 312 et 319;.
KocH^ les a découverts en 1877.
On peut voir sans coloration, avec un fort grossisse m enU les cils des grandes bactéries telles que les sulfo-bactéries
Fi^. 177.
Priacipaux types de microbes ciliés.
[Begfjiatoa roseo-persinica^ Baclerium photometricum ^ etc.'. En gônéral il faut une coloration spéciale avec un mordant pui^mt.
KocH, le premier, a coloré les cils en se servant du liquide de MûLLER et d'une solution aqueuse concentrée d'extrait de bois de campéche. Kuxstler s'est servi d'acide chromique et de noir de Collin. C'est Lôffler qui a perfectionné la technique et a pu voir les cils des petites espèces.
D'une façon générale : prendre une petite quantité de culture récente .quelques heures' sur gélose, et la délayer dans un verre de montre rempli d'eau ordinaire non distillée), de
Messe \ a tente de classer les microbes d'après leurs cils. On avait pensé à un moment distinguer ainsi Je iolibacilU du Bacille d'Ehetth,
Les cils sont une émanation du proti'piasma Bctcbu, Fehkikb. Rem- HNi.FRV Les espèces mobiles serAicnl constituées par une partie centrale, facile a ci>l«»rcr. analogue au noyau, et d uneione périphérique, non granuleuse, àtfticile a colorer, dou tinaneraient les cils.
' koi.R. (.'•i.'ri\<{.c ,.•.•; ;e« nr-tr £>\;i .'cr t*u. BeiU'age zur Biologie der rtlanien. IS77.
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faron à obtenir un trouble léger et homogène. Déposer sur une lamelle scrupuleusement propre. Laisser sécher à la température ordinaire, à l'abri des poussières.
1® Procédé de Lof fier. — On laisse la lamelle quatre à cinq minutes dans Vencre de fuchsine de Lôf/ler chauffée à dégagement de vapeurs.
Sol. aqueuse d'ac.
i galUque -^ • • • ^0 cent, cubes.
Encre de Lôffler ' Sol. de sulfate de fer
i saturée à froid. . 5 — r Sol. alcoolique de
fuchsine .... 1 —
Elle doit être filtrée chaque fois. On lave ensuite à Teau et à Talcool à 95", puis on plonge, pendant une minute, dans la solution colorante :
Sol. alcoolique de fuchsine 11 cent, cubes.
Alcool absolu 10 —
Eau d'aniline 100 —
Laver à Teau et à Talcool absolu.
Le violet peut remplacer la fuchsine . Il faut modifier Tacidité du mordant suivant l'espèce du bacille. On tâtonne avec deux solutions
s. Solution de soude à 1 p. 100.
^. Solution d'acide sulfurique à 1 p. 100.
qu'on ajoute à l'encre de fuchsine.
LôFPLRR conseille de s'exercer sur le Bacille du lait bleu dont les cils sont colorables dans une échelle assez étejidue d'acidité (20 centimètres cubes de ^ à 15 centimètres cubes de a pour 16 centimètres cubes d'encre). Voici des exemples :
Spirillum concentricum . Encre seule.
Choléra asiatique , . . . 1/2 goutte de a dans 16 ce. d'encre.
Bacille typhique 1 ce. de ^ dans 1(> rc. d'encre.
B. subtilis âO à 30 gouttes dans 16 ce. d'encre.
Vibrion septique 37 gouttes dans 16 ce. d'encre.
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Celle méthode occasionne d'abondants grumeaux très adhérents.
Elle a été modifiée par Nicolle et Morax qui jugent inutile l'addition d'alcali, ou d'acide et remplacent le colorant de I.Ofkler par la fuchsine de i^iehl^ par Lutschke qui substitue l'acétate au sulfate de fer [moins de grumeaux), par Ramon y Cajal qui substitue dans le mordant la fuchsine anilinée à la fuchsine alcoolique, par BrxoE, etc.
2'* Procédé de Sclnvo. — Laisser une minute dans :
Tanin I fjrarame.
Alcool à :>0- iOO —
Laver. Laisser une minute dans une solution aqueuse à 5 p. 100 d'acide phospho-tungstique. Laver rapidement dans l'eau distillée. Laisser trois ou quatre minutes dans la solution d'Ehrlich légèrement chauffée. Laver, sécher, etc.
3^ Procédé de Van Ermenghen (i893) (le meilleur). — Laisser, trente minutes à froid ou cinq minutes à + 60^, dans le bain fixateur :
A. osmique 2 p. 100 ! cent. cube.
Tanin 10 à !>;) p. 100 i —
A. acétique 4 à 3 gouttes.
Laver soigneusement à l'eau. Passer cinq à dix secondes dans du nitrate d. argent à O.î) p, 100. Mettre, sans laver, dans le bain réducteur :
A. galliqiie 5 grammes.
Tanin 5 —
Acétate de soude fondu 10 —
Kau 350 —
Repasser dans le nitrate d'argent et de nouveau dans le bain réducteur. Laver, sécher, etc.
Le principe est la réduction d'un sel d'argent à la surface des cils préalablement fixés.
4" Procédé de Neuhaus (pour le Bacille tt/phique). — Mettre sur la lamelle quelques gouttes de la solution :
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Tanin à 50 p. 100 (ûltrer) 400 cent, cubes.
Solution saturée de sulfate ferreux . . 50 — Sol. alcoolique saturée de fuchsine . . 10 —
et cliaufTer, à quatre reprises différentes sur la flamme jusqu'à dégagement de vapeurs. Laver à l'eau, Colorer au ZiehL Laver, etc. Suivant que le microbe a une sécrétion alcaline ou acide, on neutralise avec quelques gouttes d'une solution à 40 p. 100 de soude on d'acide sulfurique.
Procédé de Rossi (1900). — Se servir d'une culture fraîche, suragar, ne contenant pas de chlorure de sodium en excès. On verse sur la lamelle : 4 à 5 gouttes d'une solution de Ziehl et une goutte de :
Solution aqueuse à 4 p. 1000 de potasse
caustique 400 grammes.
Acide tannique :Èb —
(Dissoudre û chaud.)
On laisse en présence 45 à 25 minutes. On lave et on monte.
Tous ces procédés * sont très délicats. Il ne faut pas employer une culture en bouillon, mais une dilution de culture solide. Les microbes doivent être peu abondants et espacés. La lamelle sera bien propre, flambée (contre les matières grasses), et desséchée à l'abri de la poussière. On fixera sur la flamme de la lampe à alcool ; le bec Bunsen altère les cils.
Siu.xrs dit avoir vu les cils de bacilles cholériques vivants, en examinant une goutte de culture mélangée avec une goutte de liquide de Ziehl très dilué. Ce procédé échoue, en tous cas, avec le B. d'Eberth et le Colibacille.
D. Coloration des microbes dits acidophiles (B. tuberculeux,
B. DE LA LÈPRE, AUTRES BACILLES ACIDOPHILES) . — KOCH * (1882) a
* Voir la Bévue générale de Remllnger : Gazelle médicale des hôpitaux militaires, 1896, xv* 3.
* KocH, Die JEtxoloffie der Tuberculose, Mit. a. d. k Gesundheitsamte II, 1884.
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roloiv. \v pnMnitT, les hacilli'< tuberculeux par le bleu de mr- Ibylèiie alcali uise par la potasse ; le fond était recolorê en brun avec la vésuvine. Le procédé n'a qu'un inlér«M historique,
Ehrlich, quelques semaines après la d»*couverte de K<k:u. i^ulistitue l'aniline ù la poLi^se, ayant remarqué que le violet de gentiane, qui est très impur et contient de l'aniline, colorait mieux que le violet de méthyle. Weigert, Koch perfectionnent le procédé d'EuRucu.
ZiEHL substitue à Paniline un autre corps de la série aromatique : l'acide pbéuique. et montre que l'alcalinité n'est pas indispensable. Prior emploie l'essence de térébenthine à la place de l'huile d'aniline; le thymol Rrie^kr , le borax Sauli , l'ammoniaque (NVkic.ert sont successivement essayés. Kikih, Khruch croyaient que le H niUe tubercaleur avait une réaction tout à fait spéciale. Lïchthkim. riiAcoMi, Pétri. Baiugartex montrent que le Bicillc f^Vrcv/cu- m» c«»lore bien sans rien ajouter aux solutions de couleurs d'aniline, mais il faut le laisser lon::temps en contact et cbaufr«»r: le HocUlr de Koch se colore dune plus dilUciit ment et >e di'C«»K»re plus lentement par les acides min^Maux que les aulies microbes. Cependant, en faveur d'un protopla<ina à léaction sp«*ciale. on peut rappeler qu'En rlu:h a niiuitr»*. en I.S>0, la d»-coK>ration presque >'..M-iî:,jiie du bat'ilie, cuivré dans une sitlutinn simple, par un b lin iijn< un»' s«>luti.»n coiio»Milr»'*e de bisulfite de soude, et que SiKvi'i a r»-:ii»^ du coiiw d«*s bacili.*s une matière amorphe p •?<* d .ut la r»'j. îivn d Ehiîu U .
iKius Si'H tri\ iil d»» l>97. K«"vli pr.»uve d»'-tiuitivement que la r-" ..'•:.. u c-:..riîite du H:c:.'> (..'•' •.»• i.r n'est pas due à la ir*>i-:vi!i e ti une cii!i u!»* qu- 1. .-u îv.e. mais qu'elle tient décid» lïuïit à u:w <i:l'»'. iii e^ qui. ni-'iue i^«.''.-»\ à l'eïat amorphe.
r»-^'-M- c^ '. :—^ par la fuchsine n: pli- l'a- : Iv azotique dilué et :; ' Il ^i *. u r V , i u s > ! i; : ! ♦* dans i'al cool •î. t:»> ài:*i, :!' m» a; saponitiable.
^1- - l V :'.['< au nu xku d'une sola- -*•.. ju* : !•-> b.i;: >s perdent alors s; ' :. i'.'S. i!-t a : i»^ snras forme une
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couche uniforme à la périphérie du bacille, une véritable enveloppe protectrice.
Ajoutons que le Bacille de la lèpre présente les mêmes propriétés. Pour Nrisskr, Kuhne, Bordoni-Uffreduzzi, il se colorerait plus facilement par le bleu de mélhylène alcalin; pour LusTGARTKN, il résisterait mieux (après coloration par VEhrlich) à Faction décolorante d'une solution à 1 p. i 00 dhypochlorite de soude; pour Neisser, Baumgarten, il pourrait se colorer à froid dan? un bain simple.
Le Bacille (le la tuberculose aviaire se colore plus rapidement que celui de la tuberculose des mammifères.
Les Bacilles du smegma (Alvarez et Tavel) et du cérumen (Gottstein) ne présentent les réactions du Bacille de Koch que grâce à leur manteau graisseux provenant du milieu ambiant (Bienstock).
On a découvert récemment toute une série de bacilles, ayant les mômes réactions colorantes que le bacille de Koch, on les a appelés plus spécialement : acidophiles (voy. p. 513).
On emploie plus volontiers les rouges que les violets; ils tranchent mieux à la lumière artificielle, et se conservent plus longtemps. On préservera avec soin les lamelles des matières grasses qui empêchent les colorations.
Voici le détail des principales méthodes.
1° Procédé d'Ehrlich. — Séjour d'une demi-heure, ou plus, à froid, de quelques minutes, à chaud (jusqu'à dégagement de vapeurs)» dans la solution suivante à faire au moment de s'en servir :
Eau d'aniline 100 cent, cubes.
Sol. alcoolique saturée de fuchsine ou de violet de méthyle 11 —
On agite ensuite la lamelle pendant quelques secondes dans :
Acide nitrique (pur d'acide nitreux'i 1
Eau 2 ou 3
On lave dans l'eau, cl la lamelle reprend en partie sa colora-
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tion (le sel triacide peu coloré formé par Tacide, se décompose, devient monoacide, plus coloré). On repasse dans la solution acide, et ainsi de suite jusqu'à décoloration de la lamelle qui reste jaune pâle (fuchsine) ou verddtre (violet). La décoloration ne doit pas être absolument complète; elle ne s obtient jamais pour les taches de matière colorante. Une décoloration trop complète décolorerait aussi les bacilles tuberculeux. On lave ensuite à l'alcool à 60*^ (Koch), à l'eau; on sèche et on monte. On peut auparavant recolorer le fond en bleu si le bacille est rouge, en rouge s*il est violet.
2^ Procédé (le Ziehl-Ncelsen. — La technique est la même que pour le procédé d'Ehrlich avec les solutions suivantes :
■' Fuchsine i gramme.
Solution colorante ^ ^^1^.''/.?,"/ aÂ ~
È Eau distillée 400 —
' Alcool absolu .... 40 — (Quelques minutes à chaud, dégagement de vapeurs.)
Elle se conserve indéflniment.
Solution décolorante' ) taîf* '"''""''"•'; ; joO (Quelques secondes.)
Laver et colorer dans une solution aqueuse de bleu de méthylène. C'est le procédé le plus courant. — La figure 178 donne un spécimen du résultat.
3^ Procède (le Hauser (le meilleur). — Le temps délicat du procédé de Ziohl est la décoloration. Il faut décolorer suiiisamment pour que seuls les bacilles tubefculeux restent colorés: il ne faut pas aller jusqu'à décolorer ceux-ci. Le procédé d'H.\usER (1808) remédie à cet inconvénient.
On opt'^re comme pour le procédé de Ziehl ; seule la solution décolorante est changée. L'n acide organique (lacide lactique) est substitué à l'acide minéral. Il décolore en dissolvant, au
* Avoir soin de verser Tacide sulfurique dans l'eau et non Veau dans l'acide de crainte do briser le récipient.
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lieu de décolorer en substituant un sel triacide incolore au sel monoacide très coloré. On a, ainsi, un temps beaucoup plus long entre la décoloration suffisante et la décoloration trop prononcée.
On colore donc avec le Ziehl. On décolore avec une solution alcoolique à 2 p. 100 d'acide lactique, La décoloration est suffi-
Fig. 178.
Préparation de crachats tuberculeux.
Coloration [vxt le procédé de Zichl. Les liacillea de Koch sont rouges. Or. = 1 200 D.
santé en quelques secondes et peut se prolonger sans inconvénients pendant une demi-heure. C'est donc un procédé essentiellement pratique, recommandé par Lesieur qui l'a étudié soigneusement dans mon laboratoire.
4*^ Procédé de Kiihnc (un des meilleurs). — Borel a fait connaître, en 1893, l'excellent procédé suivant dû àKOuNE, et resté inédit. L'agent de différenciation est Yaniline chlorhjdnquc^ qui
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décolore tn*s bien sans nuire aux tissus, et dont l'action peut être prolongée longtemps sans décolorer les bacilles; raction ultérieure de l'alcool décolore tout, sauf les bacilles, en quelques secondes.
laisser dix à quinze minutes dans le liquide de Ziehl.
Faire passer quelques secondes dans une solution d aniline chlorhydrique à 2 p. 1000.
Plonger rapidement dans alcool.
Monter.
5** Procédé de B. Frwnkel, — Le premier temps est le même que celui du procédé d^EuRLicH. On décolore et on recolore avec une solution unique (méthode substitutive) :
Alcool à 90» ôO grammes.
Eau 30 —
Acide nitrique pur 20 —
Bleu de méthylène en excès.
Agiter et filtrer. On passe sans lavage du premier bain (fuchsine) dans le second et on laisse une à deux minutes. Lavage à l'eau, déshydratation par l'alcool ; xylol ; baume. Si le premier bain était au violet, le second serait ainsi modifié :
Alcool 70 grammes.
Acide azotique 30 —
Yésuvine* en ex 'es.
Ce procédé a le méiite de la rapidité.
0^ Procédé de Gabbett (1887). — Séjour de deux à dix minutes dans un premier bain :
Fuchsine 1 gramme.
.\cide phénjcjuc 5 —
Alcool absolu 10 —
Eau .' 100 —
Pas de lavage. Séjour de trente à soixante secondes dans un deuxième bain :
Acide sulfurique 25 grammes.
Eau 100 —
Bleu de méthylène iixi —
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Ces deux solutions se conservent bien. Nous recommandions ce procédé pour la préparation rapide de crachats à Thôpital, avant Tadoption du procédé de Hauser.
7** Procédé de Gibhes (1883). — Type de coloration élective. L'n seul temps. On broie ensemble :
Fuchsine 2 grammes.
Bleu de méthylène 1 —
et ou dissout dans :
Aniline . 3 cent, cubes.
Alcool absolu 15 —
et on ajoute :
Eau distillée 15 cent, cubes.
On met cinq minutes dans ce liquide chauffé et on décolore à Talcool. Les bacilles sont rouges, le reste bleu.
8® Procédé de Weigert (1887). — Le D. tuberculeux prend le Gram (p. 270). Weigert modifie le dernier temps du (iram; il décolore par Vhuile d'aniline, qui déshydrate en môme temps. On lave au xylol.
Les bacilles sont moins racornis» ils sont en violet très foncé. La fibrine se colore en bleu. Les produits caséeux ne sont pas colorés.
90 Procédé d'Hermann, — On possède les deux solutions :
. j^ Krystall violet 1 gramme.
* } Alcool à 90» 30 —
a^ i Carbonate d ammoniaque ..... 1 —
( Eau distillée 100 —
qu'on mélange, au moment de s'en servir, jusqu'à ce que la tache sur le papier soit très foncée. On laisse la lamelle une minute dans le mélange chauffé à ébullition commençante. On décolore par l'acide nitrique dilué entre un dixième à un tiers. On recolore par l'éosine.
Rappelons que le procédé de Fr.€Nkel (p. 274), qui colore si bien les spores du B. anthracis, est un des procédés de colo-
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ration du B. tuberculeux ; on comprend pourquoi la queslion des spores de de dernier est encore pendante.
E, Coloration du pneumocoque et du pnkumobacille avec LEUHS CAPSULES (fig. 179). — SéjouF de quatre à six secondes dans le violet de gentiane phéniqué (p. 271).
Fig. 179.
Préparation d'un crachat de pneumonique, montrant un grand
nombre de Pneumocoques encapsulés.
Gr. =-- 1 000 D.
Passage rapide dans ralcool-acélone au tiers.
Ou bien :
Séjour de deux minutes (ou moins : 20 à 30 secondes pour Boni) dans le Ziefd.
Laver à Teau, dt'colorer rapidement dans l'eau acidulée (une goutte d'acide acétique pour un verre de montre plein d'eau).
Colorer ensuite pendant quatre à cinq minutes, dans le liquide de Lof fier.
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Ou encore :
Colorer une lamelle fixée avec une goutte de :
Acide acétique 1 gramme.
sol. alcoolique \ ''S^^IT^. ! i i ^ <=-'• -»-■ Eau distillée 100 —
pendant une demi-minute à une minute. Laver, Sécher. Monter au baume.
(Voy. fig. 328, 329 et 348, p. 715, 716 et 790.)
D) Coloration des microbes dans les coupes
Le frottis, le grattage sont suffisants pour savoir si un tissu renferme des microbes. La coloration dans la coupe histologique est indispensable pour étudier la distribution des microbes, leur quantité, etc.
Weigert a, le premier, en 1871, coloré les microbes d'une coupe.
\,^ Préparation de la coupe, — De bonnes coupes très minces sont absolument indispensables.
On recueillera les pièces aussitôt que possible après la mort, immédiatement après pour les pièces expérimentales.
La fixation s'obtient en plongeant immédiatement, des cubes de 1 centimètre d'arête de l'organe dans un bain fixateur.
On emploiera le sublimé acétique (sublimé à saturation dans l'eau avec 5 p. 100 d'acide acétique cristallisable) pour les organes volumineux comme le poumon par exemple; au bout de six heures, on pratiquera quelques incisions; le séjour complet est de douze heures.
Le liquide de Flemming :
Acide chromique à 1 p. 100 15 grammes.
Acide osmi(iue à 2 p. 100 4 —
Acide acétique glacial 1 —
est préférable, mais pénètre moins.
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On emploie aussi uu mélange :
Sublimé à saturation 500 —
Acide chromique à 1 p. 100 600
Acide osniique 1 —
Acide acétique glacial 100 —
Le durcissement s'obtient ensuite par des séjours successifs de vingt-quatre heures dans des alcools à 60<*, 80«, 96^ et iOO<*. On suspend, au moyen d'un hameçon, les fragments dans des (laçons bouchés à l'émeri. Un séjour trop prolongé dans l'alcool entraverait la coloration. On évitera le liquide de mUer.
L'inclusion doit se faire de préférence dans la paratline, et non dans la cello'idine. Au sortir de lacool absolu, la pièce est plongée pendant vingt-quatre heures dans le xylol à la
température du laboratoire. On
'^*^nû ^^ transporte alors dans un mé-
^ ^^ /ù\ lange à parties égales de paraf-
(ry-j — I i*-e3fTfr jjyç I ^'"^ ^^ ^^ xylol, placé dans une
* 1 P^^ m éluve à -h 34^ où elle fait un
nouveau séjour de vingt-quatre
Vj heures. Enfin, on la met. pen-
l^i// dant au moins vingt- quatre
^^^^^ heures, dans la paraliine fu-
^^^- ^^'^ sible à-|- 54" maintenue liquide
Microtome Mlnot, dans une éluve réglée à -f 55^'.
Le fragment sort assez mou; on
le laisse durcir à l'air pondant quelques instants, on le dépose
dans un cadre méliillique où on verse de la parattine qui se
solidifie. C'est ce morceau de paratline contenant le fragmenta
couper qui est fixé au microtome.
Si les fragments sont très minces, on peut supprimer le deuxième temps et diminuer des deux tiers la durée des deux autres. On doit même y tendre le plus [»ossible.
La .sec^io/i s'obtiendra au moyen des microtomes les plus perfectionnés; on recherche plutôt la minceur que l'étendue. On pourra avoir besoin de coupes en scries (numération des ba-
COLORATION DES MICROBES DANS LF:S COUPES
cilles d'un tubercule par exemple). Dans les deux cas nous conseillons le microtome Minot (fig. 180).
Les coupes devraient être reçues dans V alcool absolu, et non dans de l'eau, toutes les fois qu'on veut colorer les microbes avant le fond : mais, avec l'inclusion à la parattine, on est obligé de les recevoir dans l'eau tiède pour leur permettre de s'étaler; le xylol dissout laparailine mais la coupe a beaucoup de peine à s'étaler.
La coupe éUdée est reçue sur une lame. Il est préférable de la coller sur celle-ci par un badigeonnage préalable avec un mélange à parties égales de blanc d'œuf et d'essence de girolle. On déshydrate alors par l'alcool et on traite la lame comme un frottis.
2" Coloration de la coupe. — D'une façon générale, la coloration des coupes s'obtient par les mêmes méthodes que pour les frottis sur lamelles, mais il faut une action plus prolongée des bains colorants ou décolorants. Kn outre, les coupes supportent mal la chaleur.
A. MÉTHODE jiKNKHALK. — Si OU cherchiî à découvrir dans unp coupe des microbes dont on ne connaît pas d'avance les propriétés, on doit se servir d'une méthode pouvant colorer tous les microbes indistinctement. Lorsqu'on sait d'avance quel microbe on recherche, on ne se servira de la méthode générale que pour les microbes ne prenant pas le Gram et ne se colorant pas par UEhrlich.
Il sulHl de laisser séJourn«;r la coupe pendant dix minutes dans une solution hydro-alcoolique (luelconque et de décolorer par l'alcool à 90<^. On peut, secondairement, colorer le fond avec une solution aqueuse de teinte opposée â la première.
a, II est cependant certiiines couleurs (jui sont à conseiller en premier lieu. KiiHXE préconise le bleu de mctht/lènc comme la matière qui colore le mieux l'ensemble des bactéries. Il conseille la technique suivante :
«nèCIS DK BACTKRIOI.OCIE. 2^' édit. V.i
290 EXAMEN MICnOSCOPIQUE DES MICROBES
l*^ Séjour d'une demi-heure dans :
Alcool absolu iO grammes.
Bleu de méthylène 4 gr. 5
Solution phéni(|uée h p. 100 100 •—
2^ Rincer àTeau; ^^ Rincer dans :
Acide chlorhydriquc 10 gouttes.
Eau bouillie 50 grammes.
jusqu'au bleu tendre :
4" Rincer dans :
Sol. aq. concentrée de carbonate de li-
thine 6à8 gouttes.
Eau 10 grammes.
5^ Rincer quelques secondes dans l'eau; 0° Déshydrater légèrement dans l'alcool absolu ; 7*^ Déshydrater complètement par un séjour de quelques minutes dans:
Huile d'aniline pure 10
Bleu de méthylène Une pointe de couteau.
dont on met quelques gouttes dans de l'aniline pure;
8"^ Rincer dans Thuile d'aniline pure ;
9"^ Séjour de deux minutes dans une essence bien fluide (thymène, térébène, etc.) ;
10" Deux séjours successifs dans le xylol pour débarrasser de l'huile d'aniline.
Puis si oc veut une double coloration :
11° Séjour de deux à dix minutes dans le bain :
Huile d'aniline iO grammes.
Safranine Une pointe de couteau.
12° Rincer dans l'huile d'aniline pure; les coupes doivent conserver une teinte rosée ;
13" Deux minutes dans une essence bien fluide;
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14" Deux séjours successifs dans le xylol pour débarrasser de l'huile d'aniline ;
15** Monter au bajime.
6. Une autre méthode consiste à colorer le fond en premier lieu.
Séjour pendant vingt-quatre heures dans le carmin boraciqiie à l alcool de Grenacher :
Carmin N» 40 3
Borax 4
Eau 100
Alcool à 90* 100
ou dans le carmin lithiné de Orth,
Sol. aqueuse saturée de carbonate de lithinc. . . 07.5 Carmin N? 40 il/ô
On lavé rapidement dans la solution :
Alcool 100
Acide i
puis à l'eau, et on colore ensuite les microbes par un des procédés ordinaires.
c. NicuLLE^ recommande la thioninc comme le seul colorant à employer pour les microbes qui ne prennent ni le Gram ni lEhrlich, La thionine (violet de Lauth) est une couleur soufrée appartenant au môme groupe que les bleus de méthylène et de toluidine. Elle ne surcolofe pas. Elle constitue « le réactif colorant le plus énergique et le plus sur », grâce à son atlinité pour les microbes et sa faible solubilité dans l'aclool absolu.
La coupe est débarrassée de la paraillne à l'aide de xylol, puis traitée par l'alcool absolu.
Séjour d'une demi-minute à une minute, dans la solution:
Sol. saturée de thionine dans alcool à 50» . 10 cent, cubes Eau phéniquée à 1 p. 100 100 —
* NicoLLE, Pratique des colorations microbiennes. Annales Pasteur, 1895, p. 964.
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Lavait* à l'eau;
Désliydratation par alcool absolu;
EolaiiTi>si'imMit au xylol: •
Moiilaiîo au baume.
On «Mnpioirrail Trosiiie pour une seconde coloration.
Fi::. l>l.
l.vMijv' »lo foio *it* ooluye o«»ntonant dts iiiailr» chat-bonneus.
la li^ ne l^l i.'[Tt>rnîo un»- c^-ui"- df foie de cobaye contenant d-^ b\'»'.lt^ * huhonn-'ux Irai: •» par la thionine el IV»»- ^in«
/». r ". «uvr «N i"Vii\ V'^rt»." i.* ti.-w. — t>n cidorera par 1»^ «•i.un ie^ V »iî;m'< v o!\:. n .nt ;• > ni; r l ••> nn rt <lenl coloré> par « • i;- ni- ::v i-' p. :iî*-,' . nu . r..; . . i.i ..» méthode modifiée par
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NicoLLE (p. 270). Voici la technique pour obtenir une triple coloration (thionine, carmin, Gram) :
Débarrasser de la paraffine à Taide du xylol ;
Enlever le xylol par Talcool absolu ;
Laisser un quart d'heure dans le carmin de Orth alcoolisé par addition de — d'alcool à 95^»;
Laver à Teau ;
Laisser quatre à six secondes dans le violet phéniqué (p. 271) ;
Mettre quatre à six secondes dans la solution forte de Lugol (p. 271) en la renouvelant deux fois;
Décolorer par Talcool-acétone (p. 271) ;
Passer rapidement dans lalcool picrique ;
Déshydrater par l'alcool absolu ;
Eclaircir par le xylol ;
Monter au baume.
S'il y avait dans la coupe un mélange de microbes dont les uns prennent le Gram et les autres se décolorent, on colorerait dans une solution hydro-alcoolique de fuchsine après la décoloration par Talcool-acétone.
Weigert avait modifié la méthode de Gram en décolorant par:
Huile d'aniline i
Xylol 1
Avec son procédé la triple coloration est impossible, l'acide picrique étant très soluble dans l'huile d'aniline. Celle-ci est d'ailleurs altérable et les préparations brunissent à la longue.
C. Coloration des bacilles agidopuilbs. — On recommande en général le procédé de B. Fr.cnkel (p. 284). Je lui préfère la méthode d'HERSiANN (p. 285). On laisse les coupes dix minutes dans le bain colorant chaufTé. Après la décoloration, Hermann conseille Téosine pour teinter le fond ; le chrysoïdine est préférable.
La meilleure méthode est celle de Kûhne (p. 283).
Colorer d'abord les noyaux par un séjour de deux minutes dans l'hématoxyline ou mieux l'hématéine;
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Laver à l'eau ;
Séjour de quinze minutes dans le liquide de Ziehl; Faire passer quelques secondes dans Taniline chlorhydrique à 2 p. 1000; Décolorer à Talcool :
Ëclaircir au xylol ; Monter au baume.
Z^ Montage de la préparation. — Les coupes exigent une déshydratation très soignée avant d'être montées dans le baume au xyloL V alcool est le meilleur déshydratant, mais il décolore souvent trop; V huile d* aniline (Weigrrt) ne peut être employée dans tous les cas. Kûhnb recommande de colorer très légèrement Thuile d*aniline avec la matière qui a servi à colorer la coupe, pour éviter une trop grande décoloration. On peut encore employer la dessiccation (Kûhxe). Pour dessécher une coupe, on dépose la lame (face libre en bas) sur une autre lame qu'on chauffera à + 30<> sur une lampe à alcool, jusqu'à ce que la coupe devienne transparente. On attend alors cinq minutes, on éclaircit au xylol et on monte.
E) Résumé pratique Nous conseillons en somme les procédés suivants:
10 Examen d'une culture:
a. A l'état frais. — Solution aqueuse très étendue de violet de gentiane,
b. A Vélat de fixation. — Solution hydro-alcoolique de violet de gentiane, ou mieux : liquide de Ziehl (au violet de préférence). Lavage à l'eau ; quelquefois très rapide décoloration à l'alcool. Le Ziehl occasionne des grumeaux dans les préparations de certaines cultures. Mieux encore : thionine phéniquée.
On fera naturellement des colorations spéciales (Gram, Ehrlich) si on étudie les propriétés d'un microbe. Si la culture était impure, contenant plusieurs microbes à caractères différents, on pourrait obtenir des doubles colorations;
RESUME PRATIQUE
Pour colorer les spores : le procédé de Ziehl sera préféré comme très simple et très sûr;
Pour colorer les cils : on s'adressera d*abord au procédé de Van Ermenghen.
2^ Examen d'un liquide pathologique, d'un frottis:
Faire toujours une double ou triple coloration.
a. Microbes prenant le Gram. — Colorer par le procédé de Gram modifié par Nicolle. Recolorer par Téosine.
b. Microbes acidophiles, — Procédé de Ziehl ou de Kûhne. Colorer le fond avec une solution hydro-sdcoolique de bleu de méthylène.
Pour la coloration rapide des crachats : procédé de Ziehl- Hauser.
c. Autres microbes, — Les procédés suivants sont bons pour tous les microbes, mais doivent être plutôt réservés pour ceux qui ne prennent ni le Gram, ni l'Ehrlich.
Séjour de quelques secondes dans le liquide de Ziehl au violet, ou de deux minutes dans la thionine phéniquée. Lavage rapide à Talcool, puis àTeau.
Colorer le fond par Téosine ou la fuchsine.
Pour colorer les capsules du pneumocoque: violet phéniqué et alcool-acétone.
d. Mélange de microbes. — On peut alors combiner les méthodes précédentes et obtenir deux ou même trois colorations : 1® les microbes prenant le Gram ou TEhrlich en violet ; 2« les autres en rouge (fuchsine) ; 3® le fond en jaune (chrysoïdine).
S^ Examen d'une coupe:
a. Microbes prenant le Gram. — Triple coloration par la méthode de Gram modifiée par Nicolle.
b. Microbes de la tuberculose et de la lèpre. — Procédé de Ki'ihne (hématoxyline, Ziehl, aniline chlorhydrique).
c. Autres microbes, — Thionine phéniquée.
d. Mélange de microbes. — Combiner les méthodes en les appliquant successivement.
F) EtIQUETTAGE, conservation DBS PREPARATIONS
Nous conseillons de placer les préparations dans des boîtes de Gogit en forme de livres. La place de chaque préparation est marquée d'un chiffre . Une étiquette collée sur la lame porte une lettre correspondant à celle de la botte et au chiffre de sa place. Un registre indique la nature des préparations d'après leur numéro . Chaque préparation est ainsi facilement trouvée puis remise en place.
§ 4. — Dessin et photographie des préparations microscopiques
On a le plus grand intérêt à pouvoir reproduire fidèlement par le dessin, ou mieux par la photographie, les préparations microbiennes qui s'altèrent assez rapidement. G*est d'ailleurs le seul moyen de mettre sous les yeux du lecteur les pièces justificatives d'une publication.
1» Chambre claire. — On dessinera à la chambre claire. Le principe de la chambre claire est le suivant. Un prisme dont la section est un parallélogramme, et dont l'ouverture de l'angle aigu est de 45<», est placé au-dessus de l'oculaire que regarde sa face oblique tandis que sa face horizontale est en dehors du microscope. Un petit prisme collé à la face oblique laisse passer les rayons de l'oculaire sans les dévier. L'œil reçoit donc en même temps les rayons venus de la préparation et ceux partis de la pointe d'un crayon qui appuie sur une feuille de papier placée sous la face horizontale du premier prisme. Il suflit de suivre avec le crayon les contours de l'image.
Malassez a disposé les prismes de telle façon qu'on peut incliner le microscope à 18<» ou à 45°. Cette seconde inclinaison permet de dessiner sur le papier placé derrière le pied du microscope.
DESSIN ET PHOTOGRAPHIE DES PRÉPARATIONS
2® Photographie. — La photographie a presque complètement remplacé Tusage de la chambre claire ; son exactitude ne peut être suspectée. Il peut même arriver que le cliché révèle des détails qu'on n'apercevait pas en examinant directement la préparation. C'est sur des clichés que Koch a découvert les cils des microbes.
Les appareils de photomicrographie sont très nombreux. Nous citerons, en France, les modèles de Nachety Verick ; en Allemagne, ceux de ZtisSy E. Leitz ; en Autriche, Ploessl, Reichert ; en Angleterre, Beck, Ross, WaUon.
Tous ces appareils, verticaux ou horizontaux, et à quelque marque qu'ils appartiennent, se composent essentiellement :
i^ D'une source lumineuse pour éclairer la préparation ;
2^ D'un microscope qui en projette l'image ;
3<> D'une chambre noire, destinée à fixer cette image sur la plaque sensible, à l'abri de la lumière extérieure.
Il n'est donc pas nécessaire pour obtenir de bons photogrammes d'acheter des appareils spéciaux toiyours assez compliqués et d'un prix élevé.
Il faut cependant que les appareils employés réunissent certaines conditions que nous allons énumérer.
La plus importante est la stabilité, cause de nombreux insuccès. Il faudra donc opérer de préférence dans un local situé au rez-de-chaussée et autant que possible éloigné des trépidations extérieures. La tablette portant les appareils sera fixée directement au sol ou sur des consoles en fer attenant au mur.
A. Source lumineuse. — La lumière solaire et les lumières artificielles peuvent être également employées. Nous ne recommanderons pas la première, son emploi nécessitant l'usage d'un héliostat dont le réglage est délicat.
Parpii les lumières artificielles, l'électricité, l'acétylène, la lumière oxhydrique, le gaz (bec Auer) et le pétrole donnent de bons résultats.
Toutes ces sources lumineuses réclament, pour obtenir un éclairage convenable de la préparation, l'emploi d'un conden-
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sateur. Le condensateur est constitué par une loupe de 15 à 20 centimètres de diamètre ou mieux par un ballon sphérique contenant une solution d'alun coloré. Cette solution a le double avantage d'absorber les rayons calorifiques et de permettre l'utilisation des plaques orthochromatiques. Quelle que soit la lumière employée, il est absolument indispensable que Tirnage de la source lumineuse soit projetée sur Tobjetavec son maximum de netteté et d'intensité.
A cet effet, et pour obtenir pratiquement et promptement le réglage de la source lumineuse, il faut avoir recours à un banc optique. Le banc optique est constitué par une tablette étroite dans laquelle une rainure a été ménagée, dans le sens de la longueur, ou par une règle métallique sur laquelle coulissent les divers appareils concourant à l'éclairage de la préparation.
Ces appareils sont : la source lumineuse lorsqu'on emploie la lumière artificielle ; une lentille correctrice achromatisée ; des cuves à faces parallèles ; le microscope muni du condensateur Âbbe.
B. Microscope. — Le microscope devra être très solide, monté sur un pied large et lourd, afin d'obtenir une stabilité absolue. 11 sera muni d'une crémaillère et d'un mouvement permettant toutes les inclinaisons. Le tube sera aussi gros que possible et noirci intérieurement afin de supprimer les réflexions sur les parois internes. Pour éviter le décentrage des pièces, nous recommanderons, chaque fois que l'on aura changé les objectifs, de les dévisser au lieu d'employer le revolver ordinaire dont le centrage est ditlicile.
La platine sera très large et mobile afin de faciliter, par la manœuvre de deux vis placées de préférence du même côté, l'exploration de la préparation et le centrage exact de la partie à reproduire.
Le microscope destiné à la microphotographie doit toujours être pourvu d'un condensateur Abbe avec diaphragme iris (voy. p. 252) pour permettre de régler l'ouverture du cône lumineux et de former sur la préparation une image nette de la source lumineuse.
DESSIN ET PHOTOGRAPHIE DES PRÉPARATIONS
La partie optique de Tappareil microphotographique se compose de l'oculaire et de l'objectif.
Voculaire n'est pas indispensable pour l'obtention de bonnes épreuves, surtout si l'on ne recherche que de faibles grossissements et si les préparations sont à large surface. Néanmoins, il est préférable d'employer le microscope muni de l'oculaire.
Les constructeurs établissent deux types d'objectif : les achromatiques et les apochromatiques.
Les premiers ayant presque toujours un foyer chimique, il est absolument nécessaire d'opérer en lumière monochromatique. Il est donc préférable d'employer les objectifs apochromatiques; ces objectifs, corrigés pour trois couleurs du spectre : i le rouge, le jaune et le bleu, donnent des images également nettes dans la lumière blanche et dans la lumière monochromatique.
Le tirage du soufflet permettant de varier les grossissements dans de grandes proportions, trois objectifs suffisent pour obtenir des grossissements variant de 60 à 2000 diamètres :
Un apochromatique de 16 millimètres;
Un apochromatique de 4 millimètres ;
Un achron^atique, à immersion homogène, de i/i2 de pouce. Pour les deux premiers, on emploiera les oculaires spéciaux (apochromatiques) ; pour le dernier, on n'a besoin que des deux oculaires extrêmes de la série ordinaire.
C. Chambre noire. — Le cadre de ce chapitre ne nous permet pas d'entrer dans la description des nombreux modèles de chambres construites en vue de la photographie microscopique. La figure i82 représente un appareil de Zeiss pouvant s'employer verticalement. Cette position de l'appareil devient nécessaire lorsqu'on désire photographier des animaux vivants ou des objets inclus dans des milieux liquides.
Comme, dans la plupart des cas, les appareils sont placés horizontalement et que celte disposition ne demande pas une monture spéciale de la chambre, une chambre ordinaire est très suffisante, à condition cependant que son soufflet ait un développement de 50 centimètres à 1 mètre et que son tirage
s'effectue parle corps arrière. Il nous paraît inutile de dépasser le format 18 x 24 cm.
Le meilleur dispositif, pour réunir le microscope à la chambre, consiste à coller, à la place occupée par la planchette de l'objectif, une feuille de caoutchouc percée en son
FiK. 182. Appareil microphotographique.
A, i, /, wi, microscope et accessoires. — c, cuvette. — I, diaphragme iris. 0, banc optique. — S, condensateur.
milieu d'une ouverture circulaire dun diamètre inférieur à celui du tube du microscope. On peut également se servir d'un manchon d'étoffe imperméable à la lumière, fixé à la chambre et réuni au microscope par un anneau en caoutchouc. Par ces dispositifs, on évite l'admission de la lumière extérieure et les vibrations imprimées à la chambre, pendant la mise au point ou le placement du châssis. Ces opérations ne peuvent alors déranger la mise au point.
Il est indispensable, pour obtenir de bons résultats, que l'axe du microscope passe par le centre du verre dépoli et que la platine soit parallèle à ce verre dépoli.
Lorsque le tirage de la chambre dépassera 50 centimètres, l'opérateur ne pouvant manœuvrer facilement la vis michrométrique, la mise au point s'obtiendra en actionnant deux cordonnets souples de soie attachés à l'extrémité d'un levier fixé au centre de la vis micrométrique de réglage.
Bien que cette disposition offre une réelle supériorité sur les leviers en bois avec articulation à la Cardan, utilisés par
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exemple dans les appareils de Zciss, elle permet de dépasser trop facilement le point au delà ou en de<;à.
Arloix(î s'est préoccupé do faire disparaître ce défaut en actionnant le réglage à l'aide dune vis tangente qui modère singulièrement la course imprimée au tube du microscope par la plus légère traction sur les cordons de Heichert.
On procède à la mise au point en observant l'imaîïe sur la glace dépolie: mais il est préférable, à cause du grain, d'employer une glace sur laquelle on a préalablement trace au diamant et au centre, sur la face inférieure, deux traits en croix. Avec une loupe semblable à celles employées en photographie et réglée de fai'on à donner la croix avec son maximum de netteté, on effectuera alors la mise au point.
Si l'on désire une grande linesse de reproduction, il faudra employer de préférence le procédé au collodion humide, le collodion sec ou l'albumine. Mais, avec les plaques au gélatinochlorure, ou obtiendra des épreuves presque aussi satisfaisantes, (juantaux plaques orthochromatiques, nous ne saurions trop les recommander pour la reproduction des préparations colorées.
Kn terminant, nous insistons sur le choix des préparations anatomo-pathologiques qui doivent être aussi minces (jue possible, de fa<;on à ne présenter qu'un seul plan.
La photographie est actuellement trop perfectionnée pour ftlve faite sans une compétence spéciale. A I^yon, existe un Laboratoire central de photographie pour toute l'Université, ayant à sa tête un directeur qui ne s'occupe absolument (juc de photographie et arrive ainsi à des résultats inconnus avant cette création.
ANIMAUX DE LABORATOIRE CHENIL, ENTRETIEN, CONTENTION
L'expérimentation bactériologique utilise, suivant les cas, les animaux les plus divers. L'n certain nombre d'entre eux, d'un usage courant, soit par la facilité à se les procurer, soit par leur grande sensibilité aux infections, sont plus spécialement appelés: animaux de laboratoire.
% i. — Les ANIMAUX de laboratoire
Nous ne parlerons que des plus couramment employés. Il n'y a rien de particulier à dire des grands ou moyens animaux, tels que : chevaly bœuf, chèvre, mouton, etc., qu'on achète au moment de l'expérience et qui sont entretenus suivant les traditions des agriculteurs.
1^ Souris blanche. — C'est l'espèce albinos de la souris de maison. Elle est très commode pour l'étude de nombreux microbes pathogènes.
La souris blanche est très prolifique et revient à un prix peu élevé. Il faut en pratiquer l'élevage au Laboratoire. On peut faire construire pour cela un meuble à tiroirs. Chacun de ceuxci est divisé en deux compartiments ; l'un obscur, garni de coton, destiné à la reproduction, à l'abri des regards, très rarement ouvert; l'autre vitré, destiné à la nourriture et aussi à la
préhension des souris à inoculer. Ce dernier à plateau métallique qui peut être journellement nettoyé. Une cloison à coulisse percée de trous permet de faire communiquer ou de séparer les deux compartiments du tiroir. Avec ce dispositif on ne prend aucun soin spécial pour la reproduction.
Salomonsex conseille comme cages des boîtes à biscuit métalliques, remplies à mi-hauteur de sciure de bois, recouvertes de ouate et percées de petits trous dans le couvercle. On change de sciure tous les mois.
Les souris blanches sont querelleuses ; il faut séparer les femelles des mâles si ces derniers ne sont pas du môme ûge et élevés ensemble.
La souris inoculée est mise dans un bocal en verre de 2 litres, rempli au tiers de sa hauteur de sciure de bois. Le couvercle, en toile métallique, sera solidement fixé par un fil de fer. On ne mettra qu'une souris par bocal, car les survivantes dévorent rapidement les cadavres.
La nourriture se compose d'avoine et de pain blanc trempé. On donnera une écuelle d'eau si les aliments sont secs.
2^ Le cobaye. — Cet animal, très commode, mais assez délicat, se reproduit facilement dans les chenils.
On peut mettre plusieurs cobayes inoculés dans une même cage, leur robe, différente pour chaque animal, permet un signalement individuel sur la carte de la cage.
La nourriture consiste pendant l'été, en fourrage vert, choux, salade, et, pendant l'hiver, en betteraves, carottes, épluchures. On donne aussi du son mouillé, des résidus de brasserie, de Tavoine. Il est utile, malgré les affirmations contraires, de donner à boire.
La température rectale du cobaye est 38^5 environ.
3^ Le lapin. — Cet animal peut également se reproduire dans un chenil ; il est très prolifique. Malheureusement, les épidémies entraînent fréquemment la mort de tont un parquet. A ce point de vue le lapin est plus délicat que le cobaye.
Le signalement individuel est plus difficile. Il faut faire des
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marques à chaque animal. Ne pas oublier que les poils repoussent rapidement. Il vaut mieux encocher légèrement les extrémités (les oreilles.
La nourriture est la même que celle des cobayes.
La température rectale moyenne atteint 39^,39*^,5 et même 40<*.
4'j La grenouille. — On conserve les grenouilles comme dans les Laboratoires de physiologie. J. CouHMuxret Doyox ont maintenu ces animaux à + 37^, dans leurs expériences sur le tétanos. On peut faire vivre longtemps (un mois et plus) la grenouille à cette température. Il suffit de la mettre dans un vaste cristallisoir, formé par une toile métallique, contenant deux doigts d'eau, iju'on change tous les jours. On peut gaverde temps à autre l'animal avec de la viande ou des vers. Chaque grenouille doit ôlre seule dans son bocal, leur signalement étant à peu près impossible, et la putréfaction d'un cadavre entraînant rapidement la mort des autres grenouilles.
5^ Oiseaux. — On expérimente aussi sur les oiseaux : poules pigconSy moineaux, etc. Rien de particulier à signaler, sauf leur température rectale élevée (41", 42°). Nourriture comme dans les basses-cours.
6 " Chiens, — Les chiens sont moins couramment employés que les lapins ou les cobayes. Us résistent à nombre d'infections. Leur température rectale est de 37*^,5 à 38^ Les nourrir à la viande, sauf indication spéciale.
T' Notions générales. — Ne jamais inoculer un animal le jour de son arrivée au Laboratoire. Il faut attendre, savoir s'il est bien portant, s'il s'habitue à la nourriture et au local, Sa température doit être normale, il ne doit pas maigrir. Au printemps, se méfier des herbages qui donnent de l'entérite.
§ 2. — Lk chknil
Le chenil est une des parties les plus importantes de l'Institut de Bactériologie. Il doit être hygiéniquemenl aménagé étroitement surveillé.
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De véritables écuries sont nécessaires pour les grands animaux, surtout depuis que la sérothérapie exige Tusage des chevaux.
Pour la fabrication de certains sérums, comme le sérum antipesteux, le cheval recevant des microbes virulents, Técurie devra être isolée comme une cabine d'hôpital de contagieux. Des grillages Uns empêcheront l'introduction des mouches, des moustiques, même des puces. Ce sont là des installations spéciales, qu'on peut voir, par exemple, à Tlnstitut de Galmrtte, à Lille.
L'étude des maladies contagieuses du gros bétail, exige aussi de grandes étables spécialement aménagées pour l'antisepsie. Citons comme modèle les étables annexées au laboratoire (le NocARD, à Alfort, destinées aux expériences sur la fièvre aphteuse.
Si on ne peut avoir ces luxueuses installations, on doit cependant réclamer pour tout laboratoire de Bactériologie, deux ou trois stalles à bœufs ou chevaux et une bergerie (chèvres, moutons, etc.). Le besoin s'en fera sentir un jour ou l'autre. La place doit être réservée.
Une ou plusieurs pièces seront afTectées aux lapins et aux cobayes. Elles seront sèches, bien aérées et pourront être chauffées, jour et nuit, en hiver. Par une nuit froide il n'est pas rare de voir la moitié des animaux malades succomber en l'absence de chauffage.
Nous recommandons l'emploi de cages métalliques mobiles, contenant chacune un ou deux animaux. Ces cages seront placées à 0™,80 du sol, sur des supports métalliques.
Au-dessous, le sol bitumé sera creusé de rigoles, dans lesquelles couleront à volonté de petits ruisseaux d'eau courante destinés à emporter l'urine et les matières fécales, et à rafraîchir le local en été. 11 n'y aura jamais deux cages superposées. Chaque cage aura, fixés à une des parois, sa mangeoire et son abreuvoir en grès, suffisamment étroits pour que l'animal ne puisse y entrer. Le fond de la cage sera en treillis, mais suffisamment fin pour que fusage de la paille soit inutile. L'hygiène d'un chenil à lapins et cobayes, ainsi compris, est très
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facile à réaliser. Une carte, une feuille de température, dans des cadres en zinc, seront appendues à chaque cage.
Les cages seront nettoyées tous les jours et stérilisées après chaque décès.
Pour les expériences très dangereuses, par exemple sur la peste, lorqu*on veut mettre un cobaye à Tabri des insectes, on rintroduit dans un bocal en verre surmonté d'un double treillis métallique très fin.
Le chenil de notre Institut d'hygiène S situé dans le chemin de ronde qui entoure nos laboratoires, se compose successivement de volières, aquariums, viviers, chenil à chiens avec petite cour spéciale, grand chenil à lapins et cobayes, contenant plus de soixante-dix cages, avec trois ruisseaux d'eau courante et deux poêlesà gaz, une bergerie, une écurie à deux stalles pour chevaux, unefenière, une pièce contenant les coffres à avoine, à son, à betteraves, etc., une cour pavée communiquant avec la rue. Ce n'est que le strict nécessaire pour celui qui fait de la bactériologie expérimentale et ne se contente pas d'ensemencer les microbes et d'en examiner les cultures.
I 3. — Appareils a contention
Lorsqu'on veut examiner ou inoculer des animaux, il faut les maintenir immobiles et hors d'état de nuire. II est donc nécessaire de posséder des appareils à contention.
Les dispositifs sont innombrables. Nous ne disons rien de ceux destinés aux chiens. Nous renvoyons aux ouvrages de physiologie. Il suffira, le ply,g souvent, de museler les chiens avec. une ficelle passant derrière les canines et resserrant les deux mâchoires et de le faire maintenir par un aide.
Les chevaux, non vicieux, sont en général des animaux peu sensibles et calmes, qu'on inocule et qu'on saigne debout sans aucun appareil de contention.
Pour inoculer lès lapins et les cobayes, la contention par les deux mains d'un aide est presque toujours suffisante. On
* J. GouRiioNT, VInstilut d'Hygiène de Lyon, Revue d'Hygiène, 1903.
APPAREILS A CONTENTION
peut les fixer sur une planche (fig. 183), ofTrant quatre pitons pour attacher les quatre pattes avec des ficelles prenant au-
Fiiç. 183.
Planche pour fixer les lapins ou les cobayes.
dessus des jarets. Si on veut immobiliser la tête, on se servira du mors de Malassez (fig. 184). Le crochet maintient la nuque;
Fig. 184.
Mors de Malassez.
l'anneau, dont un écrou assure Timmobilité au point voulu, fixe le museau. Le tout est adapté à la planchette.
Appareil de Lat.\pie.
Un appareil très commode est celui de Latapie (fig. 185). Il peut servir à immobiliser indistinctement un lapin, un cobaye ou une souris. C'est une planchette munie à ses deux extré-
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mités de doux dispositifs mobiles d'avant en arrière, destinés l'un à la tète et Fautre aux pattes postérieures. Des anneaux qui se rabattent sur un crochet-ressort fixent les pattes, sans qu'il soit besoin de ficelles. La figure 18o montre la série de
Fig. 186.
Appareil de Deiiraxo.
muselières qu'on peut rabattre pour fixer une tête de volume quelconque.
U appareil de Dcbrand (ûg. 186) est également recomraandable.
Fig. 187.
Plateau de fixation, en zinc.
Mais tous ces appareils sont en bois et impossibles à stériliser. On les remplace avantageusement par de simples plateaux eu zinc à bords relevés et percés de trous, permettant d'attacher les pattes avec des ficelles. La tête est maintenue par un aide ou par Vanneau de Hanvier fixé au plateau (fig. 187).
MALADIES DE CHENIL
Neuf fois sur dix, la simple contention avec les doux mains d'un aide expérimenté sullira aux besoins de l'expérimentateur.
Pour les .souris, on se sert d'une pince à pédicule de kyste (le l'ovaire. On saisit l'animal par la queue, puis, comme l'in-
Fi^î. 188.
Coiilentioû dune souris avec une pince.
dique la figure 188, ou ic maintient en tenant la queue de la même main que la pince.
On peut aussi, pour inoculer à la base de la queue, tirer la souris par la queue et placer une planchette sur le bocal, de façon à ne faire sortir que la queue : l'animal sera dans Timpossibilité de se retourner contre l'expérimentateur.
Les mis gris sont plus diiliciles à prendre. Il faut avoir deux pinces longue.s et solides et les saisir comme on peut. Leur morsure est très pénétrante.
On se reportera avec fruit à l'ouvrage de Rol'ssy ' pour tout ce qui concerne les appareils de contention.
§ 4. — Maladies de chenil
Les animaux de laboratoire sont «',\posés, par leur promiscuité, leur hygiène défectueuse, à de nombreuses maladies, dont la plupart sont épidémiques. Les chenils sont souvent décimés. Il importe de connaître les principales de ces mala-
' Roussv. \ourcau mafrriel tie Uiboraloire et de clùiiffue, Doio, éditeur, Paris 1809.
(lies. Nous ne pouvons que les énumérer, car ce chapitre serait trop vaste.
1^ Maladies des lapins. — a. Abcès, — Ils sont fréquents après la moindre blessure. Le pus est abondant et fétide. Amaigrissement. Mort.
Ouvrir l'abcès ; le panser aseptiquement. Isoler le malade. Désinfecter la cage.
b. Acarus des oreilles. — L'acarus gagne Toreille moyenne et occasionne des troubles nerveux (convulsions, mouvements giratoires, etc.), amenant la mort. Curable au début. Très contagieuse.
Enlever les croûtes jaunâtres de l'oreille, la panser. Isoler. Désinfecter la cage.
c. Septicémies. — Elles sont fréquentes (Ebkrth et Maudry, LucET, Thoixot et Masselin, etc.). Pour Lignières ce seraient des pasteurelloses. A l'autopsie, la broncho-pneumonie est presque la règle.
Ces septicémies revêtent le caractère épidémique.
Il faut en rapprocher une espèce d'in/liienza décrite par Kraus. également très contagieuse. C'est une rhinite purulente) avec sinusite maxillaire et lésions pulmonaires (splénisation, pleurésie purulente). Le microbe a été isolé.
D'autres fois, la septicémie est due à un petit microbe comparable, pour sa forme, à celui de Pfeiffcr.
La diarrhée est, chez le lapin, un signe de valeur pronostique grave.
Ce chapitre est encore mal connu, malgré un assez grand nombre de travaux récents.
d. Coccidiose. — Le coccidium oviforme occasionne, chez beaucoup de lapins, des lésions du foie (psorospermose) , qu'il ne faut pas confondre avec la tuberculose. Un examen rapide du pus montre facilement des coccidies oviformes.
e. Pseudo-tuberculoses. — Les pseudo-tuberculoses ne sont pas rares chez le lapin (voy. p. 515), moins fréquentes cependant que chez le cobaye.
2° Maladies des cobayes. — a. Septicémies, — Beaucoup
MALADIES DE CHENIL
sont communes au lapin et au cobaye. Phisalix a isolé le bacille de l'une d'elles se manifestant par de la congestion pulmonaire. Ce serait le môme microbe que la pasteurella de la maladie des jeunes chiens.
b. Pneumonies. — Un bacille a été isolé par Tartakowski, dans des cas de pneumonie très contagieuse. Il y a plusieurs maladies du cobaye se m^ani Testant par de la pneumonie (Wbber, Martini, etc.).
c. Pseudo-tuberculoses, — Elles sont assez fréquentes et épidémiques (voy. p. îjiîi).
d. Trichomonas caviœ. — Infusoire flagellé occasionnant des épidémies (Galli-Valerio). Entérite transmissible par ingestion.
S^ Maladies des rats. — La plus intéressante est celle due à un trypanosome spécial, qui n'est transmissible à aucune
Fig. 189.
Trypanosome du rat (Lavbran et Mcsnil).
autre espèce (Gros et Chaussât, Danilewsky, etc..). Il ne se rencontre que chez les rats gris. On verra facilement les trypanosomes en examinant le sang (fig. 189).
4"" Maladies des chiens. — Ne pas oublier que le chien devient assez fréquemment spontanément tuberculeux.
Les maladies de peau (la gale surtout) sont presque constantes chez les chiens conservés un certain temps dans les chenils. Bains sulfureux. Pommades sulfureuses. Désinfecter le chenil. Très contagieuses.
5^ Maladies des oiseaux. — Elles sont nombreuses et variées. Plusieurs septicémies sont dues à des variétés de Colibacilles {LiG:iiÈKES et Martel, Sanfëlige, etc.]. La psiliacose, ou pneumonie infectieuse des perruches, est due à une espèce voisine du B. (ÏEberth (voy. p. 795). Le choléra des poules est une pasteurellose. La pasteurellose des porcs est contagieuse pour les oiseaux. Une septicémie spéciale a été décrite par G.iMALËiA ; elle est due à un vibrion, le vibrio Metchnikowij voisin de celui du choléra. N'oublions ni la diphtérie aviaire (voy. p. 617), ni la tuberculose aviaire (voy. p. 499), ni laspirillose des oies (Sakharoff), ni la présence possible dans le sang du trypanosomes et d'hématozoaires.
CHAPITRE X INOCULATION
L'inoculation des produits pathologiques ou des cultures est indispensable. Elle servira, dans certains cas, à faire isoler par ranimai le microbe pathogène recherché (p. 166 et 211); elle servira plus souvent à déterminer les propriétés pathogènes d'une culture pure. Toutes les notions acquises dans les chapitres précédents convergent vers la pratique de Tinoculation. Il ne faut pas oublier que la relation de cause à effet entre un microbe isolé d'un organisme infecté et Tinfection de celui-ci ne peut s'établir qu'en reproduisant la maladie par inoculation de la culture pure ^ Nous avons même fait quelques réserves (p. 13) pour certains cas spéciaux.
±0 Préparation du virus à inoculer. — Lorsqu'il s'agit d'un liquide (culture ou produit pathologique), l'inoculation so fait, en général, avec une seringue stérilisée (seringue à piston d'amiante, p. 33), quelquefois avec une pipette en verre, ou même simplement avec l'aiguille de platine trempée dans le liquide.
Lorsqu'il s'agit d'une culture solide ou d'un produit pou consistant, on délaye dans de l'eau ou du bouillon stérilisé et on aspire dans la seringue munie de son aiguille pour être sûr que celle-ci ne sera pas obstruée par des particules tro[> grosses pendant l'injection.
* Lo l(^tanos, le choléra etc., exigent au contraire des associations microbiennes pour être pathogènes.
S'il s'agit de produits très résistants, comme un tubercule par exemple, on les divise en fines particules qui seront introduites avec une pince dans un tunnel sous-cutané.
La dose de virus à inoculer est naturellement très variable. Elle pourra le plus souvent être infinitésimale, surtout lorsqu'il s'agit de cultures : elle sera difîérenle suivant les effets cherchés. Vue goutte de culture de Staphylocoque pyogéncy introduite dans le système veineux du jeune lapin, le tuera en huit jours avec tous les symptômes de l'ostéomyélite ; un demicentimètre cube de la même culture le tuera en vingt-quatre heures, sans suppuration. La quantité des produits pathologiques à inoculer devra toujours être assez forte, car les microbes peuvent être peu abondants. On devra, par exemple, inoculer à un cobaye au moins 15 centimètres cubes d'un liquide pleurétique pour avoir des chances de déceler la tuberculose. Il sera bon, dans ces cas, de centrifuger les liquides pour ne pas introduire d'aussi gros volumes; on se contentera alors d'inoculer le dépôt.
2^ Choix du sujet à inoculer. — Suivant le microbe employé, ou supposé dans un produit pathologique, on choisira tel ou tel sujet. Il faut que le sujet soit récepteur. Chaque microbe est pathogène pour certaines espèces animales et inoffensif pour d'autres. On choisira l'espèce la plus sensible.
Les inoculations à Vhomme se font rarement, en raison du danger. Cependant on se sert de l'auto-inoculation pour faire le diagnostic du chancre mou; on vaccine contre la variole. On a inoculé avec succès le psoriasis, certains champignons parasitaires; on a reproduit des pustules suppurées avec lymphangite en insérant du Staphylocoque pyogène sous la peau (Zuckermann) . Ces derniers exemples ne sont pas à suivre.
Les animauxle plus couramment employés sont : le cobaye, le lapin, la souris, le chien, la poule, le pigeon. Beaucoup de maladies infectieuses sont spéciales à l'homme et ne peuvent donc être inoculées (syphilis, fièvres éruptives, etc.).
L'âge de l'animal a son importance. On mesure la virulence du D. anlhracis en inoculant le cobaye d'un jour. On ne repro-
AUGMENTATION DE LA RÉCEPTIVITÉ
duit rosléomyélite à staphylocoques (Rodet) ou à streptocoques (J. CouRMONT et Jaboulay, Lannelongue et Achard) qu'en utilisant les lapins de un ou deux mois.
Il est enfln souvent dans un lot d'animaux des sujets anormalement réfractaires à tel virus.
Citons, à titre d'exemple, les animaux de laboratoire les plus sensibles à quelques infections :
Tuberculose des mammirëres Cobaye.
Tuberculose aviaire Poule. Lapin.
Tétanos Souris. Cobaye.
Diphtérie Coba^'e.
Pneumocoque Souris. Lapin.
Vibrion septique Chien. Cobaye.
Ch. symptomatique Cobaye.
Choléra Cobaj-e.
Staphylocoque pyogène Lapin.
Streptocoque pyogène Lapin.
Morve Cobaye. Ane.
Charbon Souris. Cobaye.
Peste Souris. Cobaye.
3^ Augmentation de la réceptivité. — On peut augmenter la réceptivité d'un animal réfractaire ou peu sensible à son virus. 11 faut parfois fort peu de chose. On se rappellera qu'une différence de race suffit à modifier la réceptivité. Chauveau a montré, depuis longtemps, que le mouton algérien est moins sensible au charbon que le mouton français. Le rat blanc ne rend pas les mêmes services que la souris, etc.
Pour augmenter la réceptivité d'un animal à un virus donné, on peut s'adresser à deux facteurs.
a. On modifie ranimai. — Nous avons déjà parlé des questions de race et d'âge. On peut choisir une femelle gravide. Parfois, on soumettra l'animal à l'inanition, aux fatigues (Charrin et Roger), a la saignée, au refroidissement (la poule refroidie prend le charbon. Pasteur), au réchauffement (la grenouille chauffée prend le tétanos, J. Courmont et Doyon), au diabète expérimental, aux intoxications (alcool, cuivre, chloroforme), à l'asphyxie locale (le charbon est virulent si on l'injecte dans une patte de chien ligaturée , Cadkac) , aux injections de
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toxines favorisantes (J. Coirmont), aux injections qui entravent la leucocylose, aux procédés qui empêchent la phagocytose (sacs de collodion), à la gangrène locale (testicule bistourné, Chalveai: et Arloing), etc. etc.
En d'autres termes, le terrain peut être très activement modifié.
b. On modifie le microbe, — On augmente la dose, on exalte la virulence, on adapte à la température de Tanimal (le B. anthracis adapté à + 42° devient pathogène pour le pigeon, adapté à + iO<> il l'est pour la grenouille, Dieudonné), aux humeurs, (le B. de Koch humain se transforme en B. aviaire par la culture en sacs de collodion dans le péritoine de la poule, Nocard), par l'addition de certaines substances (acide lactique et charbon symptomatique, Arloing, Cornevin et Thomas), etc.
On va voir Tinfluence de la porte d'entrée et de la dose.
4y Choix de la porte d'entrée du virus, Do^. — L'animal choisi, il faut encore savoir comment on l'inoculera.
La jwrte d'entrée a une très grosse importance. Le Staphylocoque inoculé sous la peau du lapin ne produit qu'un abcès local ; introduit dans le sang, il engendre une pyohémie mortelle. Le Streptocoque produit de même un érysipèle local ou une infection générale. La tuberculose a. chez le cobaye, une marche bien spéciale suivant la région sous-cutanée inoculée (p. 460). Le Vibrion sep tique, mortel sous la peau, est inoffensif dans le sang (Chauveau et Arloing). J'ai pu injecter impunément dans le système veineux d'un chien jusqu'à 162 centi- . mètres cubes d'une culture de ce microbe dont quelques gouttes tuaient sous la peau.
La dose doit varier avec la région injectée. Prenons comme exemple : la production d'un abcès à staphylocoques chez le lapin. Le péritoine est la voie la plus résistante (c'est, au contraire, la voie la plus sllre pour l'inoculation de la tuberculose au cobaye) ; il a besoin pour suppurer de doses vingt fois plus fortes qu'un autre organe. Le tissu cellulaire vient en deuxième ligne avec une dose nécessaire de 1 centimètre cube. Pour l'arachnoïde, la plèvre : un quart de centimètre cube
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sulTit. Dans le sang, une goutte produit une pyohémie généralisée. Enfin, la chambre antérieure de Toeil n'exige que j^ de centimètre cube pour suppurer ; elle est 8 600 fois plus sensible que le tissu conjonctif sous-cutané.
Quelle que soit la porte d'entrée adoptée, il faudra faire une désinfection soigneuse de la région : raser, laver au savon, au sublimé à 1/1000, flamber, cautériser la peau. Tous les instruments seront naturellement aseptiques.
a. Inoculation épidenniquc, — La peau rasée est scarifiée. On promène, sur la surface scarifiée, une aiguille de platine trempée dans le liquide virulent. C'est ainsi qu'on inocule le Pneumocoque à la souris sur la peau du dos, à la racine de la queue. La propagation de la vaccine sur les génisses se fait par ce procédé.
Vépilation est le meilleur procédé pour faire prendre la vaccine sur le lapin.
b. Inoculation sous-cutancc. — On fait un pli à la peau, et on introduit Taiguille de la seringue dans le grand axe de ce pli, en ayant soin de ne pas ressortir de l'autre côté. On cautérise la petite plaie avec une aiguille de platine rougie. On peut aussi faire une boutonnière à la peau pour introduire une pipette. Si on veut inoculer un solide (un tubercule, par oxempie), on fait une boutonnière au bistouri, un long tunnel avec la sonde cannelée, et on introduit le virus avec une pince. On fera un point de suture, en général inutile.
c. Inoculation intramusculaire. — On fait pénétrer profondément l'aiguille dans les masses musculaires (de la cuisse chez les mammifères, pectoraux chez les oiseaux).
d. Inoculation intrapéritonéale, — On ponctionne sur la ligne blanche en enfonçant franchement l'aiguille, perpendiculairement à la peau qui est maintenue tendue par un aide. L'intestin n'est pas blessé. Toute suture est inutile. On cautérise légèrement Torifice.
Voyez page 150, l'inoculation intrapéritonéale au moyen des sacs de collodion.
On peut aussi introduire des corps solides par laparotomie,
e. Inoculation intratrachéale. Chez les mammifèrcSy on fait
saillir le cou sur un billot, on rase et on désinfecte la peau sur la ligne médiane, au-dessous du larynx. Incision médiane de la peau sur 2 ou 3 centimètres. Incision de l'aponévrose sur la sonde cannelée. Piquer entre 2 anneaux de la trachée, de haut en bas, avec l'aiguille de la seringue. Suture. CoUodion. Chez les oiseaux : ouvrir le bec, attirer la langue avec une pince. Injecter directement dans l'ouverture naturelle de la trachée qui apparaît derrière la langue.
f. Inoculation intrapleurale ou pulmonaire. — Piquer assez haut près du creux axillaire, pour ne pas traverser le péritoine.
g. hwculation dans la chambre antérieure de VœiL — Mettre dans l'œil un collyre au chorhydrate de cocaïne à 1/50. Au bout de trois ou quatre minutes, on fixe le globe oculaire entre le pouce et Tindex de la main gauche, on cautérise légèrement un point de la circonférence de la cornée, et on enfonce la seringue perpendiculairement à l'axe de l'œil. Un trouble opalescent apparaissant immédiatement derrière la cornée démontre le succès de l'inoculation.
h. Inoculation sous la dure-mère. — Inciser la peau du crâne, en arrière des orbites, sur une longueur de 3 centimètres. Ecarter les bords de la plaie avec un blepharostat. Couper le muscle temporal. On applique la couronne de trépan (D =z 5 millimètres) sur la fosse temporale. Il ne faut pas perforer la dure-mère. La couronne enlevée, ainsi que la rondelle osseuse, on pique obliquement (pour ne pas toucher le cerveau) la dure-mère avec l'aiguille (courbée à angle droit) de la seringue, et on pousse. On fait un point de suture. On recouvre de collodion.
C'est ainsi qu'on transmet la rage avec certitude au lapin, au chien (voy. p. 866).
i. Inoculation intra-cérébrale, — On opère comme pour l'inoculation sous-dure-mérienne et on enfonce l'aiguille dans les lobes frontaux. Pousser lentement et régulièrement. On peut remplacer le trépan par un simple foret.
j. Inoculation par inhalation. — On pulvérise des substances virulentes dans un espace clos où vit l'animal (une cloche à vide par exemple). On peut aussi pulvériser un liquide sur le
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museau de l'animal. Ce mode d'inoculation sera peu employé. On fait difficilement la part de l'ingestion et de Tinhalation.
k. Inoculation par ingestion, — On mélange les substances virulentes aux aliments, soit en arrosant ces derniers avec une culture (Pasteur), soit eii incorporant les microbes dans un morceau solide, de pomme de terre par exemple (Kogh). On peut encore introduire le virus directement dans l'estomac avec une sonde (n<* 16 Ch arriére pour le lapin ; n*' 14 pour le cobaye) pendant qu'un aide tient les mâchoires de Tanimal écartées. On utilise parfois un petit bâillon en bois, percé d'un trou central. Dans ses célèbres expériences sur la tuberculisation par ingestion, Chauveau faisait ingurgiter à des génisses de la matière tuberculeuse délayée dans du lait et introduite dans l'arrière-bouche au moyen d'une bouteille.
1. Inoculation intraveineuse. — Le problème consiste à trouver chez chaque animal une veine superficielle qui permette l'inoculation* sans trop de délabrements. Le lapin présente la disposition la plus favorable avec sa vevie marginale de Voreille. On utilise la saphène du chiens la veine axillaire des oiseaux^ la jugulaire du cobaye.
La veine marginale du lapin est située le long du bord externe de l'oreille, du côté mince et garni de poils. On peut fixer l'animal sur une planchette à vivisection (p. 308) si l'injection doit durer longtemps et se faire en plusieurs temps ; mais il suffît en général d'avoir un aide qui maintienne le train de derrière avec la main gauche et le cou avec la main droite. On SB place alors face à la tête du lapin, et on lui rabat l'oreille gauche sur le museau. On coupe avec soin les poils tout le long de la veine avec des ciseaux courbes, et on désinfecte la région; on fait alors, avec les mêmes ciseaux flambés, une petite boutonnière à la peau, exactement au-dessus de la veine, à la partie moyenne de l'oreille. Si la veine ne fait pas une saillie suffisante, on fait un peu de compression à la base de l'oreille. Prenant alors l'oreille de la main gauche en la faisant tendre sur l'index,
' On ne doit injecter que des liquides sans particules solides, sauf indications spéciales.
on introduit l'aiguille de la seringue dans la veine la pointe dirigée vers la base ; on place le pouce gauche sur la plaie de façon à serrer Taiguille entre le pouce et l'index, et on pousse lentement l'injection avec la main droite (fig. 190). On peut aussi placer une pince serre-fine sur l'oreille pour fixer Taiguille. L'injection terminée, on relire vivement la seringue et
Fig. 190.
Dispositir pour rinjection dans la veine marginale de roreille
du lapin.
son aiguille, sans lever le pouce gauche qui empêche l'hémorragie et la sortie possible du liquide injecté. On fait chauffer avec la main droite l'extrémité d'un agitateur, et on cautérise la petite plaie; il n'y a pas d'hémorragie. On peut se servir de seringues contenant 1 à 20 centimètres cubes. Pour injecter des doses plus fortes on peut laisser l'aiguille en place et remplir à nouveau la seringue ; il est préférable de se servir d'une burette fixée à un support et reliée à l'aiguille de platine par un mince tube de caoutchouc; on réglera le débit qui doit se faire avec lenteur.
L'injection intraveineuse n'est pas douloureuse, le lapin ne bouge pas ; ont voit le liquide gonfler la veine et s'écouler. Si on a manqué la veine, il se forme une boule d'œdème, et l'animal, qui souffre, s'agite violemment.
La veine saphène du chien se trouve sur la face externe de la patte postérieure (fig. 191). L'animal fixé (voy. p. 306), on la
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dénude au-dessus du jarret en (a), sur une longueur de 2 centimètres. On passe un double fil avec Taiguille de Cooper. On fait l'injection. On enserre le point piqué entre deux ligatures et ont fait un point de suture à la peau. On met sur la plaie une petite couche de collodion.
On pique la veine axillaire des oiseaux à travers la peau.
Pour le cobaye, on fait une incision latérale le long de la trachée et on opère sur la jugulaire externe comme il a été indiqué à propos du chien.
Si on voulait faire traverser le foie par le liquide virulent, on ferait une boutonnière à la paroi, le long de la ligne blanche, on ferait sortir une anse intestinale pour injecter dans une des origines des veines mésentériques (Gilbert et Lion, J. Courmont et Doyon, GuiNARD et Teissier).
m. Inoculation artérielle. Dans la fémorale ou la carotide. La plaie artérielle se cicatrise sans qu'il soit besoin de la lier, si Taiguille est fine.
n. Inoculations par d'autres voies. — On a inoculé des animaux, dans Tartère hépatique, dans la veine porte, dans le cholédoque (Gharrin et Roger), dans le canal de Wirsung (Ghabrin et Carnot). On se reportera pour les détails aux mémoires originaux.
Fig. 191.
Veine saphène
du chien.
5^ Observation de ranimai. — Une fois inoculé, Tanimal sera mis dans le chenil (chauffé en hiver) et bien nourri.
Il sera journellement observé absolument comme un malade à rhôpital, et tous les incidents seront notés (amaigrissement, température, contractures, paralysies, suppuration, etc.). Il va sans dire qu'un cahierspécial doit recevoirjour par jour toutes les opérations ou observations faites dans le laboratoire.
Voy. page 359 les Méthodes de renforcement de la virulence^ PRÉCIS DE bactériologie, 2« édit. 21
Il faut récolter les produits virulents, soit sur Thomme, soit sur ranimai, vivants ou morts, avec des précautions toutes spéciales et inusitées en Anatomie pathologique.
§ 1. — Principes généraux, outillage
Comment doit-on recueillir sur l'homme ou Tanimal, pendant la vie ou après la mort, les produits pathologiques destinés à être examinés, ensemencés, inoculés? Le principe général est facile à comprendre; il faut les recueillir avec une asepsie absolue. On rendra aseptiques les téguments, les surfaces d'organes pouvant contenir des germes étrangers, et on prélèvera la matière virulente avec des instruments stérilisés.
L'outillage nécessaire sera : une brosse, du savon noir, du sublimé à 1 p. 1 000, de l'éther, de l'alcool, du coton stérilisé, une lampe à alcool, une seringue stérilisée, une aiguille de platine, des pipettes, une capsule de platine, un ou plusieurs écouvillons. L'aiguille de platine (p. 21) sera résistante, épaisse (1™"*, 5 à 2 millimètres) , longue de 7 à 8 centimètres, aplatie en spatule tranchante pour pouvoir sectionner les parenchymes. Les pipettes (p. 20) auront un étranglement en (a) (ftg. 192) pour empêcher le liquide d'arriver jusqu'au coton, et pour pouvoir être scellées à la lampe une fois remplies. On peut aussi étrangler l'origine de la partie effilée (flg. 193); la pipette brisée à ce niveau offrira une pointe acérée qui pénétrera facilement dans les parenchymes. La seringue (p. 31) sera
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stérilisée à l'autoclave dans un tube à essai bouché avec du coton qui entoure rorifice et les ailettes de la seringue qui empêchent celle-ci de s'enfoncer au point de faire toucher le
Fig. 192.
Pipette avec étranglement pour la récolte des liquides pathologiques.
Fig. 193.
Pipette pour la récolte des quides pathologiques.
fond par Faiguille (fig. 194). On peut ainsi la transporter sans la contaminer; le tube servira à la rapporter au laboratoire sans risquer de disséminer le virus.
La capsule de platine (15 à 20 centimètres cubes) est très commode pour recueillir les liquides puisés avec la pipette.
pour écraser les tubercules, etc. Elle se stérilise à la flamme.
Les écouvillons sont indispensables pour prélever les fausses
membranes de la gorge, le mucus nasal, etc. On entortille de
la ouate hydrophile en tampon autour de minces baguettes de
Fig. 194.
Senngue dans un tube stenlisé,
pour le transport aseptique.
Fig. 195.
A, tube stérilisé contenant des
écouvillons. — B, un écouvillon.
bois de 15 centimètres de longueur. Plusieurs écouvillons sont placés dans un gros tube à essai bouché avec un tampon de coton (fig. 195), le tout est stérilisé au four Pasteur.
Les ensemencements, les inoculations seront pratiqués sur place autant que possible.
On relira avec fruit la page 13.
§ 2. — Récolte chez l'homme
1° Sur le vivant. — La récolte sera faite sur le vivan toutes les fois que cela sera possible.
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a. Prise de sang. — La piqûre du doigt à la lancette (la piqûre à la lancette est moins douloureuse et donne plus de sang que la piqûre à raiguille], après désinfection de la peau, est un procédé commode, mais qui ne donne pas assez de sang; Tasepsie de la région est en outre assez difficile à réaliser. Pour faire le séro-diagnostic de la fièvre typhoïde (p. 659) la piqûre du doigt donne suffisamment de sang et l'asepsie n'est pas absolument indispensable. Ce procédé est également suffisant pour la recherche des hématozoaires y des spirilles d'Obermeier.
On opérera ainsi : Laver à la brosse avec eau chaude et savon noir. Laver à Téther. Frotter avec de la gaze imbibée d'alcool. Appliquer un tampon de coton imbibé de sublimé. Laver à l'alcool. Laver à l'éther. Piquer avec la lancette flambée. On pourrait aussi flamber la peau du doigt (p. 37).
Le procédé de la ventouse donne beaucoup de sang mais n'est pas aseptique.
Lorsqu'on Veut ensemencer le sang, un seul procédé doit être employé : Vaspiration dans une veine superficielle» Dans la plupart des infections, les microbes sont très rares dans le sang ; il faut donc ensemencer des doses que la piqûre du doigt ne peut fournir. Enfin, on opère avec certitude d'asepsie.
On choisira le pli du coude comme pour la saignée. On applique un bandage compressif (bande d'Esraarch en caoutchouc) sur le bras pour faire saillir les veines; on désinfecte la peau comme ci-dessus. Prenant alors dans son tube la seringue stérilisée (fig. 194), on flambe l'aiguille en platine iridié et on la plonge dans la veine la plus saillante, en traversant •d'un seul coup la peau et la paroi veineuse. Bien que la pointe soit dirigée vers l'épaule, c'est-à-dire dans le même sens que le courant sanguin, le sang pénètre bien. On aspire lentement. La seringue pleine (i à 20 centimètres cubes) on enlève le bandage compressif et on retire ensuite la seringue. On ensemence immédiatement. On met une simple perle de collodion sur la petite plaie.
b. Prise d'un exsudât liquide. — Pour avoir du liquide de pleurésie, depéricardite, depéritonite, on ponctionnera avec la serin-
gue après désinfection de la peau. Si on désire de grandes quantités de liquide, on se servira d'un flacon semblable à ceux qui sont employés pour la saignée (p. 834) dans lequel on fera aspiration avec la pompe de Tappareil Potain; les tampons de coton devront naturellement être remplacés par des bouchons de caoutchouc ou de liège paraffiné.
Pour le liquide céphalo-rachidien, on fera la ponction lombaire avec la grande aiguille à court biseau (faite spécialement pour cet usage), et on recueillera goutte à goutte le liquide dans un tube stérilisé, si on ne fait pas d'aspiration avec une seringue.
Si ces liquides sont destinés à être inoculés, on les centrifugera.
c. Prise cf un pus. — On ponctionnera avec la seringue munie d'une aiguille large, ou on recueillera les dernières gouttes après ouverture par le chirurgien.
d. Prise de r urine. — On fait tremper le gland pendant dix minutes dans une solution de sublimé à ^000 5 ^^ nettoie le méat à l'alcool et à l'éther. La désinfection faite, on peut employer deux procédés.
L'un consiste à sonder le malade avec une sonde stérilisée et à recueillir lurine dans un flacon stérilisé. L'asepsie de la sonde pourra être vériflée en passant dans la sonde un fll de platine avec lequel on ensemencera un tube de gélose par stries (Enriquez).
L'autre vaut mieux. On fait pisser le malade, et on ne recueille que les dernières portions du jet.
e. Prise de suc pulmonaire (Klempkrkr, Nkttkr). — On ponctionne avec la seringue munie d'une aiguille assez longue. Quoique sans dangers apparents, cette pratique ne doit pas entrer dans les habitudes du clinicien.
f. Prise de suc splénique. — On fait coucher le malade sur le flanc droit. On délimite la matité splénique (il faut naturellement que la rate soit hypertrophiée). On stérilise la peau. On ponctionne avec la seringue, en priant le malade de suspendre sa respiration, pour éviter les déplacements de l'organe et consécutivement sa déchirure suivie d'hémorragie (Cornil). On
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aspire et on obtient ainsi une ou deux gouttes de «ang. On retire vivement. On met une perle de coUodion sur la plaie.
On doit déconseiller cette méthode comme pouvant être dangereuse. Elle est d*ailleurs devenue inutile pour le diagnostic de la fièvre typhoïde, depuis la découverte du séro-diagnostic.
g. Prise d'un produit solide. — On recueillera dans des tubes stérilisés, ou dans une capsule de platine, les ganglions, fongosites, tubercules, esquilles, etc., enlevées aseptiquementparle chirurgien.
h. Prise de fausses membranes ou de mucosités, — On fait rincer la bouche avec de Teau bouillie, on place Tabaisse-langue. On essuie alors la gorge, les fosses nasales, la bouche avec un écouvillon stérilisé et on agite ce dernier dans un ballon de bouillon, dont le liquide sert aux examens, ensemencements inoculations. Lorsque la fausse membrane a une certaine consistance, ou lorsqu'on désire ensemencer directement un mucus (fausses membranes ou mucosités diphtériques), on se sert de Taiguille de platine rigide en forme de spatule.
i. Prise de matières fécales. — On fait déféquer le malade dans un vase en verre stérilisé, et on prélève avec Taiguille de platine une très petite quantité de matière fécale.
j. Prise de lait. — On désinfecte le mamelon, et on fait sourdre une goutte de lait qu'on recueille avec une pipette.
k. Prise de crachats. — Faire rincer plusieurs fois la bouche et Tarrière-gorge avec de Teau bouillie, et faire cracher directement dans un petit poudrier stérilisé.
2® A Tautopaie. — La prise des liquides pathologiques à Tautopsie ne donnera que des résultats très incertains, en raison de la pénétration des microbes dans les tissus pendant les vingt-quatre heures réglementaires (voy. p. 14).
On puisera le sang dans le cœur. On essuie la surface ventriculaire, on en grille une partie en appliquant une lame métallique chaufTée au rouge ; on ponctionne dans cette zone avec une pipette stérilisée. Il faut aspirer fortement. 11 est parfois impossible de retirer du sang liquide.
On ponctionne de môme la vessie pour recueillir Turine.
Les règles de Tasepsie dirigent toutes les récoltes sur le cadavre. On flambe la surface de Torgane et on prélève avec un instrument stérilisé.
§ 3. — Récolte chez l'animal
1<* Sur le vivant. — Les prqcédés sont identiques dans leurs grandes lignes à ceux décrits pour Thomme.
2® A l'autopsie. — Il faudra toujours prélever la récolte virulente sur Fanimal au moment même de sa mort, pour éviter les inconvénients inévitables des autopsies humaines. Il est même souvent préférable de sacrifier les animaux et de les autopsier de suite.
La mise à mort se fait de la façon suivante : on assomme les lapins en les prenant par les pattes de derrière et en leur assénant un coup du tranchant de la main sur la tête. On pique le bulbe des chiens en introduisant un scalpel à lame mince et courte entre Toccipital et Tatlas ; la lame du scalpel doit être perpendiculaire à Taxe médullaire. On peut faire de même aux lapins, aux oiseaux, aux cobayes. En général, on tue les cobayes et les souris en les chloroformant. Les chats seront tués par la nicotine. On met deux ou trois gouttes de nicotine, avec une pipette, dans la gueule, entre les gencives et les joues; ranimai meurt en quelques minutes avec des convulsions.
V autopsie des gros animaux se fera sur une table à autopsie quelconque possédant un écoulement pour les liquides. Pour les petits animaux, on possède une cuvette en zinc ou en fer-blanc dont les bords sont percés d'une série de trous pour fixer les quatre pattes au moyen de ficelles (fig. 187). Les liquides virulents restent dans la cuvette qui est facilement stérilisable.
On aura avantage à faire dépouiller les animaux, surtout les lapins, avant Tautopsie, les poils étant très encombrants et dangereux pour l'asepsie.
L'animal fixé, on fend la paroi du haut en bas et on examine
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successivement tous les organes, prélevant à mesure, par les mêmes procédés que chez l'homme, tout ce qu'on veut examiner, inoculer. On se hâtera de recueillir les exsudats avant que l'air les ait contaminés. On puisera le sang dans le cœur avec une pipette. On tient le cœur entre deux doigts de la main gauche. On grille une zone de la surface, on pique avec la pipette et on presse avec les deux doigts de la main gauche; le sang monte dans la pipette sans aspiration.
Il va sans dire que toutes ces opérations doivent être consignées, avec leurs résultats, dans le cahier d'expériences.
On a vu au chapitre viii comment on préparait les liquides, les frottis, les coupes pour l'examen microscopique.
Tous les débris des animaux, qui ont été inoculés avec des microbes pathogènes, doivent subir la crémation (p. 5). En attendant, ils seront recouverts d'une feuille de papier filtré imbibée d'antiseptique, pour éviter les mouches.
Les plateaux sont immergés dans du crésyl à 2,5 0/0; les instruments sont stérilisés à l'ébullition.
CHAPITRE XII PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS
L'étude des produits solubles microbiens est une des parties les plus importantes et les plus difficiles de la bactériologie.
% l. — Notions générales
Pour apprendre à isoler les produits solubles, il faut d'abord posséder quelques notions sur leurs propriétés, leur nature, leur origine.
1^ Existence des produits solubles. Histoire de leur découverte. Leur importance. — Le microbe est un être vivant; il a besoin, pour pousser, pour se reproduire, d'emprunter aux milieux dans lesquels il végète les substances nécessaires à la fabrication de son protoplasma. Nous avons déjà rapidement énuméré, au chapitre m, quels sont les aliments indispensables à la vie des microbes. Tantôt les substances nutritives sont directement utilisées, tantôt elles sont au préalable transformées par des ferments solubles, sécrétés par le microbe lui-même. C'est ainsi, par exemple, qu'un microbe du lait, le Tyrothrix tenuis, décrit par Duclaux, sécrète une diastase : la caséase, qui rend la caséine soluble dans Teau et conséquemment absorbable. C'est ainsi que le Bacillus amylobacter produit une diatase qui attaque Tenveloppe cellulosique des cellules végétales et rend Tutricule azotée abordable aux microbes qui doivent s'en nourrir. La liquéfaction de la gélatine du sérum solidifié, la redissolulion du caillot du lait par
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certains microbes sont dues à des diastases sécrétées par ceux-ci . Les microbes se nourrissent donc en absorbant les substances nutritives ambiantes, telles qu'elles se présentent, où préalablement modifiées par des produits solubles sécrétés par les microbes eux-mêmes.
Il en résulte naturellement de profondes transformations dans la composition du milieu nutritif où a végété le microbe ; certaines substances n'existent plus, d'autres ont fait leur apparition. Ces dernières ont été directement élaborées par le microbe (sécrétions) ou proviennent des modifications chimiques survenues dans le milieu sous Tinfluence des sécrétions ; on les appelle les produits solubles microbiens.
Nous ne pouvons, dans un ouvrage élémentaire, nous appesantir sur toutes les transformations chimiques, d'ailleurs encore mal connues, des matériaux alimentaires des cultures microbiennes. Établissons simplement, au début de ce chapitre, que, par le fait même qu'ils sont des êtres vivants les microbes émettent des produits solubles, qu'ils retiennent dans leur protoplasma ou qu'ils laissent diffuser dans un milieu ambiant. Nul ne leur a jamais contesté cette propriété vitale : la sécrétion de diastases digestives, de matières colorantes (retenues dans le protoplasma du M. prodigiosus, diffusant de celui du B. pyocyaneus)y etc. , n'a jamais soulevé de polémiques^ ; il n'en a plus été de même lorsqu'on a voulu faire jouer un rôle aux produits solubles microbiens dans l'explication de Y action pathogène des microbes virulents. C'est précisément des substances solubles microbiennes ayant un rôle en pathologie que nous allons uniquement nous occuper.
La découverte du rôle des produits solubles microbiens en pathologie est entièrement lyonnaise. Elle appartient à Toussaint et à Chauvkau (1878-1886). Chauvbau montra qu'on pouvait produire, très rapidement, chez des moutons, tous les symptômes du charbon, en leur transfusant du sang frais provenant
* La sécrétion de diastases par les champignons, connue antérieurement, plaidait, par analogie, en faveur des produits solubles microbiens.
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d'un animal charbonneux ; la soudaineté de l'évolution de la maladie ainsi provoquée indiquait qu'elle était due, non à Tintroduction et au développement ultérieur des microbes, mais bien à une intoxication par injection des poisons solubles sécrétés dans le sang charbonneux dU' premier animal ; les toxines étaient découvertes. Le microbe pathogène créait Finfection en inondant Torganisme de produits solubles toxiques. Mais c'est surtout à propos de la vaccination que Toussaint et Ghauveau développèrent leurs idées sur le rôle des produits solubles microbiens. Toussaint, donnant l'immunité avec du sang charbonneux chauffé, et qu'il croyait sûrement privé de bacilles ; Ghauveau, montrant que les agneaux issus d'une brebis, inoculée avec du B. anthraciSj sont doués d'immunité, montrant que les moutons algériens résistent à une faible dose de virus charbonneux mais succombent à une dose plus forte, avaient condensé un faisceau d'expériences tendant à faire admettre que l'immunité acquise était due à Vaddition de substances nouvelles sécrétées par les microbes.
Malheureusement, les expériences des savants lyonnais ne parurent pas inattaquables ; le chauffage de Toussaint {+ oB°) pouvait ne pas avoir détruit tous les microbes du sang charbonneux; le placenta des brebis de Ghauveau pouvait, à la rigueur, avoir laissé passer quelques bacilles. Aussi, Pasteur et son école combattirent-ils très vivement la théorie des produits solubles. Pour Pasteur, le microbe agissait directement par lui-même; il causait les symptômes du charbon en absorbant l'oxygène des hématies ^ il vaccinait par soustraction, en enlevant à l'organisme une substance nutritive indispensable à la vie du microbe ; toute nouvelle inoculation restait sans effets, les nouveaux arrivants trouvant un terrain épuisé.
La lutte entre la théorie lyonnaise de Vaddition et la théorie
' La résistance fut moins marquée vis-à-vis des produits solubles toxiques que vis-à-vis des produits solubles vaccinants. Dès 1880, Pastecr avait produit des symptômes, chez la poule, en lui injectant un extrait de bouillon du choléra des poules. En 1877, il avait même supposé que le B. anthracis dissolvait les globules rouges à l'aide d'une diastase.
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parisienne de la soustraction a duré jusqu'en janvier 1 887, époque à laquelle Pasteur, dans une lettre à Duclaux, se rangea à Topinion de Chauveau, ne pouvant expliquer autrement ses propres découvertes sur le traitement antirabique.
Cette même année 1887 vit surgir les preuves définitives du rôle des produits solubles en pathologie infectieuse. Les expériences de WoLRiDGE, de Salmon et Smith pouvaient être critiquées. Il n'en était pas de même de celles de Charrin, qui annonçait, eu mars 1887, la production de symptômes déterminés par injection des toxines sûrement aseptiques (cultures filtrées) du B. pyocyaniqiie et, en octobre 1887, la possibilité d'augmenter la résistance du lapin, vis-à-vis du B.pyocyanique^^ par injection préalable de ces mêmes substances solubles extraites des cultures. Deux mois plus tard (décembre 1887), Roux et Ghamberland vaccinaient contre le Vibrion seplique avec les produits solubles retirés des cultures. 1/année suivante (février 1888) Roux démontrait que le B. Chauv<ei fabrique aussi des substances immunisantes ; Ghantemesse et Wiuau faisaient des travaux analogues avec le B. typhique. La vaccination chimique était mise hors de toute contestation. Gette même année 1888 vit naître la découverte, par S. Arloing, de la nature diastasique de certains de ces produits solubles.
On sait le nombre immense de travaux parus depuis cette époque sur le rôle et la nature des produits solubles microbiens. La voie ouverte par Toussaint et Chauveau a conduit au chapitre le plus important de la pathologie infectieuse expérimentale, prélude indispensable de l'étude des lésions microbiennes, des symptômes infectieux, de la vaccination, du sérodiagnostic, de la sérothérapie, etc. Le microbe est, avant tout, un fabricant de toxines ; la maladie infectieuse est une intoxication; la vaccination, la prédisposition sont des actes chimiques : telles sont les idées dominantes de la science bactériologique actuelle.
2<^ Produits extra et intra-protoplasmiques. — Insistons d'abord sur un point capital. Une culture microbienne peut ne pas contenir de toxines dans sa partie liquide, bien que le
334 PRODUITS 80LUBLBS IfIGROBIBXS
microbe ait fabriqué des substances très toxiques. En d'autres termes, la culture filtrée peut paraître inofTensive, saos qu'on puisse refuser au microbe la propriété toxigène. C'est que certains microbes sécrètent des toxines qui diffusent hors de leur protoplasma et se répandent dans les liquides nutritifs {véritables toxines solubles, extraproloplasmiques), tandis que d'autres conservent ces toxines dans leur protoplasma ; t7 n'y a pas de diffîision; il faut extraire ces toxines intraprotoplaS' miques {poisons des corps des microbes) à Taide de procédés spéciaux.
La plupart des produits solubles que nous étudierons sont des taaôiies eTtnt|Nre4iq^lftsiiki<{iies ijioisons diphtérique, tétanique, etc.). On peut citer, parmi !es intraproioplasmiques : les tuberculineSy la malléine, différents vaccins extraits du corps du bacille de la peste (vaccins de Hafpkine, de Terni et Baxm)^ etc.
Les microbes morts sont toxiques à des doses qui varient^ suivant les espèces, de quelques milligrammes à des grammes. Ils peuvent occasionner un empoisonnement aigu par libération de leurs toxines ; ils peuvent engendrer des lésions. C'est ainsi que l'inoculation de Bacilles tuberculeux morts produit des tubercules (non réinoculables), comme Font vu Pruoden et HoHDENPYL, Straus et Gamaleia.
Pour extraire les poisons des corps microbiens, on s'est adressé à la macération, à l'expression. On trouvera ces procédés à propos de chacun des microbes (Deuxième partie). On se contente, le plus souvent, d'injecter la totalité de la culture tuée par la chaleur : liquides et cadavres microbiens. Parfois on utilisera les humeurs riches en germes, stérilisées.
Il n'y a pas toujours de limite bien tranchée entre les toxines solubles proprement dites et les poisons des corps microbiens. Telle toxine diffuse, mais diffuse imparfaitement et lentement.
3^ Propriétés des produits solubles microbiens. — Les
produits solubles microbiens, quelle que soit leur nature intime, peuvent se diviser en deux grandes classes suivant qu'ils engendrent la maladie ou qu'ils modifient simplement le terrain organique en vue d'une infection ultérieure.
A. Produits solubles toxiques. — La première classe comprend les produits toxiques^ les toxines dans la plus large acception de ce mot. Les toxines engendrent la fièvre, les hémorragies, les inflammations de toutes sortes, etc., les lésions et symptômes, en un mot, de toutes les maladies infectieuses. Les cultures filtrées des microbes pathogènes produisent chez Tanimal des effets identiques à ceux causés par Tinoculation de la culture complète (culture complète signifie Tensemble des produits solubles et du microbe vivant).
Citons quelques exemples. Gharrin a reproduit tous les symptômes et toutes les lésions de la maladie pyocyanique avec les toxines du B. pyocyaneus. Arloing a étudié les effets phlogogènes d*une diastase sécrétée par le Pneumobacillus liquefaciens bovis, les effets gangreneux des produits du Bacillus heminecrobiophilus. De Ghristmas a fait du pus avec une diastase provenant de Staphylocoque pyogène. Knud Faber a reproduit les contractures tétaniques avec la toxine du B. de Hicolaier, Roux et Yersin ont fait des paralysies avec la toxine diphtérique. J. CouRMONT et RoDET* ont fait, avec la culture filtrée du Staphylocoque pyogène : des contractures, de Fanesthésie, du Cheyne stokes, des troubles cardiaques, de l'hypothermie, des néphrites, etc. Les mêmes auteurs ont vu que la toxine du y. septique a une action inhibitrice sur le centre inspirateur et que celle du Streptocoque pyogène agit spécialement sur le cœur. Certaines toxines agissent sur les centres vaso-moteurs pour produire soit la vaso- dilatation (ectasines de Bouchard) (Arloing), soit la vaso-constriction (anectasines) (Charri;4 et Gley, Arloing, Morat et Doyon). On a même fait des tubercules avec des cadavres du B. tuberculeux (Prudden et Hordexpyl, Straus et Gamaleia). Il faut nous borner. Ajoutons que la mort est en général le terme de ces intoxications, si la toxine estasses active et injectée à une dose suffisante.
* J. GouRUONT et RoDET. Eludc expérimentale des substances solubles toxiques élaborées par le Staphylocoque pyogène. Soc. de Biologie, 33 janvier 1892. — Revue de médecine, février 1893. Leçons d'An- LOiNG sur la Tuberculoge et les Septicémies. Leçons 7 et 9 sur les Septicémies.
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Il y a, dans un liquide fiilro, non pas une toxine, mais un mélange de toxines (notion depuis longtemps défendue par Bouchard), à effets parfois antagonistes {Slaphtjlocoque pyogène, J. Courmont et Bodet) et qu'il faut alors dissocier.
Les toxines peuvent se subdiviser en deux groupes.
a. Le premier comprend la majorité des produits solubles qui agissent sur l'organisme comme une substance soluble queleonque. Ces toxines à effets immédiats sont des produits volatils pour CuARRiN et Guillemoxat (1902).
6. A propos de leurs études sur le poison tétanique, J. Gourmont et DoYON^ ont attiré Tattention sur un second groupe cpii mérite d'être classé bien à part, en raison des propriétés particulières des toxines qui le composent et dont la toxine tétanique est le type. Ces propriétés sont les suivantes :
1° Période d'incubation constante entre Tinjection de toxine et l'apparition des premiers symptômes objectifs; cette période d'incubation peut être raccourcie, mais ne peut être supprimée ; il y a un temps minimum nécessaire à Téclosion des symptômes. On n'observe aucun accident morbide, pendant des heures, quelle que soit la dose injectée. Cette période d'incubation n'existe pas avec les toxiques connus en physiologie;
2^ Importance relativement faible de la dose injectée, A partir d'une dose donnée, on peut centupler la quantité de poison injectée, on ne raccourcit plus l'incubation. C'est un corollaire de la nécessité de l'incubation. Par contre, la période maladive peut être raccourcie par l'augmentation des doses; la mort est hâtée ;
3^ Importance considérable de la température ambiante. La grenouille n'est sensible à la toxine tétanique que si elle est chauffée ;
4** Existence fréquente y mais non constante, dans le corps des malades de substances immédiatement toxiques , produites par l'organisme, qui réagit contre les toxines à incubation ;
^^ Absence de lésions anatomiques, nécessaires à la production
* J. CocRMONT et DoYON, Société de Biologie, 1893 à 1898. Archives de Physiologie 1896, etc. Le tétanos, monographie, Baillière, 1899.
des symptômes, et qui expliqueraient la période d'incubation.
Ces toxines peuvent être seules (toxine tétanique; J. Courmont et Doyon) ou mélangées à des toxines à effet immédiat {toxine diphtériquCy J. Courmont et Doyon, Enriouez et Haluon). Elles ont d^ailleurs leurs analogues dans certains poisons végétaux qui n'agissent aussi qu'après incubation.
Quelle que soit l'explication théorique que l'on donne de ces propriétés si spéciales de quelques toxines, la classe de J. Courmont et Doyon doit être conservée, avec la nécessité de l'incubation comme principal caractère. On a mt}me tendance actuellement à les regarder comme les seules toxines spécifiques.
c. Pour l'étude des effets des produits solubles toxiques on mettra en œuvre toutes les ressources de la physiologie et de l'histologie. On injectera des doses variables à dilTérentes espèces animales, par des voies multiples, on observera l'animal comme un véritable malade (température, urines, alimentation, amaigrissement, symptômes nerveux, etc., etc.). Le moyen le plus précieux d'investigation sera la méthode graphique introduite en bactériologie par Chauvrau et Arloing, Charrin et Gley, J. Courmont et Rodet. On se servira, autant que possible, de grands animaux. Pour faire une étude suivie des [effets d'une toxine jusqu'à la mort de l'animal, il est indispensable d'opérer avec de grands appareils graphiques, comme ceux qui existent dans les Laboratoires de Lyon, depuis leur création par Chauveau (voir page 4). L'expérience peut ainsi avoir une durée indéfinie, pour ainsi dire sans interruption du tracé. D'Arsonval et Charrin ont recherché les troubles de la calorification produits par les toxines. Arloing et Laulaniê ont fait de même en y ajoutant l'étude des combustions organiques. A l'heure actuelle, un Laboratoire bien outillé de physiologie est indispensable au bactériologiste; celui-ci n'a pas fait le quart de sa tâche lorsqu'il a constaté les propriétés botaniques d'un microbe. Les lésions dues aux toxines seront soigneuse* ment coupées et examinées au microscope (p. 287); il faut donc être également histologiste.
CHARR!^ et Levaditi (1899) ont attiré l'attention sur l'influence du titre isotonique ou anisotonique des solutions minérales sur PRÉCIS DE DACTénioLOGiE, â« édit. ââ
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Tactivilé des toxines dissoutes dans ces solutions. L'anisotonîe favorise Tintoxication; les produits microbiens pénètrent plus rapidement les cellules.
rf. A côté des toxines, Ehrlich a créé le groupe des toxoïdes et des toxones. Les toxoïdes sont des produits de transformation des toxines, ayant une composition analogue, et qui existent dans les cultures filtrées alors que les toxines ont disparu ou, tout au moins, se sont considérablement atténuées. Ces toxoïdes peuvent, comme les toxines, servir à l'immunisation ; ils peuvent neutraliser les antitoxines. Ils produisent des symptômes différents de ceux de la toxine. Ce sont des toxines masquées dans Je mélange par la toxine principale. Les toxones ne sont pas le produit d*une transformation des toxines; ce sont des corps créés concurremment par le microbe et pouvant occasionner des troubles sérieux (parai, diphtériques).
Ces expériences ont été faites sur la toxine diphtérique (voy. p. 625).
Il faut ranger parmi les produits solubles toxiques, ceux qui ont la propriété de détruire les globules blancs (leucocidiîies) ou les globules rouges (hémolysines).
e. Leucocidines, --Si on inocule du Staphylocoque pyogène dans la plèvre d'un lapin, l'exsudat pleural, d'ailleurs très riche en leucocytes dégénérés, altère les leucocytes normaux qu'on lui ajoute. Un chauffage de 10 minutes à + 58" ou + 60° détruit cette propriété. La leucocidine existerait, à petite dose, dans les cultures (Van de Velde, Krauss, Neisser, Bail).
L'exsudat péritonéal du cobaye, inoculé par cette voie, avec du B. pyocyanique, jouit des mêmes propriétés,
f. Hémolysines. — La culture filtrée du B. tétanique contient de la tétanolysine (Madsen), qui disparaît d'ailleurs vite. Les hématies du cheval et du lapin sont spécialement sensibles.
Il existe aussi une pyocyanolysine dans les cultures filtrées du B. pyocyanique (Bulloch et Hunter). Un chauffage de 15 minutes à -f- 100^* la détruit. Les globules rouges de beaucoup d'animaux sont sensibles.
Neisser (1901) a signalé une staphylolysine ; les cultures filtrées de neuf à treize jours dissolvent les hématies du lapin.
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Pour lui, sa production est un caractère constant du staphylocoque typique.
Le Streptocoque de Mamiorek fabrique in vivo sur le lapin une hémolysine très active. Besrkdka Fa reproduite in vitro (p. 743).
B. Produits solubles vaccinants ou prédisposants. — Le second groupe des produits solubles microbiens comprenez ceux qui, toxiques ou non, modifient la réceptivité du terrain animal qu'ils imprègnent, vis-à-vis d'une infection ultérieure.
Les uns sont raccwanfs (Toussaint, Chauveau, Charrin, etc., etc,), et ce sont les plus nombreux. On vaccine ranimai contre le tétanos, la diphtérie, le choléra, et contre la plupart des infections en lui injectant des doses progressivement croissantes de cultures filtrées des microbes de ces maladies.
Mais il existe aussi des produits solubles qui ont un effet inverse, qui sont prédisposants. J'ai découvert cette classe de produits solubles en 1889^. Les cultures filtrées d'un bacille tuberculeux du bœuf que je venais d'isoler (sans rapports avec le bacille tuberculeux de Koch; voy. p. 517) introduites sous la peau d'un cobaye ou d'un lapin, à la dose de 1 centimère cube par kilogramme, rendaient pour longtemps ces animaux prédisposés à l'action du bacille dans la proportion de 1 à 16; ceux-ci mouraient 16 fois plus vite que les témoins. J'ai retrouvé, avec Rodet, ces mêmes produits solubles prédisposants dans les cultures du Staphylocoque pyogène. Bouchard les a constatés dans les cultures du B. pyocyanique^ et Roger dans celles du B. Chauvœi et du Streptocoque pyogène.
Ces produits prédisposants peuvent être mélangés à des produits vaccinants (J. Courmont et Rodet, Roger).
C. Nous résumerons les notions précédentes sur les propriétés des produits solubles dans le tableau suivant :
' J. GoUBMONT, Substances solubles prédisposant à l'action pathogène de leurs microbes producteurs, Ac. des sciences, 22 juillet 1889, Soc. de Biologie. 21 déc. 1889, Revue de médecine, oct. 1891, Soc. de Biologie, 21 mars 1891, et Ac. des sciences, octobre 1891.
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Exemples :
I ' ToxiDcsàelTcUimniéd. Presque tous les microbes.
/ Toxiques . . ^ Toxines à incubation B. lélanique, etc.
I ( Toxoncs. ToxoVdes. B. diphtérique.
1 Uueocidinei ^ Staphylocoque pjogènc.
I ( B. pyoeyaniquc.
I ' B. tétanique.
I „. , . \ B. pvocvanique.
PRODUITS P"^'»"»" ) Sl.phyl<«o,u. pyogtae.
\ Streptocoque de MarmorcL.
SOLUBLES \ Vaccinantj Presque tous les microbes^.
I ^ .■ .ti . i ^- Chauvœî.
f . à action immédiate \ jj pvocvanique.
f \ »""« Pa^agère. ) stapi,ylico.,ue pyogène.
Prédisposants f - b. tuberculeux de J. Cour-
I I i action lente \ mont.
\ ' mais durable. à Staphylocoque pyogène.
\ \ . Streptocoque pyogène.
4^ Nature des produits solubles microbiens. — Au
moment de la découverte du rôle des produits solubles microbiens en pathologie infectieuse, on savait bien que les microbes pouvaient sécréter des ferments solubles, des diastases digestives ou autres ; mais on ne croyait pas que les produits solubles toxiques ou vaccinants puissent appartenir à cette classe de substance. On ne pensait qu'aux ptomaïnes.
a. Depuis les recherches de Panum (4856), de Bergmakn et ScHMiEDEBERG (1868), de A. Gautier (1872), de Selmi, de Nencki, etc., on avait Tattention attirée sur les alcaloides toxiques qu'on pouvait retirer des substances putréfiées, du pus, etc., et qu'on appelait ptomdines^, ou que sécrétaient les cellules des organes sains [leucomaines).
Le terme de « ptomaïnes » devrait, d'après Hugounenq, être réservé aux bases alcalines qui se produisent pendant la putréfaction cadavérique ; le terme général doit être : toxines alcaloïdiques.
Les toxines alcaloïdiques sont des corps basiques (GHAz ou CHAzO), qui se dissolvent bien dans l'alcool, l'éther et les dis-
* Les ptomaïnes sont « les déchets ultimes, provenant de la désagrégation, graduelle et par voie d'hydratation, des matières albuminoïdes attaquées par les microbes de la putréfaction». (IIogounekq.)
solvants des substances riches en charbon. Elles se combinent aux acides pour donner des sels solubles, bien cristallisés. Elles s'unissent au chlorure d'or et au chlorure de platine. L'oxygène, la lumière, les acides en excès les altèrent. Elles sont précipitées par l'iodure de potassium ioduré, le tanin, l'acide picrique, etc. Elles ont la réaction de Selmi.
Les alcaloïdes oxygénés (CHAzO) cristallisent à Tétat de liberté ou à l'état de sels. Ils se dissolvent médiocrement dans l'alcool (exemple : choline).
Les alcaloïdes résistent à de hautes températures.
Ne parlons que des toxines alcaloïdiques retirées des cultures pures. Brieger isola des ptomaïnes toxiques des cultures du B. typique, du Staphylocoque pyogène, du Bacille de Nicolatery (4 alcaloïdes basiques), du Vibrion cholérique, Lkber fit du pus avec une ptomaïne retirée des cultures du Staphylocoque pyogène. Bref, on recherchait systématiquement les produits solubles microbiens dans le groupe des alcaloïdes.
b. C'est alors qu'ARLOiNG^ découvrit la nature diastasique des produits solubles phlogogènes contenus dans les cultures du PneumO'bacillus liquefaciens bovis, et dans la sérosité du poumon de bœuf atteint de péripneumonie. La voie était ouverte; la classe des substances solubles albumosiques, ayant des propriétés pathogènes, des toxalbumines, était créée. Qr, à l'heure actuelle, presque toutes les toxines sont considérées comme des corps albumiooïdes; les ptomaïnes existent, mais ont une importance bien moindre en pathologie.
A la suite des travaux d'ARLOiNG, on découvre coup sur coup : la diastase pyogène du Staphylocoque pyogène (de Christmas), les propriétés diastasiques des substances vaccinantes du sang charbonneux (Roux et Chambkrland), des toxines diphtérique (Roux et Yersin) et tétanique (Knud Faber), des produits solubles du Bacillus heminecrobiophilus (Arloing), d'une partie lies toxines du Staphylocoque pyogène (J. Courmont et Rodet), etc. Hugounenq et Eraud font une étude soignée des toxines de
' Arloing, Ac. des sciences, 7 mai et 18 juin 1888.
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ÏOrchiocoque (1891-1893) et en retirent une substance phlogogène voisine des peptones.
Ce sont donc les toxalbumines qui jouent le rôle capital en pathologie infectieuse. Ce sont des corps amorphes, solubles dans Talcool faible, insolubles dans l'alcool absolu, Téther, le chloroforme, la benzine, le sulfure de carbone, etc. Ils sont très solubles dans Teau. La plupart, à Tétat de solution dans Teau, s'altèrent à + 65*». Leur composition est très mal connue. Ils sont quaternaires avec soufre et phosphore. Beaucoup se comportent comme de véritables albumines; beaucoup ont des propriétés zymotiques. Ces différents corps ont, en somme, entre eux des analogies plus apparentes que réelles, et semblent s*éIoigner des véritables matières albuminoïdes par leur faible teneur en azote. Hugounknu estime que ces substances sont peut-être des intermédiaires entre les albumines vraies et les alcaloïdes. A. Gautier vient de soutenir la même idée^ Les toxalbumines agissent à des doses infinitésimales.
Les toxalbumines microbiennes ont leurs analogues dans les toxines végétales (abrine. ricine) et dans les toxines animaks (venins, sérums d'anguille).
c. Ajoutons que Charrin, Gley, Guillemonat, font jouer un rôle important aux produits solubles volatils.
b^ Origine des produits solubles miorobiens. — On est
encore bien peu fixé sur l'origine des toxalbumines microbiennes. Sont-elles sécrétées de toutes pièces par le microbe, ou ne sont-elles que des transformations des substances albuminoïdes existant normalement dans les bouillons de culture ? Pour résoudre la question il faudrait obtenir des toxalbumines en cultivant les microbes dans des milieux ne contenant pas de substances protéiques. C'est ce qu'ont fait certains auteurs (Arnaud et Charrin, Guinochet, Ouchinskv, etc.), cultivant le B, pyocyanique, le Vibrion cholérique et le Bacille diphtérique dans des milieux dépourvus de substances albuminoïdes (voy* leur composition, page 81). Ouchinsky a retiré de ses liquides
* A. G.\UTiBR, Les toxines microbiennes et animales^ B-J^eauté, 1896.
des toxalbumines ayant les mêmes propriétés que celles qui proviennent des cultures en bouillon. Les microbes pourraient donc fabriquer de toutes pièces, par synthèse, des substances, albuminoïdes en empruntant Tazote à des corps minéraux. Malheureusement les conclusions d'OucHiNSKY n'ont pu être confirmées (Hugounesq, Doyon) ; on ne doit pas encore se prononcer. Il se pourrait, d ailleurs, que les toxalbumines ne soient pas des corps albuminoïdes, mais adhèrent simplement à ces derniers, Briegbr et Baer, dans leur étude des toxines diphtérique et tétanique, concluent que la substance active n'a pas les réactions de Talbumine ou de la peptone et repré-^ sente « un groupement atomique inconnu en chimie ». Peut-v être même les soi-disant toxalbumines ont-elles des propriétés vitales qui les placent au-dessus des matières amorphes !
§ 2. — Préparation des produits solubles .
Pour préparer et isoler les produits solubles d'une culture, il faut opérer en plusieurs temps.
10 Virulence de la semence. — II faut d'abord posséder à l'état de pureté un échantillon, aussi virulent que possible, du microbe dont pn veut essayer les produits. Certains microbes se conservent longtemps avec leur virulence, d'autres (comme le B. tuberculeux) ont une virulence assez fixe; il suffira de les employer tels quels. Le plus souvent il faudra renforcer la virulence de la semence, et ce premier temps sera quelquefois très laborieux.
On renforce, en général, la virulence d'un microbe, en le faisant passer un grand nombre de fois par l'organisme d un animal très récepteur. On arrive ainsi à posséder des cultures d'une activité inouïe; or, les produits solubles en seront toxiques en proportion. C'est Pasteur qui a créé cette méthode, en renforçant le microbe du rouget du porc par le passage dans L'organisme du pigeon, et celui du charbon en le faisant passer par le jeune cobaye.
On a exalté la virulence du Staphylocoque pyogène en le
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faisant passer par le lapin (Rodkt) ; on injecte la culture dans le sang et, à la mort de Tanimal, on puise la semence dans le sang du cœur; on injecte un nouveau lapin avec la culture très jeune, ou directement avec le sang, et ainsi de suite ; les lapins meurent de plus en plus vite, et les microbes qui en proviennent sont de plus en plus virulents. C'est par cette méthode (d*abord sur des souris, puis sur des lapins) que Marmorek a pu obtenir un Streptocoque tuant le lapin à
100 000 000 "^^ "^^^^ quelquefois ^q^^^oooo **« centimètre cube.
On renforce le Bacille de la diphtérie en le faisant passer par le cobaye. Roux, Metchxikoff et Taurelu-Sammbeni ont e.xalté la virulence du Vibrion cholériquCy au point de posséder des cultures tuant le cobaye à 1/160° de centimètre cube. Pour cela, ils alternent un grand nombre de fois des cultures sur gélose, et des cultures en solution de peplone dans un sac de collodion placé dans le péritoine du cobaye (voy. p. i50].
On n'a pas toujours besoin de faire passer un microbe par l'animal pour lui restituer sa virulence. Arloing et Trughot ont pu renforcer la virulence du Streptocoque en changeant la composition du bouillon. Arloing conseille aussi de faire une sélection parmi les individus microbiens d'une culture. On fait végéter dans des conditions légèrement dysgénésiques, on réensemence dès le premier trouble, et ainsi de suite pendant plusieurs passages. Ce sont les individus les plus vivaces qui ont résisté.
La semence virulente obtenue, il faut la conserver à cet état, ce qui est souvent très difticile. Le Vibrion cholérique^ le Pneumocoqucy perdent très rapidement leur virulence. On cultivera les microbes dans des milieux appropriés. C'est ainsi que Marmorek conserve la virulence de son Streptocoque en le cultivant dans un mélange de sérum et de bouillon [voir p. 90). Il faut surtout réensemencer fréquemment les cultures, le vieillissement étant une des causes les plus sûres de Tatténuation. Il suffira de renouveler tous les quatre à cinq jours des cultures de Staphylocoque pyogène en bouillon ordinaire pour leur conserver leur virulence.
Lorsqu'un microbe est très atténué, on peut l'inoculer en
l'associant h un autre microbe et obtenir ainsi la mort de ranimai (exemple : Tassociation du Staphylocoque au Bacille atténué de la morve).
Il n'est pas prouvé, qu'il soit nécessaire pour avoir des produits solubles très vaccinants^ d'employer une semence aussi virulente. Cette habitude de Fexaltation préalable sera peutêtre à réformer,
2^ Culture définitive. — Lorsqu^on possède une semence bien virulente, il faut choisir les conditions dans lesquelles on fera la culture destinée à être expérimentée pour l'extraction des produits solubles.
Le milieu sera de préférence liquide ^ ; il sera approprié au microbe. On retrouvera, p. 90, et à la deuxième partie les bouillons les plus convenables pour obtenir les toxines les plus communément employées (Staphylocoque pyogène. Streptocoque pyogène, Bacille de Lof fier, B, de Nicolaïer), Le Vibrion cholérique sera cultivé dans sa solution peptonée et gélatinée déjà indiquée (p. 89), avec l'addition d'un peu de sérum. Nous nous sommes servis, avec Rodet, d'un bouillon très pauvre en peptone (simple infusion de viande) pour étudier les toxines du Staphylocoque pyogène.
Il sera bon d'avoir des bouillons assez riches en sels minéraux. On évitera, autant que possible, les sucres dont la fermentation engendre des acides.
La culture est faite en général à + 37®.
Elle végétera, naturellement, dans le vide pour les microbes anaérobies. Hueppe et Scholl croyaient même que le V. cholérique (facultatif) fabriquait plus de toxines dans le vide qu'à l'air ; J. Courmont et Doyon ont vu le contraire. On aura souvent avantage à faire passer un courant d'air à la surface du bouillon de culture étalé en couche mince, comme cela se pratiquait autrefois pour la préparation de la toxine diphtérique (p. 823).
* On a quelquefois extrait des produits solubles de cultures solides : par exemple la tuberculine. de cultures sur agar de Bacilles de Koch, mais ce sont alors des pt^oduils inlvaprotoplasmiques.
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L'âge auquel la culture doit être employée, est très variable suivant les microbes. On filtre une culture bien aérée de diphtérie en bouillon ordinaire vers le vingt et unième jour, en bouillon Martin le cinquième jour, une culture de Staphylocoque pyogène vers le vingtième jour (J. Courmont et Rodet), une culture de tétanos vers le dix-huitième ou vingtième jour, une
culture de Vibrion cholérique Y n vers [le quatrième jour (Ror\
et ses collaborateurs) . En principe on essaye, en tâtonnant, P des cultures filtrées à difTérents
^ âges, et on adopte l'âge qui
donne la toxine la plus active.
3<^ Séparation physique des substances solubles .
Stérilisation de la culture.
— La culture est prèle à être employée. 11 faut séparer Tensemble des substances solubles des individus microbiens ; il faut obtenir un liquide débarrassé de tout germe vivant.
Plusieurs moyens ont été employés.
a. Décantation. — Ce serait le procédé de choix s*il n'exposait à avoir une toxine renfermant encore des microbes vivants ; il éviterait l'action toujours nocive des filtres, de la chaleur, etc. Certains microbes, tels que le Streptocoque pyogènCy le B. tuberculeux, ne troublent pas le bouillon, végétant, le premier en flocons au fond du ballon, le second en croûtes à la surface ; on pourrait donc à la rigueur décanter avec soin le bouillon limpide. Pour les microbes qui troublent le bouil-
Fig 1%.
Dispositif d'ÂKLoiNG pour la séparation (décantation, filtration surcoton) des produits solubles du H. anlhracis. (Voy. p. 68).
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Ion, il faut laisser reposer de vieilles cultures dans de hautes éprouvettes. On voit que tous ces procédés sont défectueux, et surtout n'offrent aucune sécurité pour l'asepsie de la toxine. C'est cependant par décantation suivie d'une filtration sur coton (fig. 196) qu'ARLOiNG a pu isoler certaines substances solubles sécrétées par le Bacillus anthracis.
b. Filtration. — C'est le procédé le plus usuel. Nous avons donné tous les détails des procédés de filtration au chapitre H, page 52 et suivantes ; nous n'avons rien à ajouter. Nous rappelons simplement que les filtres en porcelaine retiennent une très grande quantité de produits solubles et peuvent même modifier ceux qui passent (Arloing, Hugounenq, J. Courmont et RoDET, Phisalix, p. 52).
Certaines cultures sont tellement épaisses ou glaireuses que le filtre est vite encrassé ; on fera bien de les filtrer au préalable sur papier. On éprouvera aussi de grandes ditiicultés à filtrer les bouillons glycérines. Pour les liquides peu toxiques, on pourra évaporer dans le vide afin de réduire le volume du substratum.
c. Dialyse. — Ce procédé a été employé par P. Carnot et L. Fournikr (1900) pour étudier les produits solubles ou Pneumocoque. Le principe consiste à cultiver le microbe en milieu liquide contenu dans un vase dont les parois dialysables laissent sortir les toxines et entrer de nouvelles substances nutritives. On peut ainsi maintenir longtemps la végétabilité de la culture et extraire journellement des toxines dont les modifications sont intéressantes à étudier.
Un ilacon (A) (fig. 197) est bouché par un bouchon en caoutchouc percé de deux orifices inégaux. L'un livre passage à un tube de verre (B), percé de trous et tapissé de collodion, absolument comme on fabrique les sacs de collodion (voyez p. 150). L'autre maintient
Fig. 197.
Dialyseur de Carnot et FOURNIER.
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un petit tube en verre (C). Tous deux sont bouchés à la ouate. Le liquide nutritif (D) remplit aux deux tiers le flacon (Â) et le tube (B). Le tout est stérilisé à l'autoclave.
On ensemence rintérieur du tube (B), on prélève les toxines et on ajoute les matériaux nutritifs par le tube (G).
Voyez page 354 et Hg. 199.
d. Chaïuffage. — Un autre procédé consiste à stériliser la culture par la chaleur. On ne peut mettre ce procédé en parallèle avec le précédent. Tandis qu'avec la flltration on n'obtient que les substances solubles sécrétées par le microbe de son vivant et ayant dilTusé dans le bouillon (et même une partie seulement de ces substances), on a, par le chauffage : la totalité des produits solubles soit difîusibles (substances extraprotopla8miques)y soit retenus dans le protoplasma pendant la vie du microbe et que ce dernier abandonne en mourant {substances intraprotoptasmiques). En outre, le chauffage peut modifier profondément les produits solubles, soit directement, soit en faisant sécréter des substances différentes par le microbe pendant sa période d'agonie. Le chauffage doit donc être employé dans certains cas, et la flltration dans d'autres. Certains microbes [B. anthraciSy B. tuberculeux) retiennent leurs sécrétions dans leur protoplasma ; la flltration ne livrerait pas la toxine. 11 est bon> après le chauffage, de filtrer sur papier pour se débarrasser des cadavres microbiens. La température et la durée du chauffage varieront naturellement suivant les microbes et seront toujours réduites au minimum nécessaire. J. GouRMONT et RoDET tueut le Staphylocoque pyogène par un chauffage de vingt-quatre heures à -j- 55". J. Gourmont et DoYON tuent le Vibrion cholérique en l'exposant pendant quarante-huit heures à -|- 53^ Il faut Tébullition prolongée pour les microbes à spores. On obtiendra en général un liquide beaucoup plus toxique par le chauffage que par la flltration (Staphylocoque pyogène) ; cependant, les cultures chaufTées de y. cholérique ne sont pas plus actives que les cultures flltrées (Roux, J. Gourmont et Doyon).
Gitons comme exemple la préparation de la tuberculine brute. On sait que le Bacille tuberculeux se cultive à la surface du
l>ouiIlon glycérine (p. 450). On fait bouillir la culture, au bainmarié, dans une capsule de porcelaine, en agitant fréquemment avec une baguette de verre. Lorsque le liquide est réduit au 1/10^ de son volume, on filtre sur papier. L'ébullition prolongée a tué tous les bacilles. C'est ainsi que la tuberculine est bien, comme Tavait dit Koch d'une façon assez obscure : un
Bain-marie avec régulateur métallique de Roujc.
extrait glycérine de cultures pures de bacilles de la tuberculose ; mais c'est un extrait des produits solubles intraprotoplasmiques des microbes.
Le chauffage d'une culture peut se faire à Tautoclave lorsqu'on a besoin d'une température supérieure à + iOO^*. Sinon, on exposera simplement la culture dans une étuve réglée à la température voulue, ou on chauffera au bain-marie. Nous recommandons le bain-marie, schématisé figure 198, construit par WiRsxEEG sur les indications de Nocard ; il est muni d'un régulateur métallique de Roux (voy. p. 140) qui est contenu dans un manchon métallique traversant l'eau. Ce bain-marie servira encore pour les évaporations, etc., etc.
e. Trituration mécanique des microbes. — La tuberculine préparée par le procédé indiqué par Kogh, en 189i, et que nous venons de résumer, n'ayant donné que des résultats
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désastreux, plusieurs auteurs (Brtsgeh et Proskaiter, Klebs, HuNTER. KiiHNE, RoBMER)ont cherché à la purifier, à en extraire le principe curateur entre?u par Koch. En 1897, Koch * est revenu sur cette question en apportant les résultats de six ans de travail. La première tuberculine était un extrait des substances, solubles dans la glycérine, facilement livrées par le protoplasma microbien. Elle n'était pas bactéricide, provoquait des réactions fébriles, etc. Koch a voulu extraire les substances retenues par le protoplasma microbien, après les manipulations précédentes, et sa nouvelle tuberculine serait bactéricide, ne provoquerait pas de réactions fébriles, guérirait le cobaye tuberculeux, etc. (voy. p. 496).
Voici ses procédés d'extraction.
Les acides minéraux dilués, les alcalis concentrés, employés à Tébullition, détruisent les substances immunisantes et ne doivent pas être utilisés.
La tuberculine A (alcaline) s'obtient en laissant pendant trois jours les bacilles, à la température de la chambre, au contact d'une solution de soude caustique à 10 p. 100. On filtre sur papier et on neutralise. Les bacilles sont morts, mais il en reste un certain nombre dans le liquide. Cette tuberculine a les mêmes propriétés que la tuberculine brute ; elle a, en plus, Tinconvénient de produire des abcès dus aux cadavres bacillaires; il ne faut pas l'employer.
Les autres tuberculines sont obtenues en triturant les bacilles pour en extraire mécaniquement les substances intraprotoplasmiques. Cet écrasement des bacilles tuberculeux est très difficile, impossible si on ne se soumet pas aux règles suivantes. On fait dessécher des cultures dam le vide, et on les triture, sans rien y ajouter, dans un mortier d'agate, avec un pilon de même substance, longuement, jusqu'à ce que le microscope montre la destruction des corps bacillaires. Pendant cette opération, très dangereuse, on vit au milieu de poussières constituées par des bacilles tuberculeux à l'état de pureté. Avec le magma ainsi obtenu, on peut obtenir deux tuberculines.
* Koch, Deutsche medicinische Wochenschritfl, 1" avril 1897.
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On émulsionnele résidu dans Teau distillée, et on centrifuge pendant trente ou quarante-cinq minutes (4 000 tours par minute). Le liquide obtenu est la iuberculine 0, qui contient les substances solubles dans la glycérine, et se rapproche beaucoup de la tuberculine brute ou de la tuberculineA; elle ne produit pas d'abcès, mais n'est pas immunisante ; elle ne sera pas employée pour le traitement de la tuberculose.
Le précipité boueux, qui est resté adhérent aux parois du vase, après la première centrifugation, est repris, séché à nouveau, retrituré, recentrifugé plusieurs fois de suite. On épuise ainsi presque tout le précipité; la masse entière de la culture des bacilles tuberculeux est successivement transformée en liquides, qui ont les mêmes propriétés (sauf le premier: tuberculine 0). Ces liquides, mélangés, constituent la tuberculine R (résiduelle) qui constitue, pour Koch, le liquide curateur de la tuberculose. Elle est bactéricide, ne produit ni abcès ni réaction fébrile à doses faibles, elle immunise le cobaye et le guérit s'il est déjà tuberculeux. Elle contient les substances insolubles dans la glycérine; elle n'a donc aucun rapport de nature avec les autres tuberculines (voy. p. 496).
Pour que la tuberculine R produise tous ses effets, il faut : i<> posséder une culture très virulente (il y a de grandes différences dans la virulence des cultures môme récentes) ; 2° une culture très jeune ; 3° une culture ayant végété à l'abri de la lumière ; 4*» dessécher dans le vide; 5® employer de suite la poussière obtenue; 6** triturer longuement dans un mortier d'agate; 7** centrifuger avec un appareil puissant.
f. Antiseptiques, — On a essayé de tuer les microbes au moyen d'antiseptiques, mais la présence de ceux-ci dans la toxine est une mauvaise condition d'expérimentation. On a aussi tué les microbes par l'action prolongée du chloroforme.
g. Précipitation. — Les toxines adhèrent à certains précipités. On peut ainsi les extraire du liquide ambiant.
On ajoute, par exemple, au liquide toxique quelques gouttes d'une solution concentrée de phosphate de soude, puis quelques gouttes d'une solution de chlorure de calcium ; le précipité de phosphate de chaux est rassemblé par centrifugation.
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Ce sont surtout les substances diaslasiques qui adhèrent ainsi aux précipités. Cette adhérence est tellement forte que plusieurs lavages successifs ne suffisent pas, le plus souvent, à priver le précipité des propriétés toxiques acquises.
49 Isolement chimique des substanoes solubles. — On
emploie, en général, les produits solubles àTétat de dilution et de mélange dans le bouillon de culture, simplement privé de germes vivants, comme il vient d'être dit. Pour Tétude chimique de ces produits, il faut aller au delà * .
A. Extraction ues toxines alcaloîdiqdbs (dont les ptomaïnes font partie — ptomaïne n'est pas synonyme d'alcaloïde).
a. Extraction pari alcool. — Nous avons l'habitude de séparer les alcaloïdes par la précipitation des substances albuminoïdes au moyen de ValcooL
Voici la marche suivie par Hugounenq et Eraud (1891) dans leur étude des toxines àeVOrchiocoquc. Le liquide filtré est légèrement acidulé à l'acide tartriquo et additionné immédiatement de 15 à 20 volumes, au moins, d'alcool à 95^. On laisse vingt-quatre heures à l'obscurité. On filtre; les substances albumosiques ont précipité et restent sur le filtre. On distille sous pression réduite à + 45<>. Tout lalcool étant évaporé, on acidulé franchement par l'acide tartrique, et on laisse digérer quelques heures à + 45°. On filtre et on lave le résidu à l'alcool fort. On évapore au bain-marie, à + 4S°i jusqu'à consistance sirupeuse. Le sirop est mélangé à 8 ou 10 fois son volume d alcool absolu, pour précipiter les sels minéraux. On laisse vingtquatre heures, on filtre et on chasse l'alcool en disposant la capsule sur l'eau tiède.
Le résidu acide est épuisé à deux ou trois reprises par de l'éther et du pétrole bouillant vers + *0<> qu'on décante à tra-
* Consulter à ce sujet le reuiarquable article de Hugounenq. în Traité de pathologie générale de Bouchard, t. II, p. 243, eh. x, de Tarticle Infection de Charrin. Nous lui empruntons beaucoup. Con^ sulter aussi le chapitre xviii du Précis de Chimie physiologique, de HuGouT^NQ. Doin, 1897. Même bibliothèque.
vers un filtre déjà imprégné de dissolvant. I/élher est abandonné à l'évaporation spontanée.
Le résidu, toujours acide, est repris d'abord par la benzine, puis par le chloroforme.
On alcalinise alors le résidu par un léger excès d'ammoniaque, et on répuise par l'éther de pétrole, la benzine, le chloroforme, Talcool amylique.
On évapore la liqueur mère et on traite le sirop par Talcool fort ; on filtre, et on dissout le résidu dans Teau. On peut encore extraire de nouvelles substances.
On purifie par redissolution et cristallisation.
En général, on se sert d'une méthode moins longue et moins coûteuse pour savoir si les alcaloïdes d'une culture ont des propriétés toxiques. On précipite par 5 ou 6 volumes d'alcool à 95^^, maintenus vingt-quatre heures en présence, on filtre pour retenir le précipité, on évapore ce qui a passé, et on reprend le résidu par Teau. C'est ce liquide qui est injecté. C'est ainsi que nous avons opéré, avec Rodet, pour les alcaloïdes du Staphylocoque pyogène,
b. Extraction par Véther. — On alcalinise par la potasse, et on épuise par l'éther. On décante et on évapore. L'alcaloïde est purifié en le transformant en sel qu'on fait cristalliser plusieurs fois. Le produit, dissout dans l'eau alcaline, cède à l'éther là base libre, pure.
Mais, tous les alcaloïdes ne sont pas solubles dans l'éther, et la purification est difiicile.
c. Extraction par le chlorure mercurique. — Le liquide est porté à l'ébullition, filtré et précipité par le chlorure mercurique. On filtre. Le précipité et la liqueur, traités séparément par l'hydrogène sulfuré, fournissent un précipité de sulfura mercurique qu'on sépare par le filtre, et deux liqueurs qu'on réduit par évaporation. On lave à l'alcool absolu. L'alcool de lavage est réuni aux eaux mères qu'on évapore. On précipité alors par le chlorure d'or et le chlorure de platine.
L'ébullition qui est à la base de ce procédé, dû à Brieger, est une condition très défectueuse.
d. Extraction des alcalo'ides volatils. — Gautier a donné un
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procédé pour isoler les alcaloïdes volatils. Nous renvoyons au Bulletin de r Académie de médecine, janvier 1886.
Gautier et Étaru (Ac, des sciences^ XGVII, p. 263) ont imaginé une méthode pour isoler tous les corps basiques. Nous ne pouvons entrer dans les détails de ces procédés spéciaux *.
B. Extraction des toxines
ALBUM INOÏDBS. — Ou n'ob-
tiendra jamais que des produits impurs si on a cultivé le microbe en milieu contenant des matières albuminoïdes ou des peptones ; ce qui est d'ailleurs le cas ordinaire.
On traite le liquide filtré (toxine) par 20 volumes d'alcool à 95<». Au bout de vingt-quatre heures, on décante la majeure partie de l'alcool, on jette sur un filtre et on lave à Talcool. On reprend le précipité par Teau et on dyalise * pendant quinze heures. On ajoute au liquide aqueux un grand excès d'alcool absolu, on laisse déposer, on filtre, on lave. à
Fig. 199.
Dialyseur.
* Voir le Précis de Chimie physiologique de Hugounknq, Loco citato, p. 292 et 576 (méthode de Gautier).
* Les toxines albumosiques ne dialy sent pas.
Un dialyseur se compose de deux récipients et d'une membrane de papier parchemin. Le récipient le plus vaste est un cristallisoir coatenant de Teau distillée ; l'autre a une forme variable, mais est ouvert aux deux bouts; son extrémité inférieure est fermée par un tjBLitibour en papier parchemin fortement lié par un fil. Ce dernier reçoit la substance ù dialyser et est plongé dans le cristallisoir de façon que le papier affleure Teau distillée qui doit être changée de temps en temps. 11 faut s'assurer au préalable que le parchemin n'a pas de trcus ; pour cela on l'étend sur du papier filtré et on passe plusieurs fois une éponge mouillée; le papier filtré doit rester sec Nous recommandons le dispositif représenté figure 199. Deux tubulures latérales (6, b,) du cristallisoir (B) permettent d'établir un courafat d'eau. Le récipient central (A) repose sur des supports.
ralcool et on dessèche dans le vide. Opérer rapidement et à Tabri de la lumière. Si on distille Talcool, on retrouve une certaine quantité de substance non précipitée.
Brieger et Boer^ isolent la toxine diphtérique en traitant une culture en bouillon peptoné filtrée par une solution de chlorure de zinc ai p. 100; ilsdécomposent le précipité insoluble par Taction successive du bicarbonate, du phosphate et du sulfate d*ammoniaque . La substance amorphe obtenue est soluble ; elle tue le cobaye avec les symptômes classiques, et peut immuniser. Elle ne donne pas les réactions de Talbumine ou de la peptone.
Certains produits solubles diastasiques adhèrent aux précipités. C'est ainsi que Roux et Yersin ont vu la toxine diphtérique être entraînée par les précipités d'alumine et de phosphate de chaux.
§ 3. — Conservation des produits solubles
Les substances chimiquement pures, extraites des cultures filtrées, seront conservées d'après les préceptes ordinaires, en se souvenant de leur grande altérabilité, tout spécialement pour les substances alcaloïdes.
Nous voulons seulement parler de la conservation des cultures fiUrées, Elles doivent être recueillies dans des récipients permettant un puisage facile de petites doses sans crainte d'altérer toute la masse. Ces récipients doivent, en outre, répondre à des conditions spéciales à chaque toxine. Beaucoup de cultures filtrées, celle du bacille de la diphtérie par exemple, peuvent être conservées comme du bouillon ordinaire, sans perdre de longtemps leur activité. D'autres, telles que les toxines du tétanos, du choléra s'altèrent avec une rapidité incroyable au contact de l'air. En quatre jours la toxine cholérique a perdu la moitié de son activité si on la laisse à l'air libre. (J. Courront et Doyon). Il faut conserver dans le vide des liquides aussi altérables. D'une façon générale, on devrait tou-
* Brieobr et BoER, Deutsche medic. Wochensch., 3 décembre 1896.
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Fig. 200.
Ballon contenant les toxines
après iiltration.
jours maintenir ses provisions de toxines, quelles qu'elles
soient, à Tabri du contact de Tair.
Les cultures, que nous filtrons toujours par refoulementy sont reçues dans an des trois récipients figurés aux chapitres ii et ni. Nous reproduisons ici les deux plus commodes (fig. 200 et 201); nous préférons le flacon à trois tubulures avec montage sans caoutchouc (fig. 201), La fermeture du tube if^) se fait à la lampe, sans contamination possible. On règle la sortie de la toxine en soufflant dans le tube (/*). On referme l'extrémité efiilée du tube (f^) à la lampe après l'opération. Les bouchons de liège devront être recouverts d'un enduit de gutta-percha (dissoute dans le chloroforme) , ou de paraffine, ou de cire à cacheter. Il faut avoir soin de ne pas laisser rentrer de l'air par le tube (f^) à la fin de l'opération sans entourer l'orifice avec la flamme d'une lampe à alcool qui stérilisera l'air à son passage.
Lorqu'on veut conserver les cultures flltrées à Tabri de Tair, le meilleur système consiste à mettre dans le flacon destiné à les recevoir quelques centimètres cubes d'huile de vaseline avant la stérilisation. L'huile se stérilisera avec
Fig. 201.
Flacon contenant les toxines
après filtration.
/*, tube en U pour le puisage ^ f*, tube fermé ayant servi à la filtra — /», tube pour souffler.
filtration.
l'appareil. Les toxines (d), aussitôt dans le flacon, sont recouvertes d'une couche d'huile (c), qui surnage et les préserve du contact de Tair (fig. 202).
On pourra aussi employer notre appareil à conservation de toxines dans le vide (page 202; fîg. 134).
On transvase parfois ]a culture filtrée dans des tubes de
Fig. 202.
CoTiset've de toxine sous Thuile.
d, toxine. -— e, huile.
Tubes à essai pour la conserve
des toxines.
k, tube rempli. — B, tube scellé iU lampe.
verre qu'on remplit bien et qu'on scelle à la lampe. J'ai pendant longtemps conservé mes provisions de toxine tétanique dans des tubes de verre de 20 centimètres cubes, semblables à des tubes à essai, mais présentant un long étranglement (fig. 203, A). Je remplissais jusqu'au milieu de Tétranglement et je fermais à la lampe (fig. 203, B). Les toxines ainsi conservées étaient encore actives au bout de deux ans. 11 ne faut pas que l'étranglement soit trop étroit ; on aurait des difficultés pour introduire la toxine. Il faut attendre quelques minutes après le remplissage pour fermer à la
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lampe ; si le verre était encore humide, il casserait. L'inconvénient de ce procédé est la perte à peu près fatale de toute la toxine contenue dans un tube quand on ouvre celui-ci. Nous préférons aujourd'hui la couche d'huile.
Quel que soit le récipient employé, il devra toujours être conservé à la glacière ^ à l*abri de la lumière.
On pourra conserver les toxines desséchées^ à l'état pulvérulent. On opérera comme pour les séinims (page 846).
CHAPITRE XllI DE LA CRÉATION ARTIFICIELLE DE L'IMMUNITÉ
VACCINATION, IMMUNISATION
Chaque espèce animale est sensible à certains virus et réfrac- . taire à d*autres ; on dit qu'elle est douée d'immunité naturelle vis-à-vis de ces derniers. Un individu appartenant à une espèce sensible à tel virus peut lui devenir réfractaire ; on dit qu'il a de Vimmunité acquise. Celle-ci peut être acquise spontanément : par exemple à la suite d'une première atteinte infectieuse qui a guéri ; elle peut être créée artificiellement, et prend alors plus spécialement le nom de vaccination ou d'immunisation.
Si on excepte la vaccination jennérienne, la création artificielle de l'immunité, chez l'homme, vis-à-vis des infections auxquelles il est sensible, n'a pas encore reçu de solution pratique, mais l'immunisation de l'animal est le prélude obligé d'une foule d'expériences de laboratoire et de la préparation des sérums thérapeutiques (voy. Troisième partie.) Nous devons, en conséquence, consacrer un chapitre à l'indication rapide des différents moyens à employer pour créer, chei un animal, l'immunité artificielle.
§ 1. — Création artificielle dr l'immunité, vis-a-vis
d'un microbe pathogène, par INOGUUTION PRÉALABLE
d'un autre microbe.
On produit une maladie bénigne en inoculant un microbe inofTensif; l'animal guéri est devenu réfractaire ou moins sen-
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sible qu'auparavant à un autre microbe. La vaccine jenné- Tienne et la variole sont deux virus voisins mais distincts (Chauveau) ; Tinoculation de la vaccine rend Thomme réfractaire à la variole et, réciproquement, une atteinte de variole donne l'immunité contre la vaccine. Pasteur a vu le microbe atténué du Choléra aviaire vacciner les poules contre le Charbon; Toussaint a constaté que le même microbe exemple le lapin de la septicémie de Davaine. Le lapin qui a reçU du Streptocoque de Térysipèle, est devenu plus résistant au Bacillm anthracis (Emmerich). L'infection pyocyanique crée une certaine immunité du lapin vis-à-vis du môme Bacillus anthracis (Bouchard, Charrin, J. Courmont, etc.). Il faut bien avouer que cette méthode n'a pas encore donné de résultats satisfaisants. On n*a jamais obtenu une véritable immunité vis-à-vis d'un microbe en inoculant préalablement l'animal avec une culture d'un iiutre microbe inofTensif.
§, 2. — Création artificielle de l'immunité, vis-a- Yis d'un microbe pathogène, par inoculation préalable
DU MÊME microbe.
. Certaines maladies ne récidivent pas, durant les années qui suivent une première atteinte (variole, fièvre typhoïde, etc.). Il était donc indiqué de chercher un moyen de donner à l'animal une première infection sûrement bénigne, pour créer l'immunité. Cette bénignité de l'infection primitive s'obtient de plusieurs façons.
lo Inooulation du microbe virulent. — Il existe deux méthodes destinées à empêcher le microbe virulent de produire ùiie infection mortelle.
a. Inoculation d*un petit nombre de microbes virulents. — L'influence de la dose de virus inoculée a été découverte par Chauveau, à propos du charbon des moutons algériens; ceuxci, bien que réfraclaires aux doses de culture charbonneuse capables de tuer les moutons français, succombaient avec
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des doses supérieures. L'influence du nombre des microbes inoculés ne rencontra au début qu'incrédulité ; elle est aujourd'hui passée à l'état de dogme. L'organisme ne reste pas passif devant Tinfection, il se défend ; il succombera si les assaillants sont trop nombreux, mais il triomphera de ceux-ci introduits en faible quantité. Grâce à cet effort de défense, l'immunité s'établit.
Chaitveau a vacciné des moutons contre le Charbon bactéridien avec des cultures diluées. Arloing, Cornevin et Thomas ont fait de même pour le Charbon symptomatique, Peuch a inoculé sans danger le virus claveîeux dilué. Roux et Ghamberland ont constaté l'importance de la dose en inoculant des vaccins charbonneux. Gharrin a vacciné contre le PyO'cyanique par la même méthode, etc., etc. Actuellement, c'est un procédé courant, pour immuniser un animal, que de lui inoculer des doses infinitésimales de culture virulente, en les augmentant progressivement jusqu'à vaccination complète. On en verra un exemple à propos de la fabrication du sérum antistreptococcique (p. 853). On se reportera aussi aux pages 344 et 316 pour compléter les notions nécessaires sur l'influence des doses du virus inoculé.
b. Inoculation par diverses portes d'entrée. — La même dose de culture ou d'humeur virulente peut entraîner la mort, ou simplement vacciner, suivant le point de l'organisme où on l'introduit. Rochk-Lubin avait, depuis longtemps, observé que la clavelisation par ingestion est moins meurtrière que la clavelisation à la lancette. Depuis quarante ans on vaccine le bœuf contre la péripneumonie par le procédé de Willems qui consiste à introduire de la sérosité des lésions pulmonaires dans l'extrémité de la queue. La tuméfaction locale est négligeable, et la mort n'est pas à craindre comme dans les cas où l'inoculation se fait au tronc.
Chauveau a immunisé le bœuf contre la môme maladie, sans aucune localisation, en injectant dans le sang la sérosité pulmonaire. Arloing, Gornevin et Thomas ont fait de même pour le charbon symptomatique du bœuf. Ghauveau et Arloing ont vu que l'injection intraveineuse du V. septique confère à
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râne et au chien l'immunité contre les inoculations souscutanées toujours mortelles. Galtier a donné à la chèvre et au mouton Timmunité contre la rage^ en leur injectant dans le sang des doses mortelles de virus des centres nerveux. Straus a vacciné le chien contre la morve par injections intraveineuses.
L'inoculation en certains points de l'organisme, et spécialement dans le sang (Gh au veau et son école}, peut donc conférer une immunité solide. Elle ne peut, cependant, entrer dans la pratique, car il suffit de la plus petite érosion vasculaire pour que le virus, sortant des vaisseaux, produise dans le tissu conjonctif des accidents mortels.
2^ Inoculation du microbe atténué. — Les microbes pathogènes ont une activité très variable ; il existe pour chacun d'eux toute une gamme de virulence depuis Tinnocuité absolue (ancien saprophytisme) jusqu'à l'effet foudroyant de doses extraordinairement minimes. Gitons, comme exemple, le Streptocoque de Marmorek dont la dose mortelle varie entre plusieurs centimètres cubes et ^ qqq qqq qqq de centimètre cube de culture. Nous avons vu (p. 343) comment on pouvait exalter la virulence. Ici nous devons énumérer les moyens mis à la disposition du bactériologiste pour atténuer cette virulence et préparer des vaccinSy c'est-à-dire des microbes capables de procurer l'immunité en causant une infection bénigne, non mortelle. G'est à Pasteur qu'est due la découverte de l'atténuation expérimentale des virus. Toussaint la confirma quelques mois plus tard. Les vaccins peuvent consister en une culture directement atténuée ; ils peuvent être une race fixée de microbes antérieurement atténués; ces races de vaccins ont été obtenues surtout pour le charbon, par Pasteur, Ghauveau, etc.
a. Atténuation par le vieillissement des cultures. — G'est le premier mode d'atténuation observé (Pastçur; Choléra des pouleSy 1880). Le fait est général. Une culture virulente, abandonnée à elle-même, s'atténue progressivement en virulence et en végétabilité ; elle finit même par périr plus ou moins rapidement (suivant que le microbe se reproduit ou non par
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spores). En général, l'atténuation ainsi obtenue se conserTe dans les générations filles (transmission héréditaire de Tatténuation). Cette création de l'atténuation par le simple vieillissement est un fait banal, contre lequel le bactériologiste doit journellement lutter, dans les laboratoires, pour conserver ses cultures virulentes ; les réensemencements fréquents sont le remède. Le Pneumocoque, le Streptocoque pyogène, le Stapkylocoque pyogène, etc., s'atténuent rapidement ; d'autres microbes résistent bien au vieillissement : Bacille tuberculeux (J. GouRMONTet Nicolas), Bacille tétanique, etc., et, en général, tous les microbes à spores. Ce mode d'atténuation ne peut être réglé, il n'est pas pratique.
b. Atténuation par la culture à une température dysgèné^ue, — Pasteur a attribué l'atténuation des cultures qui vieillissent à l'air libre aux effets de l'oxygène agissant sur des microbes peu vivaces. Parti de cette idée, il a fabriqué des vaccins charbonneux en laissant à l'air libre des cultures de Bacillus anthracis placées dans des conditions dysgénésiques, pour affaiblir la vitalité des microbes. Cette condition dysgénésique consistait en une température ambiante de 4-^^^)^^^^ ^® permet pas la formation de spores. Chaque variété ainsi atténuée devenait une race dont les cultures filles conservaient la même atténuation (transmission héréditaire de l'atténuation) . Tel est le mode de fabrication des vaccins charbonneux pastoriens (Pasteur, Roux et Chambbrland, 1881). On cultive du Bacillus anthracis à + 42^,5; vers le douzième jour l'atténuation est suilisante pour que l'inoculation de la culture immunise, sans danger, le mouton et le lapin, mais elle peut tuerie jeune cobaye ; vers le trentième jour la culture ne peut plus tuer que les jeunes souris ; elle périt au bout d'un mois et demi. Les cultures filles conservent pendant longtemps le même degré de virulence. On utilise en général deux vaccins (dixième jour et vingtième jour environ) dans la pratique vétérinaire des inoculations préventives. Il est inutile d'insister sur le grand rôle économique des vaccins charbonneux.
La théorie pastorienne, qui attribuait au seul oxygène de l'air l'atténuation du B. anthracis, demande à être revisée.
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c. Atténuation par le chauffage, — Toussaint est rînyenteur de la préparation des vaccins par le chauffage des microbes virulents. Il vaccinait contre le charbon en inoculant du sang charbonneux défîbriné, chauffé pendant dix minutes à -f- ^^^ (1880). Ghauveau conseilla de préparer deux vaccins en chauffant à -f- ^^ soit pendant dix minutes, soit pendant quinze minutes. Les deux vaccins sont employés dans la pratique à quelques jours d'intervalle.
En 1883, Ghauveau a préconisé le procédé suivant : culture du Bacillus anthrads à + ^^^i^ pendant vingt-quatre heures, puis trois heures de chauffage à -f- 47*».
Le chauffage d'une culture virulente pour obtenir des microbes atténués est entré dans la pratique courante des laboratoires. Le temps et la température du chauffage varient naturellement suivant les microbes; en général une exposition de quelques minutes à + S0<» suffît pour atténuer les microbes sans spores.
On peut aussi atténuer par le chauffage les cultures ou humeurs contenant des spores. Arloing, Gornevin et Thomas préparent leur vaccin contre le charbon symptomatique en chauffant les spores du B. Chauvœi. Ce microbe est déjà sporifère dans la sérosité des malades ; on fait dessécher cette sérosité à + 30° -f- 35*». Les spores, ainsi desséchées, sont plus résistantes que les spores à Tétat frais. Gette sérosité desséchée, broyée et humectée est chauffée pendant quelques heures entre -\-Q0 et -f- 110^. On a une grande marge entre les limites de température du chauffage, avantage précieux. Le premier vaccin de ces auteurs est chauffé pendant six heures à + 100^> le second à + 85<>. On vaccine en injectant sous la peau de la région caudale du bœuf, 1 centigramme de poudre délayée dans 1 centimètre cube d'eau.
Ges différents procédés ne créent pas des races de vaccins comme la méthode Pasteur. Ghauveau est arrivé à créer des races de microbes à atténuation transmissible en opérant de la façon suivante : 1** cultiver une goutte de sang charbonneux dans du bouillon léger à + 42^^,5 pendant vingt-quatre heures (pas de spores) ; 2® chauffer trois heures à + 47*^ ; 3® ensemen-
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cer en bouillon neuf et mettre à + SS'', 37® (spores au bout de sept jours); 4<> chauffer cette culture sporogène de sept jours à + 80*^ pendant une heure à une heure et demie. Les cultures ÛUes conservent l'atténuation delà culture chauffée. On obtient deux vaccins en chauffant (4^ temps) pendant une heure à + 84oetà + 82^^
Pour Chauveau, Tinfluence de Toxygène dans son procédé est absolument nulle.
d. Atténuation par la dessiccation. — Sur Tatténuation par la dessiccation reposele principe des inoculations antirabiques de Pasteur. Les centres nerveux d'un rabique perdent graduellement leur virulence si on les dessèche en évitant la décomposition cadavérique. L'atténuation commence vers le troisième jour: une moelle desséchée depuis plus de sept jours est incapable de donner la rage. Les moelles sont prises aseptiquement sur des lapins succombant en sept jours à l'inoculation virulente :. elles sont divisées en fragments de 2 centimètres et suspendues dans des poudriers dont le fond est garni de potasse caustique, placés eux-mêmes à une température Ûxe + 20" ; à + 21<», l'atténuation est beaucoup plus rapide. C'est par l'inoculation successive de moelles d'abord inoffensives, puis de plus en plus virulentes que s'obtient l'immunisation antirabique (voy. Quatrième Partie)..
e. Atténuation par r oxygène comprimé. — Chauveau (1884) a fabriqué d*excellents vaccins charbonneux en atténuant le B. anthracis au moyen de l'oxygène comprimé. Voici sa technique : l^' ensemencer un petit ballon de bouillon avec du B, anthracis sporulé ou non ; 2^ enfermer le ballon dans un récipient en acier, solide et bien clos, où l'air est remplacé par de l'oxygène à la pression de deux atmosphères et demie ; 3^ déposer ce récipient, toujours sous pression, pendant quinze à trente jours, dans une étuve à -f- 35-36^; 4<> emprunter de la
* Pour les détails sur la fabrication en grand des vaccins charbonneux de Chauvbad. et sur l'atténuation des virus en général, voir ; Arloing, les Virus; Bibliothèque Alglave. 1891. YI* partie. Voyez aussi Rodet, Revue généi^alesur ^atténuation des virus et inoculations vaccinales. Revue de médecine, 1888 et 1889.
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semence à partir du quinzième jour et ensemencer du bouillon à Tair libre. La culture obtenue est vaccinale à très petites doses. L'atténuation s'est transmise héréditairement. Ghauveau (1889) a produit des vaccins absolument inofîensifs en soumettant à Toxygène comprimé des bactéridies déjà atténuées. On rapprochera de ces expériences celles de d'ARSoxvAL qui stérilise les extraits organiques en les soumettant, sans filtration à une pression de 50 atmosphères dans Tacide carbonique (autoclave à acide carbonique) . Sabrazés et Bazin n'ont pu stériliser des bouillons par ce procédé. D'Arsonval a répondu que la stérilisation était certaine si le liquide contenait de la glycérine au point de marquer 45°. Cette question est donc complexe. Pour Guarrin et d'Arsoxval la pression, sans le secours d'un gaz antiseptique, n'a pas d'influence.
f . Atténuation par les rayons solaires. — Arloing a vu que des cultures du B. anthracis, ensoleillées pendant vingtquatre heures (maintenues à 0° dans les intervalles des séances) ,
sont encore vivantes et peuvent vacciner le cobaye.
g. Atténuation par les antiseptiques. — En 1880, Toussaint ajoute 1 à 1,5 p. 100 d'acide phénique au sang charbonneux et obtient un liquide vaccinal pour le lapin et la brebis. En 1883, Roux et Ghamberland ont repris la question. L'acide phénique, ajouté au bouillon de culture dans la proportion de 1/800, laisse pulluler le B. anthracis, mais empêche la formation de spores; au bout d'un mois, une semblable culture est inofTensive et peut conférer l'immunité. Le bichromate de potasse est préférable ; à la dose de 1/2000 à 1/5000, il atténue en trois jours. Les cultures bichromatées se propagent avec leur atténuation. Roux et Ghamberland ont vu que l'acide phénique pouvait, par un contact prolongé, atténuer les cultures déjà formées ; il en est de même de l'acide sulfuriqueà 2 p. 100 pour les spores. Ges microbes donnent des générations de vaccins.
Arloing, Gornevin et Thomas ont transformé en liquide vaccinal la sérosité du charbon symptomatique à l'aide de la glycérine phéniquée, du sublimé à 1/5000, de l'eucalyptol, du thymol, de la galactose alcalinisée. La coumarine atténue le Vibrion septique (Gornevin), etc.
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h. Atténuation par rélectricité. — D'Arsonval et Gharrin, spécialement, ont atténué le B. pyocyanique par l'emploi des courants de haute fréquence en dehors de tout mécanisme thermique ou chimique.
i. Atténuation par les rayons Rcentgen, — La plupart des expérimentateurs ont échoué en voulant atténuer les microbes au moyen des rayons de Rœntgen. J. Gourmont et Doyon ont obtenu une très légère atténuation du B, de Lôffler, en exposant des cultures sur gélose pendant six à sept heures au foyer d'un puissant tube de Grookes. Les toxines ont également paru diminuer d'activité. Lortet aurait retardé Tinfectron tuberculeuse chez des cobayes exposés longtemps aux rayons de Rœntgen.
j. Atténuation au moyen de passages par l'animai — Des passages successifs d'un virus à travers un organisme animal exaltent en général sa virulence (p) ; ils peuvent au contraire l'atténuer ou l'adapter à une espèce animale donnée. La vaccine n'est peut-être qu'une variole ayant passé par le cheval et le bœuf. Le virus rabique du mouton est peu dangereux pour le lapin (Galtier). Pasteur, en isolant le Pneumocoque de la salive d'un enfant, vit que ce microbe est inofîensif pour le cobaye et tue rapidement le lapin. Étant arrivé à tuer de jeunes cobayes il parvint à rendre ses cultures virulentes pour le cobaye ; elles ne tuaient plus le lapin, elles le vaccinaient. Ge fait conduisit Pasteur à ses expériences sur le rouget du porc. Lorsque le Microbe du rouget a été exalté pour le lapin par passages successifs à travers cet animal, il ne donne plus au porc qu'une maladie bénigne dont il sort vacciné. La rage s'atténue par le passage à travers le mouton (Galtier), le singe (Pasteur).
II est donc bien démontré qu'en exaltant la virulence d'un microbe pour une espèce animale, on ne possède pas fatalement des cultures très virulentes pour toutes les espèces sensibles ; on peut même, au contraire, avoir atténué le microbe pour l'animai ayant donné la semence primitive. Ces faits ont été trop oubliés, G'est ainsi que j'explique les différences qui séparent la tuberculose aviaire de celle des mammifères, bien qu'elles soient le résultat d'un seul et même microbe : le
368 CRÉATION ARTIFICIELLE DE L'iMMUNITÉ
Bacille de Koch. Ce derDier est peu virulent pour le mammîfère lorsqu'il provient d'un oiseau et réciproquement. Il y a lu acclimatement comme pour les cultures sur différents milieux. Il n'est pas non plus démontré qu'on ait raison, dans la fabrication des sérums thérapeutiques, d'exalter d'abord le microbe pour une espèce animale (Vibrion cholérique pour le cobaye, Streptocoque pour le lapin, etc.), puisque le sérum doit être curateur pour l'homme.
§ 3. — Création artificielle de l'immunité
PAR l'injection DE PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS
Nous avons consacré à l'étude des produits solubles microbiens le chapitre xii, auquel on se reportera pour tous les détails.
Ainsi que Toussaint et Chauvbau l'avaient soutenu, dès 1880; ainsi que CHAHRiNTa définitivement démontré, en 1887, avec les cultures filtrées du B. pyocyanique ; ainsi que Salmok, et Smith, Arloing, Roux et Ghambbrlând, Bouchard, Chante- MESSE et WiDAL, J. GouRMONT, otc, l'out VU, avec différents microbes, les microbes vaccinent en agissant sur l'organisme par les produits solubles qu'ils fabriquent. La création artiûcieile de l'immunité par injection de ces produits solubles, sécrétés dans les bouillons de culture et complètement séparés des germes vivants, a reçu le nom de vaccination chimique. Elle est théoriquement bien supérieure à la vaccination par inoculation de microbes atténués, ceux-ci pouvant toiyours occasionner quelques cas mortels; par contre, ses effets paraissent moins durables, si on ne répète pas fréquemment les injections. En raison de cette faible durée de Timmunité acquise, en raison aussi des accidents toxiques possibles, la vaccination chimique n'a pas été directement appliquée à l'homme ; elle sert à immuniser des animaux, tout spécialement en vue de la production des sérums thérapeutiques.
Pour immuniser un animal à l'aide des produits. solubles microbiens, on se rappellera quelques principes généraux.
VACCINATION CHIMIQUE
Une immunisation solide ne peut s'obtenir qu'à la longue, après une série d'injections. Les substances vaccinantes étant toxiques ou mélangées à des substances toxiques devront être introduites d'abord à très faibles doses, le plus souvent dans le tissu conjonctif sous-cutané. Il se produira habituellement des accidents inflammatoires locaux (œdème, empâtement, congestion) et des symptômes généraux (tièvre, abattement, anorexie). On attendra que tout soit rentré dans Tordre pour tenter l'injection suivante. On augmentera progressivement les doses. La réaction organique sera de moins en moins intense à mesure que Timmunité s'accentuera ; on arrivera aii^i à pouvoir injecter des doses 3 et 400 fois plus fortes qu'au début, sans danger pour l'animal et même sans troubles passagers. L'animal est immunisé. Il est réfractaire au microbe producteur de la toxine et à la toxine elle-même. On peut diminuer le danger des premières injections en additionnant la toxine de certaines substances y telles que l'iode. On trouvera plus loin, à la troisième partie : Sérothérapie, la technique exacte de Timmunisation du cheval contre les différents microbes pathogènes. Des accidents arrivent assez fréquemment pendant Timmunisation ; certains animaux supportent mal les injections et meurent intoxiqués.
Les toxones et toxoides d'EuRLicH (voy. p. 625) peuvent conférer rimmunité.
Les produits solubles employés peuvent être obtenus par un quelconque des procédés indiqués au chapitre xii ; la flltration est la plus répandue.
On se souviendra que tous les liquides provenant de cultures microbiennes ne sont pas vaccinants, qu'ils sont même quelquefois prédisposants (J. Gourmont, Bouchard, Roger). En injectant ces derniers on affaiblirait l'immunité au lieu de la renforcer [Bacille tuberculeux de J. Gourmont, Staphylocoque pyogène, Streptocoque pyogène, etc.).
Il ne faut pas renoncer à vacciner avec les produits solubles d'un microbe parce qu'ils sont doués de propriétés prédisposantes. Il peut y avoir dans le liquide filtré un mélange de substances vaccinantes et prédisposantes [Staphylocoque pyogène,
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J. CouRMONT et Rodet; Streptocoque pyogène, Roger) ; on cherchera à les dissocier. J. Courmont et Rodet ont vu que la culture filtrée de Staphylocoque pyogène, qui est habituellement prédisposante, exceptionnellement vaccinante, doit ces propriétés à des substances prédisposantes, solubles dans lalcool, mélangées à des produits vaccinants, précipitables par Talcool. Vn simple chaufTage à + 55"^ suffit à faire apparaître le pouvoir vaccinant des cultures filtrées prédisposantes du Staphylocoque pyogène (Rodet et J. Colrmoxt) ; il faut chauffer à + 110* les cultures filtrées du Streptocoque pyogène pour les rendre vaccinantes (Roger).
§ 4. — Création artificielle dë l'immunité
PAR l'injection DU SÉRUM d'uN ANIMAL IMMUNISÉ
Sous rinfiuence des produits solubles vaccinants microbiens l'organisme fabrique, pour s'immuniser, des substances nouvelles (Bouchard), bactéricides et antitoxiques, qui se retrouvent en abondance dans le sérum sanguin. Ce sérum d'immunisé injecté à un animal neuf est préventifs et parfois curateur pour ranimai déjà infecté (Behring et Kitasato) . C'est le principe de la sérothérapie. Cette vaccination par les injections de sérum d'immunisés est passagère (quelques jours) et paraît tenir à la présence dans le sang des substances injectées, avant leur élimination. La brièveté de cette immunisation restreint son utilisation. Les injections préventives de sérum antidiphtérique dans une famille infectée (voy. p. 848), celles de sérum antitétanique chez les blessés souillés de terre (roy. p. 849) sont utiles par cette production temporaire de l'immunité.
Voy. p, 812,* les théories d'EHRLicH.
L'analyse bactériologique deTeau constitue un chapitre des plus importants et qui soulève de nombreux problèmes encore mal résolus *.
§ 1 . — Généralités
10 utilité de l'analyse bactériologique de l'eau. Valeur comparée de Fanalyse quantitative et de l'analyse qualitative. — De tous temps, Veau potable a exigé certaines qualités sur lesquelles le chimiste seul était chargé de renseigner l'hygiéniste. Aujourd'hui, nous savons que l'eau est fréquemment contaminée par des microbes pathogènes, propageant les épidémies au sein des populations qui en font usage. Ce rôle de l'eau dans la diffusion des maladies infectieuses a été mis hors de doute, au moins pour deux affections épidémiques redoutables : la /terre thyphoïde et le choléra. Nous considérons ici ces faits comme certains sans avoir à les démontrer. D'autres maladies (dysenterie, entérites diverses, etc.) sont aussi, très probablement, contractées à la suite de l'absorption d'une eau polluée. L'hygiéniste demande donc aujourd'hui au bactério-
' Consulter, pour les renseignements complémentaires, le Manuel pratique d'analyse bactériologique des eaux de Miquel (1891), les Annuaires de l'Observatoire de Montsowris (1885), le Précis d'analyse microbiologique des eaux, de G. Roux (1892) auquel nous avons fait de larges emprunts, et le Traité de Bacténolorjie de MiyuEL et Caubier (1902).
légiste de lui indiquer par nne analyse spéciale quelles sont les eaux qui doivent être déclarées non potables, en raison de la présence dans leur sein de germes pathogènes. Cette analyse bactériologique de Teau est complètement entrée dans nos mœurs; sa technique doit être étudiée avec soin.
Les microbes pathogènes étant une minorité parmi les nombreux microbes saprophytes qui peuplent la nature, il semble .que ïanalyse quantitative de Teau doit être sans importance et qaesenleVanalyse qualitative a son intérêt. Peu importe, enefTet, que nous buvions une eau contenant des milliards de microbes si ces derniers sont inofîensifs ; il importe au contraire beaucoup de ne pas ingérer une eau contenant un petit nombre de microbes, mais très pathogènes^. La qualité doit ici fatalement primer la quantité. Tout cela est très juste en théorie, mais impossible à réaliser en pratique. L*analyse qualitative de Teau est un but vers lequel nous devons tendre, mais qui apparaît encore bien éloigné. Pour les maladies à microbes connus comme le choléra, la fièvre typhoïde, nous verrons bientôt quelles difficultés, presque insurmontables, entourent leur iso* lement des eaux; or, il existe, en outre, une foule de maladies graves, épidémiques, dont nous connaissons mal ou dont nous ne connaissons pas du toutfagent microbien ; Tanalyse qualitative est ici non pas difficile, mais impossible. Il faut donc se rabattre sur l'analyse quantitative et raisonner par analogie en disant: telle eau est polluée d'un nombre considérable de microbes, elle a donc plus de chances que telle autre, qui en est presque privée, de contenir actuellement ou dans Tavenir des germes pathogènes. Nous devons provisoirement nous contenter de ces données approximatives, sauf dans certains cas où l'analyse qualitative est possible et que nous traiterons à part.
En raison du vague inévitable des conclusions de Tanalyse
* La question se complique encore plus actuellement. Il faudra à l'avenir rechercher dans feau non seulement les microbes pathogènes, mais les saprophytes adjuvants des pathogènes. Mbtchnikoff a montré que le Vibrion cholérique a besoin d'autres microbes adjuvants pour produire le choléra. Il en est peut-être de même de la fièvre typhoïde, etc.
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quantitative, certains esprits ont voulu la rejeter complètement du domaine de Thygiène, comme inutile et encombrante. C'était aller d'un extrême à Tautre.. de Tenthousiasme exagéré des premiers ans de la bactériologie au septicisme stérilisant qui suit toutes les réactions. Il ne paraît pas douteux qu'une eau très riche en microbes ait toutes les chances d'être une eau polluée par des excréments animaux, ayant coulé pendant longtemps à la surface de la terre, chargée de matières organiques, en un mot une eau non potable. Si les nombreux microbes qu'elle renferme ne sont pas tous dangereux par euxmêmes, ils indiquent tout au moins que cette eau doit être tenue pour suspecte. En outre, nous dirons avec G. Roux: « les analyses quantitatives apportent souvent des éclaircissements précieux et inattendus, qu'elles seules peuvent fournir, sur des causes de pollution entre tel point et tel autre dans le parcours d'nne canalisation, ou nous mettent sur la voie d'une source d'infection qu'il était impossible sans elles de soupçonner; elles nous renseignent encore sur les qualités ou les défectuosités d'une masse filtrante naturelle ou artificielle et présentent ainsi un intérêt de premier ordre. » Faisons donc des analyses quantitatives, tout en portant nos cfTorts vers l'amélioration des procédés d'analyses qualitatives.
L'analyse quantitative, telle qu'on la pratique actuellement, a encore un autre défaut qu'il faut signaler en toute sincérité. Elle ne nous dit pas combien d'espèces microbiennes contient un millimètre cube d'eau, elle nous apprend le nombre des individus; or, il est bien évident qu'une eau contenant des milliers d'individus d'une seule espèce aquatile inofTensive, est moins polluée qu'une eau contenant moins d'individus mais appartenant à un grand nombre d'espèces diverses. Nous sommes encore trop peu avancés en botanique bactérienne pour pouvoir faire ce triage des espèces ; ce serait, d'ailleurs, arriver a faire une analyse qualitative complète ^ Disons-le
* MiGULA (1890) a tenté plusieurs analyses d'eau en comptant le nombre des espèces et non celui des individus. 21.75 p. iOO des eaux analysées ne contenaient que une à quatre espèces microbiennes;
aussi, les procédés couramment employés ne permettent pas de cultiver tous les microbes existant dans Teau; c'est ainsi que les méthodes d'isolement sur gélatine ne peuvent déceler une foule de microbes pathogènes ne poussant pas sur ce milieu, conservé solide au-dessous de -(- 24° seulement {Pneumocoque, B. tuberculeux, etc.)- H est rare qu'on fasse des cultures dans le vide ; or, nombre de microbes pathogènes très dangereux (B. du tétanos, V"i6non»cpfiguc, etc.) sont anaérobies. Cela revient à dire que pour faire une analyse bien complète il faudrait faire des cultures sur différents milieux, à différentes températures, à Tair et dans le vide, etc., en d'autres termes, passer un temps considérable à analyser un seul échantillon. Une bonne installation, de l'argent et beaucoup de temps (car il faut faire une série d'analyses pour une même eau — voy. plus loin) sont les éléments indispensables d'une analyse d'eau bien complète.
2<^ Eau bactériologiquement potable. Richesse microbienne des eaux. Origine de ces microbes. — Quel est le nombre de microbes contenu dans une quantité d'eau donnée qui fera déclarer par Thygiéniste celte eau comme dangereuse? On comprend que des chiffres ne peuvent rien avoir d'absolu, aussi les avis sont-ils très partagés. D'ailleurs, une eau ne doit être déclarée potable que lorsque l'ensemble de ses propriétés chimiques, de sa flore macroscopique et microscopique cadre avec les lois de l'hygiène. L'analyse bactériologique ne doit jamais prononcer seule.
Il est bon, avant de citer des chiffres, de jeter un coup d'œil sur le cycle des mouvements de l'eau à la surface du globe, et de nous demander où elle se purifie et comment elle se pollue.
L'eau est constamment puisée à la surface de la terre et se rend dans l'atmosphère à l'état de vapeur d'eau ; cette vapeur
64 p. 100 contenaient quatre à dix espèces, et 14,75 p. 100 plus de dix espèces. On voit la différence de ces chiffres avec ceux que nous citerons plus loin. Migula considère comme potable une eau qui a moins de dix espèces microbiennes.
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d'eau retombe en pluie, qui coule à la surface ou filtré à travers les couches superficielles, pour aller former la nappe souterraine d*oii partent les sources des rivières et des fleuves, allant aux lacs, à la mer, d*où partent les nuages, et ainsi de suite. Or, la richesse microbienne de Teau varie considérablement suivant les points de ce circuit où on Texamine.
A un certain moment, Teau est complètement privée de germes vivants; c^est Teau de la nappe souterraine et des sources, lorsque des fissures parties du sol ne permettent pas la pénétration des souillures de la surface. Pasteur et Joubert ^ Font prouvé il y a déjà longtemps. A mesure que Teau court à la surface de la terre, elle enrichit sa flore microbienne, et, finalement, Feau de la mer contient un très grand nombre de bactéries. Gomment cette eau se purifie-t-elle? Et d'abord, Tévaporation de Teau de la mer entraîne-t-elle des germes? Moreau et MiuuEL^ ont fait, en pleine mer, une grande quantité d'analyses d'air marin, et n'ont trouvé en moyenne qu'un microbe par mètre cube, à plus de 100 kilomètres des côtes. Miquel formule ainsi sa conclusion : en temps normal, lesocéansne cèdent pas d l'air les bactéries quils renferment ; cependant, quand la mer est grosse et houleuse, l*air marin se charge de bactéries, mais dans une très faible proportion. Miqubl avait, d'ailleurs, démontré que la vapeur d'eau qui s'échappe d'une infusion putride est complètement privée de germes. En somme, l'eau est une première fois aseptique en s'élevant dans l'atmosphère ; chemin faisant elle se charge de quelques germes, mais les nuages sont encore très pauvres en microbes (de Freldenreich). Dès que les nuages se transforment en pluie, Tcau se charge, en tombant, d'une grande quantité des germes de l'atmosphère. L'eau de pluie arrive à la surface du sol avec plus de 4000 microbes par litre, d'après MiguEL. 11 va sans dire que ces chifi'res varient beaucoup suivant les mois de l'année, suivant que l'eau a été analysée au début ou à la fin d'un orage, etc. ; mais la pluie
* Pasteur et Joubert, Ac. des sciences. 1878.
* MiQUEL et Moreau, Annuaire de l'Observatoire de Montsouris pour 1886.
est une source certaine de contamination des eaux potables.
L*eau tombe donc contaminée sur le sol dont la surface est elle-même très riche en microbes. (Maggiora a trouvé jusqu'à 78 000000 de germes par gramme de boue des rues de Turin). Une partie ne quittera pas cette surface et coulera en se contaminant de plus en plus jusqu'à la mer ; toutes les souiHures animales sont finalement entraînées par les eaux. Une autre partie filtrera à'travers le sol pour aller former la nappe souterraine. Cette eau abandonne successivement tous les germes qu'elle contient, et les ensemencements faits avec de la terre puisée à 5 mètres de la surface restent complètement stériles. C'est brusquement, à la profondeur de 1%25 environ, que se fait cette purification, d'après C. Frcenkel. Il va sans dire que toute fissure peut entraîner des germes asseï profondément. C'est ce que Thoinot a vu pour les sources du Havre qui n'étaient pas pures après une filtration de 48 mètres dans un terrain calcaire. C'est ce qui a été constaté pour les soi-disant eaux de source amenées, à grands frais, à Paris. La disparition des germes tient à deux causes : i^ la fitration à travers les pores des couches superficielles; 2^ le manque d'oxygène. C. Frobnkel a vu que le B. anthracis ne peut plus végéter à 3 mètres de profondeur, tandis que le V. cholérique pousse À ce môme niveau pendant les mois d'août, septembre, octobre. Pour Granchrr et Desghamps, le B. typhique peut pénétrer à 40 ou 50 centimètres dans l'intérieur du sol, et y vivre pendant cinq mois et demi. H va sans dire que les anaérobies sont au contraire favorisés par le manque d'oxygène, mais nous manquons de données positives sur la profondeur à laquelle on les retrouve. Quoi qu'il en soit, la nappe souterraine peut être absolument pure ; pour la seconde fois, l'eau du circuit est aseptique. C'est pour cela qu'il existe des sources microbiologiquement pures.
Quant au nombre de microbes contenus dans les eaux courantes, il varie dans de grandes proportions. Citons quelques chiffres. Ch au veau, Arloing, J. Courmont, G. Roux ont vu que le Rhône en amont de Lyon contient 75 000 microbes par litre environ ; la Saône en contient 586 000 en amont de Lyon et
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4 280 000 a son embouchure dans le Rhône (G. Roux). La Seine contient de 31 060000 à 200000000 de microbes par litre, suivant les points où on la puise (Miquel). Le Rhône est un des fleuves les plus pauvres en microbes. Les chiffres seraient plus élevés si on analysait certains lacs, la mer près des ports, etc.
L'eau se contamine donc deux fois et se purifle deux fois pendant son courant circulaire; elle se contamine par Tair et surtout par le sol ; elle se purifie par Févaporation et la filtration à travers le sol. Ces deux moyens de puriOcation sont employés artificiellement -.distillation, établissementde couches filtrantes pour Tapprovisionnement des villes en eau potable.
Il est temps de revenir à nos premières questions et de nous demander quelle est la limite de la richesse en germes de Teau pour être déclarée potable puisqu'on ne peut pas faire usage uniquement d'eau de source à la surface du globe.
MiQCEL adressé l'échelle approximative suivante:
Microbes par cent. cube.
Eau excessivement pure ... 0 à 10.
— très pure 10 à 100.
— pure 100 à 1 000.
— médiocre 1 000 à 10 000.
— impure 10 000 à 100 000.
-— très impure 100 000 et au delà.
D'une façon générale, on déclare potable (sauf contre-indications données par l'analyse qualitative) une eau qui ne contient pas plus de 500 germes par centimètre cube, soit 500 000 par litre. y^ Or, voici les chiffres des analyses de l'eau du Rhône consommée à Lyon (G. Roux) :
Microbes par cent. cube.
Rhône en amont 75
Bassin filtrant n» 1 7
Réservoir du bas service 18
Réservoir du service supérieur 26
Eau du robinet d'alimentation 60
L'eau est très bien filtrée par une couche de terre, mais se contamine successivement dans les conduites ; elle est, en tout
cas, parmi les eaux très pures de Miqukl, et combien diflf«^rente, après sa fîltration artificielle des eaux de source parisiennes !
Lorsqu'on veut tirer des conclusions d'une analyse d^'eaa. il faut tenir compte de plusieurs facteurs. La teneur d'une rivière en germes peut varier considérablement suivant que les eaux sont grosses ou basses. L'eau de la Marne varie de 50 à 14 000 germes par centimètre cube, suivant les mois de Tannée (Miuuel). Ces différences ne sont pas en relation avec ]a température puisque c'est en hiver et en automne que les rivières sont les plus microbiennes. Pour se faire une conviction sur une eau, il faudra donc faire une série d'analyses dans différentes conditions, et ne se prononcer qu'après.
3^ Puisage et transport des eaux à analyser. — Pour
faire l'analyse quantitative d'une eau dont les chiffres expriment le nombre réel des germes existant dans cette eau, il importe de faire l'analyse sur place immédiatement après le puisage, toutes les fois que cela est possible, ou de transporter l'échantillon d'eau avec certaines précautions. Il est surabondamment démontré aujourd'hui que le nombre des microbes d'une eau augmente considérablement entre le moment de puisage et celui de l'analyse, si elle n'est pas maintenue aune température suffisamment basse pour empêcher le développement microbien. Il faut donc impitoyablement refuser de faire l'analyse d'une bouteille d'eau qui a voyagé à la température ordinaire ; non seulement le nombre obtenu serait lui-même exagéré*, mais telle espèce se développerait d'une façon exagérée et étoufferait les autres. 11 va sans dire aussi que l'eau doit être recueillie aseptiquement.
Toutes ces considérations théoriques amènent à formuler les principes suivants :
* MiQUEL a fait des numérations probantes. En trois heures. Teati de la Dhuis conservée dans un récipient à la température ambiante de -f 13® contenait 456 microbes par centimètre cube au lieu de 57, chiffre initial. En trois jours, à -j- iO». l'eau de la Vaane passait de 48 à 590 000 microbes par centimètre cube.
i^ Recueillir Teau dans des récipients clos, préalablement lavés et stérilisés à la chaleur sèche (voy. ch. ii) ;
2^ Flamber le bouchon avant de fermer le récipient, ou sceller ce dernier (pipettes) à la lampe ;
3<> Puiser Teau loin des bords ou du fond, pour ne pas la rendre boueuse (sauf indications spéciales) ;
4« Mettre le récipient dans un appareil-glacière à 0<» et l'envoyer le plus rapidement possible au laboratoire ; ou de préférence, faire l'analyse sur place .
5<* Recueillir une assez grande quantité d'eau (plusieurs litres) quand on veut faire l'analyse qualitative (voy. la recherche du B. d'Eberth, p. 407).
Appliquons ces principes aux différents cas qui pourront se présenter :
A. Puisage. — Les méthodes de puisage différeront suivant la situation de Teau à analyser.
a. Eau stagnante ou courante. — 1*^ Puisage superficiel. — Il s'agit de prendre un échantillon d'eau à la surface d'une rivière, d'un lac, etc. ; c'est le cas le plus ordinaire .
Tous les récipients sont bons. Miquri.
conseille des flacons de verre de 2OO centimètres cubes, stérilisés avec un tampon de ouate, et bouchés ensuite avec un bouchon de liège légèrement carbonisé à la flamme. Hueppe se sert de flacons bouchés à l'émeri. Fol et DuNANT, Chauveau et Arloing puisent
Fig. 204.
Pipette TpouT le puisage
de l'eau à analyser.
A, pipcUe après la stérilisation. — B, pipette tenant I© vide.
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directement avec la pipette que nous décrirons plus tard. LusTiG se sert de flacons d'ERLENMEYBR . Miqusl avait précoDÎsé, au début de ses recherches, des ballons effilés en pointe et scellés à la lampe pendant qu'on les chauffe à + 200** ou 4- 300^* ; le vide était ainsi fait dans ces récipients. Il a abandonné ce système comme trop fragile. La plupart des bactériologistes (Flugge, Ribtscm, Pfuhl, g. Roux, etc.) sont revenus à ce procédé en remplaçant le ballon par une simple pipette, comme Chauveau et Aruhng l'avaient fait depuis longtemps. Il faut conseiller Tappareil le plus simple. On fait une pipette avec un tube de verre comme il a été dit page 20, en ayant soin de pratiquer un étranglement (a) (fig. 204, A) au-dessus du tampon de ouate, et on fait stériliser au four Pasteur. Prenant alors la pipette dans une pince en bois, on la porte successivement dans toute sa longueur dans la flamme d'un bec Bunsen ; lorsque Tair contenu dans la pipette est très raréfié par réchauffement, on scelle rapidement en (a) pour avoir la figure, 204 B. Le vide est suffisant. Tous ces appareils doivent être enveloppés d'une feuille de papier à filtrer ou d*une couche de ouate stérilisée, jusqu'au moment de s'en servir.
Pour puiser l'eau avec un ballon bouché au liège, on enlève le bouchon qu'on tient de la main gauche, pendant qu'on plonge le ballon dans l'eau pour le remplir, sans frôler les bords de la berge. On rebouche, après avoir flambé le liège et le goulot. Si le ballon est bouché à l'émeri, on peut déboucher et reboucher sous l'eau. Avec le ballon à pointe effilée de MiQUEL (fig. 205) ou une pipette quelconque où le vide est effectué, on introduit la pointe effilée à une certaine profondeur dans l'eau, et on va en casser l'extrémité avec une pince flambée. L'eau se précipite dans le ballon ou la pipette sans toutefois les remplir, le vide étant toujours imparfait. Lorsque
Fig. 205.
Ballon de Miquel pour le puisage des eaux.
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Feau cesse de monter, on retire la pointe et on la scelle de suite dans la flamme d'une lampe à alcool. Une pince est donc nécessaire pour ce système. Si on voulait puiser de Teau dans des pipettes ordinaires, il suffirait de briser la pointe, de la flamber et de la plonger dans Teau, pendant qu'on aspirerait par Tautre bout avec un tube de caoutchouc.
En résumé, tous les procédés sont bons pourvu qu'ils soient aseptiques. Nous recommandons la pipette avec le vide partiel.
2** Puisage profond, — On peut vouloir analyser les dilTérentes couches d'une masse d'eau ou puiser l'eau d'un puits privé de pompe.
Un simple flacon bouché à Témeri stérilisé, auquel sera attaché une grosse pierre, peut sufflre. Une licelle est attachée au goulot, une autre au bouchon. On fait descendre le flacon bouché à la profondeur voulue, on tire alors le bouchon et on retire lorsque le flacon est plein. On fera bien de flamber les couches externes du flacon et la pierre pour ne pas contaminer Teau profonde à analyser. On ne se servira pas, pour l'analyse, de l'eau contenue dans le goulot du flacon, laquelle a été intimement en contact avec l'eau des couches superflcielles pendant qu'on a retiré le flacon.
MiQUEL a imaginé un ingénieux appareil (flg. 206) pour le puisage profond. Un matras d'essayeur de 50 centimètres cubes environ (B) se termine par une pointe effllée, recourbée en U (E) ; il est maintenu dans une armature métallique (A). Un poids (G), de 2 ou 3 kilogrammes, leste l'appareil qui est suspendu à une corde résistante (I) graduée
Flg. 206.
Appareil de Miquel pour puisage des eaux k diverses profondeurs.
au moyen d*anueaux (F) et de nœuds. Le long de la corde glisse, dans les anneaux, un fil de cuivre (H) terminé par une bague (D) qui embrasse le col en U du matras. Un vide préalable partiel a été fait dans ce dernier après la stérilisation. Lorsqu'il est descendu à la profondeur voulue, on tire brusquement sur le fil de cuivre qui brise le col en verre, et Teau se précipite dans le matras.
G. Roux a fait construire un appareil plus commode, qui peut puiser un litre d'eau à de grandes profondeurs. Il se compose (fig. 207) d'une bouteille ordinaire d'un litre (A), qui est enfermée dans une enveloppe en cuivre (B).
Celle-ci se compose d'un fond (c), contenant 3 kilogrammes de plomb, d'une partie grillagée (d), d'un couvercle (e), qu'on place une fois la bouteille introduite. Une corde solide (h) supporte l'appareil par la manette. Une cordelette (^), munie d'un petit crochet qui pince le bouchon en liège et la bouteille, sert à déboucher la bouteille à la profondeur voulue qui est comptée sur les nœuds (de 10 en 40 mètres) de la grosse corde.
b. Eau des fontaines ^ des robinets. — On fait couler directement l'eau dans un récipient quelconque stérilisé. Si l'écoulement est intermittent (robinets), il est de toute nécessité de faire couler l'eau pendant cinq à dix minutes avant de recueillir l'échantillon, pour ne pas analyser une eau stagnante très riche en dépôts et en microbes.
c. Eaux météoriques : pluie, grêle, neige, — Miqukl a construit un udomèire pour recueillir l'eau de pluie ou la neige
Fig. 207.
Appareil de G. lioux^ pour le puisage profond.
(fig. 208). Un poteau de bois (P), planté verticalement en terre supporte une tige de fer horizontale (T), laquelle maintient un entonnoir métallique (cuivre nickelé ou argenté) flambé au moment de Tinstallation (E). Au-dessous de cet entonnoir est un creuset en platine (P') porté préalablement au rouge . On peut retirer et remettre le creuset sans toucher le reste de Tappareil, et analyser ainsi la pluie à différents moments de l'averse.
Fig. 208.
Udomètre de Miquel.
Un petit couvercle en platine (G), stérilisé par le chauffage, sert à préserver le creuset des poussières pendant le transport. L'appareil doit être situé au moins à 2 mètres du sol pour éviter l'eau boueuse qui rejaillirait de terre.
Si des éclaircies séparent les ondées, il faut stériliser à nouveau l'entonnoir qui pourrait s'être contaminé de poussières. Si la température ambiante est trop chaude, on peut imaginer un appareil avec manchon réfrigérant ou refroidir avec le chlorure de raéthyle ou l'acide carbonique liquide.
G. Roux recommande de se servir simplement d'un large tube à essai, stérilisé, bouché à la ouate. A travers le tampon passe l'extrémité effilée d'un petit entonnoir flambé destiné à recevoir la pluie ou la neige.
Il faut toujours noter la température de l'eau au moment de la prise, son état de limpidité ou de trouble, la hauteur de i'étiage, etc., etc. Tout récipient sera muni d'une étiquette explicative.
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jB. Transport. — Lorsque rensemencement ne peut être pratiqué sur place, le transport des récipients contenant Feau à analyser doit se faire à 0**. Une température de quelques degrés au-dessus suffît à la pullulation des microbes. Malgré le maintien à 0^, le transport doit se faire aussi rapidement que possible, car Miquel a montré que certains individus périssaient en grand nombre à cette température, tandis que d'autres espèces {Bacille rouge^ par exemple) pouvaient se multiplier. Nous savons bien aujourd'hui que le B. (TEberth ne vit pas longtemps dans Teau bien pure. Karunski' a montré que de Teau stérilisée ou de citerne, ensemencée avec du B. d'Eberth, du Vibrion cholérique et du B. anthraciSf ne contient plus aucun de ces microbes au bout de trois à cinq jours. Par contre, j'ai vu le Stapylocoque pyogène vivre plusieurs mois dans de Feau stérilisée. Mais ce sont surtout les microbes aquatiles ordinaires qui prennent le dessus et se multiplient avec une grande rapidité. Karlinski verse, dans une citerne propre, 3 hectolitres d*eau de puits relativement pauvre ea microbes. Tous les quatre jours on verse dans la citerne 150 centimètres cubes de selles typhiques. Au bout de douze jours, les B, d'Eberth ont disparu, et les bactéries banales ont pullulé. Si Teau avait été privée de matières organiques, la disparition se serait faite plus rapidement. En somme, à côté de la pullulation, il faut tenir compte de la disparition de certaines espèces même à 0^, et se hâter de faire les ensemencements.
Le transport à de courtes distances se fait en maintenant le récipient dans un seau à glace quelconque. On peut imaginer une foule de dispositifs.
Le transport à de grandes distances nécessite des appareils spéciaux.
Voici la glacière préconisée par Miquel (fig. 209). Le flacon (A) contenant Teau est cacheté à la cire d'Espagne, enveloppé de papier et introduit à frottement dans une boite métallique cylindrique (B) où il ne doit pas ballotter. Cette première boite est placée dans une seconde (C) plus large de quelques centimètres
* Karlinski, Arch. fur Hygiène, 1889 et 1890.
et garnie de sciure de bois. Une troisième boîte ipélalliquep) beaucoup plus vaste est remplie de glace concassée en gros morceaux. Le tout est placé dans une caisse de bois (E) à charnières et à poignée, remplie de sciure de bois, qu'oa peut mettre au chemin de fer.
On peut simplifier cet appareil en ne se servant que d'une seule enveloppe métallique et d*une caisse en bois.
Fi«. 209.
Glacière de Miquel pour le transport des eaux à analyser.
RiETscH a fait construire une boîte pouvant contenir de longs tubes effilés. Elle est en zinc, de forme rectangulaire et divisée en deux compartiments par une lame de zinc horizontale percée de petits trous. Le compartiment inférieur très bas est destiné à recevoir l'eau de fusion de la glace qui s'échappe par un orifice latéral. Le compartiment supérieur est divisé en trois par deux cloisons verticales en zinc; les deux parties latérales sont remplies de glace tandis que le rectangle médian reçoit à frottements une boîte de zinc contenant les tubes de verre. Cette boîte est percée inférieurement de trous pouvant laisser passer les tubes de verre et donnant insertion à des petits cylindres creux en zinc destinés à recevoir les tubes. Il y a un pnécis ne n.\CTÉRiOLoniE, 2« édit. 25
couvercle en zinc. Le tout est recouvert de quatre couches alternatives de papier et de drap. Une courroie sert à porter Tensemble.
On peut imaginer une foule d'appareils réfrigérants. Citons sans les décrire ceux de Pfuhl, de G. Roux, etc., etc.
Fig. ilO.
Étuve glacière de MiqueU
Il est bon, ainsi que le dit justement Miquel, d'avertir le directeur de l'octroi de la gare où arrivera la caisse pour éviter son ouverture par les préposés de Tadministration.
Au laboratoire^ on peut vouloir conserver à 0<» une partie de l'eau recueillie pour faire plusieurs analyses successives. On se servira d'une glacière quelconque. Miql^l a fait construire une étuve glacière représentée figure 210. La botte intérieure (EO est destinée à recevoir les échantillons d'eau ; elle communique avec l'extérieur par un couloir muni de deux portes (P' et P). La boîte réfrigérante (E) repose sur un fond (G) percé de
trous pour laisser échapper l'eau de fusion par le lube (T) ; elle sera remplie de glace. Le couvercle (C) est à double paroi remplie de sciure de bois. L'extérieur est garni de feutre. Un thermomètre {t) pénètre dans (E'). La pomme d'arrosoir (S) sert à régler Tétuve au-dessus de 0^, à + 20<* par exemple. On ne met pas de glace; on fait simplement tomber un courant d'eau plus ou moins froide par RS.
On se reportera au chapitre iv (p. 131) pour l'étude des étuves et régulateurs destinés aux températures basses.
Fig. 211.
Nécessaire de Miquel pour rensemeDcement sur place des eaux
à analyser.
C. Nécessaires d'analyse bactériologiqlt: de l'eau. — Disons un mot ici des nécessaires pour aller ensemencer sur place. Ce sont des appareils destinés à faciliter le transport des instruments, tubes, etc., avant l'ensemencement, et leur retour au laboniloire après la mise en cultures de l'eau. Ils varie-
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ront naturellement beaucoup suivant la méthode employée.
Le nécessaire de Miquel ifig. 211) est une boîte (A) de 38 centimètres de hauteur, sur 35 centimètres de largeur et 22 centimètres de profondeur. Un liroir inférieur (B) comprend quinze compartiments destinés à recevoir autant de ballons coniques, à base large de 5 centimètres de diamètre, pour culture sur gélatine étalée. Au-dessus du tiroir, est une plaque métallique en laiton (Ç) qui se tire et sur lesquels seront placés les ballons de gélatine à liquéfier au moyen d'une lampe à alcool (D) installée au-dessous. L'étage supérieur est divisé en compartiments renfermant : deux vases à dilution de 500 centimètres cubes, deux de 50 centimètres cubes, deux de 10 centimètres cubes contenant de Teau stérilisée ; une lampe à alcool. Un râtelier situé contre la paroi postérieure maintient des tubes à essai renfermant les pipettes graduées et stérilisées. Quelques flacons, quelques plaques, une pipette à boule, pour emporter un échantillon d'eau, en complètent Toutillage.
Le nécessaire de G. Roux (fig. 212) est « une boite en zinc, à peu près cubique, de 35 centimètres environ dans les trois dimensions, à double parois, circonscrivant un espace vide de 10 centimètres de largeur, tout à fait analogue à celui des étuves à incubation et destiné à recevoir des fragments de glace concassée (B) ; un robinet (1) placé à la partie inférieure d'une des faces de la boîte permet de vider l'eau de fusion; Textérieur est recouvert de feutre. Dans ce grand espace vide central s'engage un panier en 111 de laiton (G) pouvant être complètement enlevé, comme celui de l'autoclave, et divisé, par des cloisons transversales, également en laiton, en six étages superposés. Les quatre étages inférieurs (E) sont agencés, grâce à une série d'encoches en forme de croissants qui limitent les deux bords libres, de façon à recevoir, couchés sur un plan horizontal, des tubes à essai contenant 2 ou 3 centimètres cubes seulement de gélatine stérilisée, lesquels sont maintenus bien en place et sans ballottement possible par des bandes de caoutchouc adaptées aux deux extrémités de chacun des bords de la cloison horizontale. >'
« Quant aux deux étages supérieurs, ils sont constitués par
des cylindres métalliques placés de champ, dans lesquels seront introduits et solidement fixés les tubes pipettes à extrémité eflilée. Une place est réservée au thermomètre (H). Des annexes latérales (A, A') renferment des tubes à essai, contenant
Pig. 212.
Sécessaire de G. Roux pour rensemencement sur place des eaux à analyser.
AA*, annexes ; B, glace ; C, compartimrnl du couvercle ; D, anse ; E, (Plages ; G, pauier eu 01 de lailou ; I, robinel.
des quantités strictement déterminées d*eau stérilisée et des pipettes jaugées et stérilisées. »
« Le couvercle est fortement bombé et creux; dans sa cavité (C) se trouvent: une lampe à alcool munie d'un chalumeau et d'un petit insufflateur en caoutchouc, une petite capsule en métal, un trépied pliant, des pinces, des ciseaux, des étiquettes et quelques feuilles de papier à filtrer. Les annexes ont des couvercles spéciaux. Une anse (D) permet de porter la caisse sans difficulté. »
Nous parlerons plus loin du nécessaire employé dans le labo* ratoire d'ARLOiNG.
§ 2. — Analyse quantitative
Nous supposons qu'on Yeuille savoir le nombre des éléments microbiens contenus dans une eau, analysée surplace ou transportée rapidement etàO<> au laboratoire, comme il vient d'être dit.
A) Examen microscopique
1^ Examen direct. — Nous ne signalerons que pour mémoire l'examen direct de l*eau au microscope. Depuis Tinvention du microscope on a regardé à laide de ce dernier la flore et la faune d'une goutte d'eau; nous n'avons pas besoin d'ajouter qu'on ne voit ainsi que la grande minorité des microbes et qu'il est impossible.de les compter, surtout par rapport au volume d'eau employée. 11 en est de même si on examine le dépôt formé. Harral en 1850, Cohn en 1866, Hirt en 1879, Macdonald en 1883, et même Tiemann et GâRTNER, en 1889, ont préconisé de semblables procédés.
2» Examen après évaporation. — Kogh avait légèrement perfectionné la méthode en examinant les microbes après évaporation de l'eau et coloration du résidu. La goutte d'eau était évaporée sur la lamelle chauffée à la flamme d'une lampe à alcool. KocH colorait au bleu de méthylène. '
3° Examen après fixation. — Certes, en 1880, et 1882, a /Iré les microbes d'une goutte d'eau au moyen de Vacide osmique. Dix ou douze gouttes d'une solution d'acide osmique à 1 p. 100 sont introduites dans une petite éprouvette stérilisée; on verse ensuite lentement 30 à 40 centimètres cubes de l'eau à analyser en agitant de temps en temps. Au bout de quelques minutes, on ajoute de l'eau distillée pour atténuer l'action de l'acide osmique, et on laisse déposer. On décante au bout de vingt-
quatre heures, et on examine le dépôt après coloration avec une couleur d*aniline. Nous dirons, avec G. Roux, que cette méthode est excellente pourTexamen des infusoires, et enfantine pour l'analyse bactériologique de Teau.
En somme, Texamen microscopique ne peut rendre aucun service pour le but que nous nous proposons.
B) Analyses par cultures en milieux liquides
La méthode d'analyse par cultures liquides date des mémorables expériences de Pasteur et Joubert, en 1878. Miquel, Chauveau et Arloing ont perfectionné les détails.
Les différents procédés se partagent en deux groupes. Dans un premier groupe, l'eau est puisée directement dans la pipette qui servira à la répartir dans les ballons de bouillon; il faut alors que la pipette soit très effilée pour donner des gouttes très fines, ttt à r— de centimètre cube, c'est le procédé de Chauveau et Arloing, employé à Lyon depuis bientôt vingt ans. Il est le procédé de choix, à condition toutefois que l'eau ne soit pas trop impure, car on ne peut obtenir des gouttes inférieures à un certain volume. Le second groupe comprend tous les procédés où on fait une dilution préalable de Teau à analyser dans de l'eau stérilisée pour qu'une goutte moyenne ne contienne que très peu d'eau microbienne. Ce sont les procédés de Miquel, de Fol et Dunant. En principe, il faut arriver à ce que chaque ballon ne soit ensemencé qu'avec un seul microbe; si donc l'eau est peu riche, il suffit de la fractionner en gouttes très fines; si l'eau est très impure, il faut la diluer. Lorsqu'on peut éviter la dilution, le procédé de Chauveau et Arloing est incontestablement le meilleur.
Pour choisir un des procédés précédents et pour savoir (au cas où on s'adresserait au second groupe) quelle dilution il faut employer, il est indispensable de procéder à une analyse préalable sommaire, indiquant la richesse microbienne approximative de l'eau. Cette analyse préalable sera aussi utile pour les méthodes sur milieux solides.
Miquel pratique cette analyse préalable de la façon suivante.
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On ensemence des ballons de bouillon, les uns avec une goutte de Teau suspecte, d'autres avec une goutte de Teau diluée au 100®, d'autres avec une goutte de l'eau au iOOO®, d'autres enfin avec une goutte de l'eau diluée au 1000000^' ou même plus. On met les ballons à Tétuve et on les examine au bout de vingtquatre heures. On choisira la dilution correspondant à celle dont les ballons sont restés clairs en majorité. Si, par exemple, tous les ballons ensemencés avec une goutte de la dilution à i/100« sont troubles, et que 8 sur 10 des ballons ensemencés avec une goutte delà dilution à 1/1000® soient restés clairs, on choisira la dilution à 1/iOOO*. Si un dixième seulement des ballons ensemencés avec l'eau pure est trouble, on se passe de dilution et on choisira le procédé de Chauveau et Arlolng. Il va sans dire que le procédé de Chauveau et Arloixg s'applique surtout aux analyses où on peut aller faire soi-même le puisage, en raison de la délicatesse des pipettes; on peut néanmoins l'employer en puisant dans l'échantillon envoyé au laboratoire.
G. Roux fait des dilutions variant de 1/10« à 4/1000«, et ensemence 1 centimètre cube des dilutions dans deux ou trois tubes de gélatine liquéfiée et étalée sur une portion de la paroi du tube maintenu horizontal. Au bout de trois ou quatre jours» on compte les colonies. Le gros inconvénient est de nécessiter une attente de quatre jours lorsque le même échantillon (maintenu naturellement à la glacière) doit servir à l'analyse définitive.
Il faudra toujours, autant que possible, faire un nouveau puisage pour l'analyse ultérieure.
10 Procédé de Chauveau et Arloing. — Son grand avantage est d'éviter toute cause de contamination; l'eau est directement puisée dans une pipette stérilisée, et n'en sort que pour tomber dans les ballons de bouillon, fractionnée en gouttes très fines. La pipette, fabriquée ainsi que nous allons l'expliquer, est stérilisée et privée de la plus grande partie de son air au moyen du chaufi'age ou de l'aspiration par une trompe et scellée à la lampe. Elle est transportée au lieu de la prise ; Textrémité
effilée est plongée dans Teau et brisée à ce moment avec une pince ou des ciseaux stérilisés. L'eau se précipite jusqu'à une certaine tiauteur sans jamais atteindre le coton; si le vide n'avait pas été fait on pourrait aspirer avec un tube en caoutchouc. Lorsque la pipette est suffisamment chargée, on la retire et on scelle à la lampe son extrémité effilée. Il faut avoir soin.
Fig. 213.
Pipette de Chauveau et Arloing en place pour rensemencement en ballons de bouillon de l'eau à analyser.
avant de retirer la pipette de Teau, lorsqu'elle est assez remplie, de briser la grosse extrémité de la pipette pour permettre la rentrée de Fair à travers le coton et empêcher ainsi qu'il ne pénètre par l'effilure avant que celle-ci soit scellée hors de l'eau.
Il s'agit, alors, de répartir cette eau dans des ballons ou tubes de bouillon; on le fera de préférence sur place, aussitôt après le puisage, sinon on transportera la pipette dans un manchon de glace. Pour faire l'ensemencement sur place, des tubes de bouillon sont plus faciles à transporter que des ballons. La répartition exige un support métallique (A) destiné à mainte-
nir la pipette (B) légèrement inclinée dans une position qui restera la même pendant toute l'expérience (fig. 213). Une pince, une lampe à alcool, un tube de caoutchouc du diamètre de la pipette compléteront Toutillage. La pipette a été jaugée, comme il sera dit plus loin, et des traits à la lime indiquent les i/4 de centimètre cube. On se tient prêt, ayant à portée de la main gauche un panier métallique contenant les tubes de bouillon, à portée de la main droite un panier vide pour recevoir les tubes ensemencés ; on prend le caoutchouc (G) entre les lèvres et on brise la pointe effilée qui est ensuite soigneusement flambée. On souffle par le tube de caoutchouc et on laisse tomber des gouttes (sans les compter) jusqu'à ce que Teau affleure un des traits de lime. A ce moment, prenant un à un de la main gauche les tubes de bouillon dont on flcumbe Torifice après que la main droite a enlevé et conservé en Tair le tampon de coton, on fait tomber dans chacun d'eux une seule goutte de Teau de la pipette. On reflambe, on rebouche et on place dans le panier de droite. II faut en général souffler pour faire tomber la goutte, en raison de Textrême capillarité de la pointe de la pipette ; c'est-à-dire qu'on aura tout le temps de passer d'un tube à l'autre avant la chute de la goutte suivante. Si toutefois une ou plusieurs gouttes se perdaient, on les noterait mentalement, ou sur un papier mis à portée de la main droite. Lorsqu'on a ainsi ensemencé 150 à 200 tubes de bouillon, on continue à faire tomber des gouttes, en les comptant, jusqu'à un trait de lime. Additionnant alors le nombre de tubes employés et celui des gouttes perdues ou tombées à la fln, on a le chifl're des gouttes correspondant au nombre de divisions des graduations de la pipette. Supposons un cas moyen. On a ensemencé 150 tubes, et il a fallu faire tomber encore 25 gouttes pour arriver à une ligne de la pipette ; on a utilisé 5 divisions de la pipette, soit 1^^1/4 (chaque division valant 1/4 de centimètre cube). 175 gouttes pour l^c, 25 donnent exactement 140 gouttes au centimètre cube. Chaque tube a donc été ensemencé avec 1/140» de centimètre cube. Une étiquette note ce chifi're, la nature de l'eau» la date de l'ensemencement. On rentre au laboratoire, on place les tubes à
+ 38®, et on attend huit jours avant de faire la numération des tubes fertile^. Les raisons pour lesquelles il faut attendre huit jours seront développées à propos du procédé de Miquel. Supposons que 50 tubes sur 150 soient troubles, on a le nombre de microbes par centimètre cube (x) au moyen d'une simple proportion :
L'eau en question contient 46 à 47 microbes par centimètre cube, soit 46 666 microbes par litre.
Nous répétons que ce procédé est parfait lorsque Teau n'est pas trop riche en microbes. On verra plus loin (procédé de Miqcel) quelle proportion de tubes doit rester claire pour que l'analyse soit exacte, c'est-à-dire pour que chaque tube n'ait réellement reçu qu'un seul microbe. La pipette doit donner des gouttes équivalant à i/i20« de centimètre cube au maximum ; on peut arriver à obtenir des fractions encore plus petites que 1/150« de centimètre cube.
La fabrication de la pipette est le point le plus délicat du procédé. On choisit un tube de verre d'un demi-centimètre de diamètre, de calibre aussi égal que possible dans toute son étendue. On le gradue avec du mercure en quarts ou moitiés de centimètre cube, et chaque division est marquée d'un trait de lime, qu'on noircit à l'encre. On étire alors ce tube en pipettes comme il l'a dit page 20, en ayant soin que l'efrilure soit bien dans l'axe central du corps de la pipette, et non plus ou moins latéralement. On fait un léger rétrécissement à 6 ou 7 divisions de l'origine de la partie effilée, on introduit un tampon de ouate peu serré ; on fait un second rétrécissement plus marqué que le premier, et on fait stériliser au four Pasteur. Au moment de partir pour faire une analyse on modifle la partie efiilée, qui devient, à dater de ce moment, extrêmement fragile. Délaissant le chalumeau, on se sert d'une lampe à alcool. On chaufTe au rouge la partie conique, origine de reifilure, et
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on IVtire lentement après Tavoir sortie de la flamme. Cette seconde efljlure aune capillarité bien supérieure à la première, elle est très flexible, et parait même souvent ne pas avoir de canal central. On saura à l'usage la valeur de la goutte, .^vec un peu d^habitude on juge à la grosseur de la pointe les pipettes qui ne donneraient pas des gouttes inférieures à llOO^'de centimètre cube. La seconde eflilure doit, comme la première, être autant que possible dans Taxe du canal de la pipette et non latérale. Les gouttes qui tomberont d'une telle pipette auront un poids sensiblement égal. On scelle la pointe à 8 ou 10 centimètres de son origine, on chaufl'e la pipette ou on la met en rapport avec une machine pneumatique, et on scelle le rétrécissement qui laisse le tampon dans la pipette. Celle-ci est prête à être utilisée.
L*inconvénient du procédé de Chauveac et ArlOing réside dans la fragilité de la pipette et dans la difficulté de son trans> port dans la glace après son remplissage. Aussi vaut-il mieux faire toujours les ensemencements sur place. Abloixg a fait construire pour cela un nécessaire composé de trois bottes en bois munies de manettes. L'une est une simple caisse munie d'un couvercle à charnière et surmonté d'une poignée. La hauteur égale 25 centimètres, les dimensions latérales 30 centimètres. Elle est divisée en quatre compartiments par deux cloisons en croix, trois de ces compartiments contiennent trois paniers métalliques renfermant chacun cinquante tubes chargés de 3 ou 4 centimètres cubes de bouillon ; le quatrième contient la pince, la lampe à alcool, le caoutchouc, les étiquettes, etc. Des blocs de ouate empêchent tout ballottement. La seconde boîte (hauteur 17 centimètres; dimensions latérales, 35 centimètres) est également divisée en quatre compartiments pour loger quatre ballons à fond plat (voy. fig. 23) chargés de gélatine. La troisième boite est uniquement destinée au transport des pipettes dont on emportera toujours une provision pour parer à tout accident. C'est une espèce d'étui plat, long de 55 centimètres, large de 15 centimètres, haut de 6 centimètres, formé de deux valves en bois dans lequel pénètre à frottements une planchette percée de petits trous sur laquelle
les pipettes sont fixées parallèlement au moyen de caoutchoucs. Deux taquets de la valve qui se referme sur la première rendent la planchette ahsolument immobile ; on peut encore garnir avec du coton. Une manette permet de porter cette boîte.
2^ Procédé de Miquel. — Dès 1879, Miquel a préconisé la a méthode du fractionnement dans le bouillon » basée sur la dilution de l'eau à analyser dans un volume connu d'eau stérilisée, pour arriver à n'ensemencer qu'un seul microbe en faisant tomber une grosse goutte du mélange dans chaque ballon de bouillon.
C'est surtout pour cette méthode que les modes de puisage, de transport, etc., décrits plus haut sont utiles.
Miquel voudrait que les analyses d'eau soient faites par tous les bactériologistes dans un bouillon invariable et il propose le suivant :
Peptone Cbapoteaut 20 grammes.
Sel marin 5 —
Cendres de bois 0 gr. 10.
Eau ordinaire 1000 grammes.
La dilution de Teau se fait dans des matras Pasteur à fond plat d'une capacité variant de 30 centimètres cubes à 2 litres, qui sont à moitié remplis dun volume connu d'eau distillée. On ajoute le volume nécessaire de l'eau à analyser et on agite vivement. On prélève le mélange avec des pipettes jaugées et stérilisées (fig. 214) donnant à peu près 25 gouttes au gramme.
La distribution se fait dans 36 ballons de bouillon, à la dose de 1 goutte dans 18 ballons et 2 gouttes dans les 18 autres. On ensemence de même 36 ballons avec les mêmes doses d'une dilution deux fois plus forte. Les 72 ballons sont mis à Tétuve à-f- 3o^ pendant quinze jours. On compte alors les ballons troubles et on fait la numération. Pour que l'analyse soit bonne, c'està-dire pour que, selon toutes les probabilités, la goutte ensemencée n'ait contenu qu'un seul microbe, il ne faut pas.
d'après Miquel, plus de 30 ballons troubles pour 100, soit 2t sur 72 ; s'il y en a davantage, la dilution n*était pas assez forte.
Une analyse d'eau peut, d'après Miquel, être mise en train en 20 minutes par ce procédé.
Supposons que 108 gouttes d'eau aient été ensemencées dans 72 ballons (36 ayant reçu 1 goutte, et 36 2 gouttes ; la goutte valant --^ de centimètre cube). La dilution était à 1/1000. Supposons que IG ballons se soient troublés en quinze jours : 108 gouttes d'eau à -—j- renfermaient 16 microbes ; 108 gouttes représentent 4^,3 environ ; 4*«,3 de la dilution renferment donc 16 microbes ; l'eau à analyser en contenait 1000 fois plus, soit 16 000. Un centimètre cube en contenait 4,3 moins, c'est-à-dire 3 651,162 environ. L'eau à analyser possédait 3 651,162 microbes par litre.
Appelons G le nombre de gouttes ensemencées, N le nombre des ballons troubles, T le litre de la solution, en supposant 25 gouttes au centimètre cube. Appelons Q le
Fig. 214.
Pipettes jaugées et slénlisées dans des tubes à essai.
quotient -rr-> on a la formule générale :
-—• xT = X microbes par centimètre cube, x x i 000 = le nombre des microbes par litre.
3^ Procédé de H. FoL — 11 est plus compliqué que celui de MiuuEL, sans avoir sur lui d'avantages marqués.
La dilution, au lieu d'être faite dans de l'eau stérilisée, s'opère d'emblée dans le bouillon nutritif qui est à son tour reparti en ballons.
Nous renvoyons ceux qui désireraient connaître les appareils de H. Fol à son travail des Archives des sciences physiques et
naturelles de Genève (1884). Nous déconseillons cet outillage compliqué .
C) Analyse par cultures sur milieux solides
Le grand avantage de la méthode des cultures sur milieux solides est de bien isoler chaque élément microbien qui donne une colonie séparée ; la numération est ainsi plus exacte. Cette exactitude n'est cependant qu'apparente, car nombre de microbes qui auraient pullulé en bouillon ne végètent pas sur gélatine : aussi l'analyse d'une eau sur milieux solides donnet-elle des chiffres toujours inférieurs à ceux de l'analyse de cette même eau en milieux liquides, malgré la possibilité d'introduire deux microbes dans le même ballon de bouillon. La méthode des milieux solides permet une analyse qualitative sommaire par l'examen de la forme des colonies. Nous savons déjà que Kogh en fut l'inventeur.
1^ Cultures sur plaques de gélatine ensemenoée liquide.
— C'est le procédé primitif de Koch plus ou moins modifié. Il n'a rien de spécial. Nous renvoyons pour le manuel opératoire au chapitre v où nous avons déjà décrit la façon de faire une culture sur plaque de gélatine (page 171). Il suflira de mettre dans chaque tube de gélatine une quantité connue de l'eau à analyser plus ou moins diluée suivant les cas. Le nombre de colonies développées donnera le nombre des microbes contenus dans la quantité d'eau ensemencée.
La plaque de Koch peut naturellement être remplacée par le tube d'Esmarchy la boite de Pétri ^ et tous les autres appareils perfectionnés décrits au chapitre v. Lorsque nous employons la gélatine, nous nous servons de ballons en entonnoir renversé, à large fond plat, à petit orifice (fig. 23) dans lesquels la gélatine est stérilisée.' On verse une quantité d'eau connue dans la
* RiBTâCH (1890) fait ses analyses sur gélatine en répartissant cellesci dans des godets de verre très analogues aux boites de Pétri et qui sont antérieurs à la découverte de Pbtri, puisque Nicati et Rietsch les ont décrits en 1885.
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gélatine liquide, on agite et oq laisse prendre le milieu qui s'étale en couche mince sur le fond. On peut noter, par des points à Tencre, sur la face inférieure du fond les colonies qui apparaissent. On peut aussi décalquer le fond sur des ronds de papier où on dessine jour par jour les colonies à mesure qu'elles apparaissent. On fera aisément la numération en plaçant sous la plaque une feuille quadrillée, ou en traçant à Fencre des lignes perpendiculaires qui formeront un quadrillé utile même très irrégulier. On comptera carré par carré. Ces quadrillés feront aussi des points de repère précieux.
Un inconvénient sérieux des cultures sur gélatine des microbes des eaux réside dans le grand nombre de colonies liquéfiantes qui en quelques jours envahissent toute la plaque et mélangent toutes les colonies. Pour y remédier on peut employer de la gélatine-gélose (page 111) ou la formule de Girard ; ces milieux liquéfient moins facilement. Voici la formule de Girard :
Eau iOOO grammes.
Gélatine blanche 40 —
Phosphate de soude 0 gr. 02.
On clarifie avec un blanc d'œuf, on fait bouillir, on filtre et on stérilise à+ US**.
G. Roux arrête le développement des colonies liquéfiantes à mesure qu'elles se forment en les vernissant avec du stérésol (de Berlioz) qui arrête le développement de la colonie sans diffuser sur toute la plaque de gélatine.
La boîte de Pétri ou le tube d'Esmarch sont plus commodes que le ballon conique pour aller puiser les colonies et les réen* semencer.
En mettant une très petite goutte d'eau dans chaque récipient de gélatine on peut éviter les dilutions. 11 suffît, en tout cas, d'opérer avec trois tubes de gélatine comme il a été dit page 174.
2^ Cultures sur plaques de gélatine ou de gélose, ensemencées symétriquement après solidification. — C'est le
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procédé (rArloing.M a surtout pour but d'éviter la contamina*) tion de la plaque par des germes étrangers à ceux de Teau à analyser. On laisse tomber en des points symétriques une série de gouttes d'eau sur la surface d'une plaque de gélatine ou de gélose solidifiée ; touie colonie développée en dehors des points ensemencés ne sera pas comptée dans la numération.
Fig. 213, Analyseur bactériologique (TArloing,
Ce procédé repose tout entier sur l'emploi d'un analyseur bactériologique spécial'. Cet appareil (flg. 215] consiste en une boîte rectangulaire en cuivre nickelé longue de 25 centhnètres sur 8<»%5 de largeur et 3*^", 5 de profondeur. Le couvercle est formé de deux lames de verre (5 et 6) mobiles autour de charnières fixées aux deux bords externes les plus étroits. Un intervalle de quelques millimètres sépare les deux lames et est occupé par un couvre-joints en métal (3) glissant sans frottement et présentant à son milieu un orifice étroit (T) entré
' Arloing, Appareil pour llaf^alyne baetérjûlogique des eai4Xj R^Yufi d'hygiène. 1M8. p. 475. . . . . 1
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deux languettes métalliques souples (a,a). Une plaque tie cuivre, de la dimension des plaques de verre quadrillées, est au fond de la boite, munie d une crémaillère qui est actionnée par le bouton (7). Quatre montants prismatiques (ce) servent à maintenir la plaque de verre. L'index (8) sert à mesurer Tavancement de la plaque; deux crans du bouton (7) font avancer la crémaillère de 1 centimètre. A une des extrémités de la boîte est une forte plaque de cuivre munie d'une coulisse; elle porte la tige (2), destinée à tenir la pipette, et une crémaillère actionnée par le bouton (9). Cette seconde crémaillère se meut perpendiculairement à la première et sert à déplacer latéralement la pipette. La plaque de verre a i2 centimètres de long sur o centimètres de large ; elle est divisée en soixante carrés par un quadrillage. On stérilise la boite et on introduit la plaque chargée de gélatine solide par une petite porte opposée au bouton (9). La pipette (4) qui contient l'eau à analyser est fixée à la tige (2) et son extrémité effilée pénètre à frottement entre les tiges (a) dans le trou (Tj. Dès qu'une gputte est tombée au milieu d'un carré on tourne de deux crans le boulon (7) et on fait ainsi tomber une goutte au centre de cl^/mue carré. La première ligne ensemencée, on déplace latérAJ^ment la pipette, qui entraîne le couvre-joint (3), au moyen du bouton (9). On a ainsi une plaque quadrillée de gélatine ayant rerxi une goutte d'eau au centre de chaque carré.
G. Uoux a simplifié le procédé d'ARLOixG en se servant d'un petit appareil dans lequel la pipette est immobile, tandis que la plaque de gélatine se déplace circulairemenL
d'' Procédés approximatifs de MiqueL — Miquel décrit souS'Ce nom deux séries d'opérations approximatives qui peuwnt rendre des services.
Le principe est le suivant : faire végéter les colonies sur un papier nutritif imprégné de gelée de lichen qui, traité ensuite au bleu d'indigo, ne se colorera qu'au niveau des colonies. On trouvera tous les détails de la préparation de ce papier dans V Annuaire de Montsouris pour 1886, p. 519 et suivantes.
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Nous ne parlerons que du procédé le plus simple décrit en 1890. Le papier nutritif, taillé en reclangle et muni d'un fil suspenseur en platine, enveloppé de papier Joseph, est mis à Tautoclave pendant une heure â + 110<*. Au moment de l'analyse, on le suspend par le fil de platine dans une éprouvette bouchée à l'émeri. On le tare très exactement et on le plonge dans l'eau à analyser. En cinq minutes la gelée est gonflée, imhibée d'eau. On le remet dans l'éprouvette et on fait une seconde pesée qui donnera le poids de l'eau absorbée. Le tout est alors mis à l'étuve. Au bout de quinze jours, on retire le papier, on le dessèche bien + 45S et on le plongQ pendant quelques minutes dans une solution aqueuse d'alun cristallisé, pm& dans de l'eau pure. La gelée est alors plus mordante. On a préparé ou second bain colorant de la fa(;on suivante : 2 grammes d'indigotine cristallisée ont digéré pendant vingt> quatre heures dans 50 grammes d'acide sulfurique fumant ; on ajoute un litre d'eau; on neutralise. On trempe le papier dans ce second "bain ; il se colore tout entier, les colonies en plus foncé. On lave à l'eau et on met dans une solution de permanganate de potasse à y^ôU" pendant une demi-heure. La gelée de bleu est devenue violette, puis rose. On lave. On trempe dans une solution faible d'acide oxalique à 3 ou 5 p. 100. On lave. Les colonies tranchent en bleu sur le papier redevenu blanc. MiQUEL a reproduit ces feuilles dans V Annuaire de Montsouris pour 1886. L'indigo est une couleur très fixé : aussi, loin de se décolorer, ces feuilles se foncent-elles à. la lumière.
On compte les colonies bleues et on les rapporte à la quantité d'eau employée.
4» Numération des colonies par la photographie. — G. Roux a proposé d'enregistrer les colonies de la plaque de gélatine en appliquant celle-ci sur un papier sensible. La gélatine est répartie à la dose de 2 centimètres cubes dans de larges tubes à essai comme pour la méthode d'Esmarch. Après l'ensemencement, on couche les tubes horizontalement sur une planchette munie à ses deux extrémités d'encoches demicirculaires. La gélatine est donc en plaque plane et non enrou-
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lée. Lorsque les colonies ont apparu, on glisse sous Tenseinble des tubes un papier sensible au ferrocyanure de potassium et on met le tout à la lumière (pas trop vive pour éviter la fusion de la gélatine). Lorsque le papier est gris bleu, on le retire brusquement, on le lave à grande eau et on laisse sécher. Les plus petites colonies se détachent en blanc sur fond bleu. On répète cette opération tous les deux ou trois jours et on conserve tous ces documents datés.
. § 3. — Analyse qualitative
L'analyse qualitative, avons-nous dit, est le but vers lequel doit tendre le bactériologiste chargé d'examiner une eau au point de vue microbien. Il est plus important de savoir le nombre et le nom des espèces microbiennes contenues dans une eau que de calculer le nombre des individus non déterminés qui la souillent. Malheureusement, la classification des microbes, la détermination de Tespèce, se heurtent, comme nous l'avons développé dans Vlntroduction (p. 0), à des difAcultes presque insurmontables. Si on réfléchit, en outre, que nombre de microbes [B. tuberculeux. Gonocoque, etc.] ne poussent pas sur les milieux ordinairement employés pour les analyses d*eau, que beaucoup de microbes pathogènes nous sont totalement inconnus, on se rend compte de la prudence avec laquelle doivent être rédigées les conclusions d'une Analyse qualitative. Enfin l'analyse qualitative, n'ayant pas de technique fixe, mais exigeant de celui qui l'entreprend une foule de coa^ naissances non seulement en bactériologie pure, mais en physiologie, en chimie, en pathologie, etc., aura la valeur de celui qui Ta dirigée, bien différente en cela de l'analyse quantitative qui, suivant l'expression de Miquel, peut ôlre faite par un bon garçon de laboratoire.
L'idéal de l'analyse qualitative serait l'énumération de toutes les espèces contenues dans un échantillon d'eau; cette analyse qualitative générale suivrait donc forcément l'analyse quantitative qui aurait isolé les germes. On se contente an général
de Vanalffêe qualitative fpéciale^ o'est'-à-dire de rechercher si une eau contient tel microbe pathogène donné.
A) Analyse qualitative oéneralb
Une fois en possession des cultures pures des microbes d^une eau, on se servira, pour différencier les espèces, de tous les moyens qui sont à notre disposition et que nous avons étudiés au chapitre v : cultures successives, sur difîérents milieux, à différentes températures ; on fera Texamen macroscopique et microscopiquç, examen chimique des bouillons de culture, on inoculera aux animaux, etc. Nous n^avons pas à revenir sur ces méthodes. Toutes ces constatations épuisées, comment pourrat-on appliquer un nom à chaque espèce? Existe-t-il des tables dichotomiques qui puissent guider le microbiologiste et le conduire au nom de Fespèce par éliminations successives? Existet-il en un mot des ouvrages sur les flores microbiennes comparables à ceux qui traitent des flores végétales générales? Peuton déterminer les microbes d'une eau, comme les plantes d^une montagne ? Plusieurs auteurs ont tenté la description des microbes des eaux et la création de tables dichotomiques; ces publications rendront des services, à la condition expresse de se souvenir qu'elles n*ont rien d'absolu, que tous les caractères sur lesquels se basent leurs classifications sont trop variables pour que la détermination d'un microbe soit comparable à celle d'une plante plus élevée ; le microbe est situé trop bas dans l'échelle des êtres pour être aussi facilement individualisé (voy. Introduction). Nous renvoyons plus spécialement le lecteur aux ouvrages de Lustig*, Eisbnbbrg*, G. Roux ' pour la description des microbes habituels des eaux.
B) Analyse qualitative spéciale
Le problème devient plus abordable lorsqu'on demande au bactériologiste si un échantillon d*eau contient telle espèce
* LusTiG, ÙiagnosHca dei Ballet^ délie acque. Torino. 1890.
* EtSENBKiin,l?aA/mo/o.7t>cA« Dintfnontik (Hamburgund Leipiig,1691) •
* G. Roux, Loc. cit., ch. IX.
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microbienne connue. La plupart des microbes pathogènes ont été rencontrés dans Teau. Citons le Staphylococctis pyogenes aureus * (Ulmann), le Micrococcus cereus albm (Tils), le Micrococcus du clou de Biskra (Heydbnrbich) , le Coccus B. de Fontin^ le Bacillus anthracis^ (Poincarb), le Bacille du choléra des poules (Koch), le Bacillus muriseplicus (Koch), le Bacillus pyocyaneus (Tils), le Bacille delà tuberculose (Guinard), etc.
Les vases et par conséquent les eaux boueuses contiennent presque toujours des microbes anaero6t>« extrêmement dangereux, tels que le Vibrion septique (gangrène gazeuse), le Bacille de Nicolaïer (tétanos). G. Houx, Arloing, Lortkt, etc. les ont constamment trouvés dans la vase des galeries de filtration de la Compagnie des eaux de Lyon. Miqi'el les a rencontrés dans Teau de la Seine et de la Marne, Lortet dans Teau de la mer Morte. Nous avons déjà indiqué la façon de rechercher ces microbes (chapitre vi, page 210) : on emploie l'inoculation de la boue sous la peau du cobaye (O^MO par 100 grammes de poids vif environ). On laissera déposer ou on centrifugera l'eau pour avoir une concentration de ces microbes. On pourra aussi, mais avec plus de dillicultés, employer les méthodes d'isolement des anaérobies que nous avons décrites au chapitre vi.
Nous avons laissé pour la fin la recherche des microbes pathogènes qui se trouvent le plus fréquemment dans Teau, engendrant des épidémies dues incontestablement à Tingestion d'eaux contaminées : fièvre typhoïde, choléra. Ces deux questions sont d'une importance capitule et sont loin d'être complètement résolues à l'heure actuelle.
* J. COL'RMONT a vu que le Staphylocoque pyoyène pouvait vivre pendant plusieurs mois dans l'eau distillée [Slaphylococcie. Traité de médecine Brouardel, 181)5). C'est d'ailleurs dans l'eau de la Seine que Pasteur avait découvert, en 1880, un coccus pyogène.
* Les filaments ou spores du B. anthracis peuvent vivre dans l'eau jusqu'à 431 jours (Dubahry. Th. Pans. 1889). Karlinski les a vus au contraire disparaître dans l'eau en trois à cinq jours. {Loc. cit., 1889- 90.) Consulter le travail de Stk.vus et DruAnav : la vie des microbes pathogènes dans Veau (A. de méd. exp., 1889). où est indiquée la durée du pouvoir végétatif de (|uelques microbes (charbon, choléra, bacille typhique, pus vert, érysipèlei dans des eaux différentes.
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!"> Fièvre typhoïde. Recherche du B. d'Eherth et d« Colihacille dans les eaux. — Le rôle de Teau dans la propagation de la fièvre typhoïde est trop solidement établi pour que nous fassions autre chose ici que rappeler ce principe. La fièvre typhoïde étant causée par un microbe des mieux connus, le Bacille d'Eberth (Eberth, Gapfky, Chantbmesse et Widal), il semble très simple au premier abord de savoir si une eau est typhogène ; il suflirait pour se prononcer de constater Tabsence ou la présence de ce microbe dans un échantillon de celle-ci. Il en était ainsi il y a quinze ans. Dès qu'une épidémie de fièvre typhoïde surgissait dans une ville, dans une maison, on recherchait Teau de boisson consommée, on analysait celleci et la culture y décelait le Bacille d*Eherih (Brouakdei., Thoi- NOT, Ghantbmsssb, etc).
Malheureusement, les choses n*étaient pas aussi simples. 11 existe dans l'intestin de Thomme et de la plupart des animaux, et par conséquent dans toutes les eaux souillées de matières fécales, un bacille, très voisin du B. dEherth ; c'est le Colibacille j décrit par Escherich sous le nom de Bacillm coli communis (voy.p. 668). Jusqu^en 1889, ce microbe était considéré comme un vulgaire saprophyte, hôte banal de l'intestin ; on croyait aussi pouvoir le distinguer facilement du B. d'Eberlh. C'est ici que se placent les travaux de Rouet et G. Roux, de Lyon^ (les auteurs commencèrent par démontrer que les caractères distinctifs de ces deux microbes, considérés jiisqucn J8S9 comme suilisants, ne permettaient pas la diagnose ; que les cultures du J3. d'Eberth, obtenues si fréquemment par l'ensemencement d'eaux suspectes, étaient toujours ou presque toujours des cultures de Colibacille, Il ne faut pas oublier qu'à cette époque on distinguait le B. d'Ebej'thdvL Colibacille par les seuls caractères macroscopiques des colonies sur gélatine et surtout sur pomme de terre, caractères secondaires et variables qui ne pouvaient compenser les nombreux
* RoDET et Roux, Soc. de Biologie et Soc. des sciences médicales de Lyon. 1889, 1890, etc. et Arch. de médecine expérimentale ^89i, p. H17.
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points de ressemblance des deux microbes* Continuant leurs travaux, H0O8T et G. Houx montrèrent que le B. (TBbërth de se rencontrait presque jamais dans Teau (méthodes antérieures à 4889)^ qu'il' périssait d'ailleurs rapidement, même dans du liquide de fosse d'aisances filtré S qu'on ne le trouvait presque jamais (en 1889) dans les selles des typhiques. Ils montrèrent tn outre que le Colibacille est non Un saprophyte, mais bien un microbe pathogène (Laruelle, Tavel, Rodbt, etc.). Leur conclusion fut que le B, d*Eberth n'était qu'une variété de Colibacillei variété moins résistante, ayant perdu une partie de ses propriétés, à la suite de la pénétration du Colibacille dans le corps des typhiques î le type du B. d*Bberth s'obtiendrait seulement en ensemençant le suc de là rate des typhiques. Sous des influences encore mystérieuses, le Colibacille deviendrait typhogène et se transformerait en B. d'Eberth.
Cette théorie des auteurs lyonnais a soulevé d*ardentes polémiques et occasionné un nombre incroyable de publications apportant des arguments tantôt favorables, tantôt cotttraires. N'eût-elle eu qtoe le mérite de susciter un pareil nombre de travaux intéressants, la théorie de Hoobt et G. Roux aurait sa place marquée dans la science. A partir de ce moment, la Colibacillose a été créée de toutes pièces ; le Colibacille s'est élevé du rang de vulgaire saprophyte à celui de bacille pathogène chargé de nombreux méfaits. A partir de ce moment, des caractères importants de difl'érenciation ont été cherchés et découverts : fermentation de la lactose, coagulation du lait par le Colibùcille (Chantemesse et Widal, Peroeéx, DUBiBr) agglutination par le sérum des typhiques, etc.
Actuellement la question est jugée. Les expériences de RoDET et G. Roux étaient très remarquables pour l'époque (1889) où elles ont été publiées. Les réserves faites par ces auteurs étaient, alors^ justiflées. Botaniquement, ils avaient raison. Mais, au point de vue pathologique, à la suite des travaux précisément suscités par eux, le doute n'est plus permis. Le
* Vallrt, Le Bacillu9 coli dans ses rapports avec le tiacille d*Eberih, Th. Lyon, 1892.
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B. typhiquci bien que très roisln du Colibacille, et ayant probablement Une origine ahcestrale commune» est actuellement adapté ; c'est un microbe pathogène spécifiqucy qu'il faut séparer avec soin du Colibacille. La tâche est souvent diiiicile, mais cela ne modifie pas les résultats qu'on est en droit d'en attendre. Il y à une Eberthose produite uniquement par le B. d'Ëberth et dont la fièvre typhoïde est le type ; il y a, à côté) une Colibacillose causée par le Colibacille, hôte habituellement inofTensif de notre intestin et de celui des animaux.
Que conclure de la grande difficulté, qui est trop certaine, d'isoler le B. d'Bberih des eaux typhogènes, surtout (et c'est le cas habituel) lorsqu'il y est mélangé avec du Colibacille, au point de vue spécial de l'analyse des eaux ? Que répondre à l'hygiéniste qui demande si une eau doit être rejetée comme typhogène.
Trois cas peuvent se présenter ; 1*» Teau ne contient ni Colibacilles ni Bacilles typhiques ; elle est déclarée potable (à ce point de vue spécial) ; 2° l'eau contient des Bacilles typhiques avec (presque toujours) ou sans Colibacilles : elle est déclarée typhogène ; 3«> l'eau ne contient pas (par les procédés habituels) de Bacilles typkiques, mais des Colibacilles. Ce cas est le plus embarrassant. J'estime qu'il faut impitoyablement rejeter comme dangereuse une eau contenant des Colibacilles en quantité notable ; elle a été souillée de matières fécales, elle est plus que suspecte. Mais on ne rejettera pas d'emblée une eau parce qu'elle contiendra quelques individus reconnus comme des Colibacilles, car presque toutes les eaux peuvent en offrir des échantillons. Néanmoins, cette eau sera suspecte et à surveiller de très près ; si on continue à y rencontrer des Colibacilles, elle sera considérée comme dangereuse ou pouvant le devenir. Il faut être beaucoup plus sévère qu'on ne l'était il y a quelques années. Une eau contenant des Colibacilles exige au moins des réparations des conduites pour retrouver le point où elle se contamine de manières fécales.
Avant de passer à la technique de la recherche de ces deux
microbes dans les eaux, mettons en regard leurs principaux caractères distinctifs, considérés (ia?» des cas types.
COUB.VCILLE.
Bâtonnets cylindriques très polymorphes.
Pseudo-spores. Spores inconnues.
Mobile. Cils moins nombreux, plus difficiles à colorer.
Décoloré par le Gram.
Aérobie facultatif.
Température maxima pour la culture = 46«.
Colonies sur gélatine opaques, circulaires ou transparentes, dentelées, en glacier.
Gélatine pas liquéfiée.
Colonies sur pommes de terre épaisses, jaunâtres ou minces
. et vernissées, presque invisibles.
Végétation très intense sur gélatine touraillon.
Culture en bouillon lactose et coloré en bleu par la teinture de tournesol, passe rapidement au rouge et entendre des gaz.
Réaction de l'indol.
Coagule le lait.
Non agglutiné à faible dose par sérums des typhiques
Bacille d'Ederth.
Bâtonnets cylindriques très polymorphes.
Pseudo-spores. Spores inconnues.
Plus mobile. Cils plus nombreux et plus faciles à colorer.
Décoloré par le Gram.
Aérobie facultatif.
Température maximapourlaculture = 43«,o.
Colonies sur gélatine transparentes, dentelées, en glacier.
Gélatine pas liquéfiée.
Colonies sur pommes de tene, minces, presque invisibles, vernissées.
Végétation peu intense sur gélatine touraillon.
Le bouillon lactose et tournesol»
reste bleu, et engendre rarement des gaz.
Réaction de l'indol exceptionnelle.
Ne coagule pas le lait.
Agglutiné par les sérums de typhiques au moins au bout de quelques générations artificielles (voy. p. 244).
Le Colibacille et leB. d'Eberth seront d'ailleurs décrits dans k Deuxième partie (Ghap. x et xi).
On peut faire une analyse quantitative de l'eau et, prenant un à un les échantillons, essayer de les caractériser par la recherche des caractères ci-dessus énoncés. Il vaut mieux s'adresser à des procédés qui rendent inutile la première opération d'isolement de tous les microbes d'une eau.
Les différents procédés (ils sont innombrables) reposent
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sur une des propriétés fondamentales du B. d*Eberth. Beaucoup sont mixtes.
A. Procédés a l'acide phiEnique. — G*est Chantemesse et WiDAL qui ont découvert la résistance du Colibacille et du B. d'Eberth à Tacide phénique (1887).
a. Procédé de Chantemesse el Widal. — On ajoute 4 à 5 gouttes d'une solution d acide phénique à 1/20 par 10 centimètres cubes de gélatine; on coule en tubes. On fait des cultures en boîtes de Pétri ou en tubes d'Esmarch. L'acide phénique fait une sélection ; la plupart des microbes autres que le B. d^Ebertk et le Colibacille ne végètent pas.
b. Procédé de Vincent (1890) — Vincent a combiné l'acide phénique et l'action de la température (voy. plus loin). Il prépare une série de ballons contenant 10 centimètres cubes de bouillon et 5 gouttes d*une solution phéniquée à 5 p. 100. Ces ballons sont ensemencés avec 5 ou 10 gouttes de l'eau à analyser et placés dans l'étuve à + 42**. Les ballons qui se sont troublés au bout de douze heures sont réensemencés en bouillon phénique et ces cultures de deuxième passage soumises aux manipulations nécessaires à la diagnose.
G. Roux fait justement remarquer que le B. subtilis et le B. mesentericus vulgatus résistent bien à lacide phénique et poussent à la température de -|- 42**. Mais il est impossible de les confondre avec le B. coliou le B. dEberth, car ils poussent en voile épais à la surface. Il faut savoir aussi qnele B.d'Eberth, cultivé en bouillon phénique, est devenu à peu près immobile et très court.
c. Procédé de Peré(1891). — Péré se sert aussi de l'acide phénique ; mais au lieu d'ensemencer Teau en petites quantités dans un bouillon phénique, il transforme un certain volume de l'eau en un milieu nutritif et phénique. De cette façon le Colibacille et le B. d'Eberth ne peuvent échapper.
On met dans un matras stérilisé d'un litre : 150 centimètres cubes de bouillon peptoné, 6 à 700 centimètres cubes de l'eau k analyser, et 20 centimètres cubes d'une solution phéniquée à 5 p. 100. On répartit le tout dans dix ballons stérilisés, et
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on porle ceut-ci à une température qui peut varier entre + 32» et + 36^ à + Si® en moyenne. Le trouble ne se produira pas ou se produira d'autant plus rapidement que la pollution est plus forte (doUie à trente heures). Dès que le trouble est évident^ on prélève de la semence pour fertiliser du bouillon normal et du bouillon phéniqué. On fait ainsi trois passages en bouillon phéniqué pour avoir le Colibacille à Tétat de pureté, car les autres espèces périssent pendant ces passages, d. Procédé dé Pariêtti^* — Se basant sur ce fait qu'une forte dose de semence de Bacille typhique peut triompher d'une solution phéniquée qui stérilise une petite quantité de culture, Parietti prépare des tubes de bouillon de 10 centimètres cubes dans lesquels il ajoute 3, 6 et 9 gouttes (chaque goutte équivalant à un trentième de centimètre cube) d'une solution préparée d'avance ainsi composée :
Acide phéniqué 5 grammes.
Acide chlorhydrique 4 —
Eua distillée 100 —
Ces tubes sont ensemencés par série avec une, deux, trois, etc., gouttes de Teau à analyser. Les eaux sans bacilles typhiques ne troublent au bout de quarante-huit heures que les bouillons renfermant peu d'acide phéniqué et beaucoup d'eau. Au contraire le Colibacille ou le B. dBberth amènent un trouble en vingt-quatre heures.
B. Procédé par la température. — C'est le procédé de Rodbt*. Il repose sur la possibilité de la végétation du B. d'Bberth et du Colibacille à + 45<>, température à laquelle ne poussent pas la grande majorité des microbes des selles et des eaux. On ensemence largement, avec l'eau à analyser, quatre ou cinq ballons de bouillon qu on place dans une éluve à + 44^,5 ou + 45^. Au bout de quarante-huit heures, les ballons sont retirés
* Parietti, Méthode de recherche du bacille typhique dans les eaux potables, Rivista d'igiene. t. 1, n» U.
* UoDET, Importance de la température dans la détermination du Bacille typhique. Soc. de Biologie. 29 juin. 1889.
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et examinés. S'ils sont tous restés limpides (ou Qe tient pas compte des moisissures qui végètent bien à cette température mais ne peuvent en imposer pour des cultures microbiennes), l'analyse est terminée, Feau ne contenait ni Colibacille ni B. d'Eberth, Si les ballons sont troubles et que Fexamen dénote des bacilles, on s'adresse à la série des procédés pour la diagnose des deux microbes. Un ensemencement simultané sur gélatine phéniquée indique approximativement l{i richesse de Teau en Colibacillei, s'ils existent. Nous préconisons beaucoup le procédé de RoDRT, qui a le mérite d'une très grande rapidité et d'une simplicité parfaite, surtout d^ns les cas ou les eaux ne contiennent ni Colibacilles ni B. (VEberth, On l'améliorerait en ensemençant une eau concentrée (centrifugation, flitration. etc.).
C. Procèdes par cultures sur gélatines spéciales. — Nous avons indiqué (page 106) la composition de Xa gélatine (VEhner. Nous en reparlerons à propos du diagnostic de la fièvre typhoïde (page 652). Rbmlinger et Schneidfr auraient isolé le B. d'Bberth, huit fois sur trente-six échantillons, examinés par ce procédé. Nous verrons (p. 653) qu'il ne permet pas de distinguer suffisamment le Colibacille du B. d'Eberth.
Nous avons aussi donné la composition de la gélatine de Piorkowshy (page 106).
On utilise ces gélatines, comme pour faire une analyse d'eau ordinaire. Ce sont de mauvais procédés.
11 y a encore la gélatine compliquée décrite par Rbmy, en 1900 (Annales Pasteur).
D. Procédés utilisant les milieux colorés. — a. Nous connaissons la p^iafinc colorée de iVœ^/g'tfraf A (page 107), sur laquelle le B. d'Eberth pousse violet-évôque. Sur gélose fuchsinée de Gamr (page 108) les colonies du Colibacille ont une teinte rouge, voisine de celle des colonies du B. d'Eberth, Il y a encore la gélose lactosée et colorée à la rubine de liamond (page 108) qui se colore en rouge à la moindre trace d'acidité, c'est-à-dire donnant dos colonies rouges de Colibacille,
Ces milieux ne sont plus employés. Ils n'ont aucun avantage lur le bouillon laetosé et toumesolé et no servent, après
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tout, qu'à clifTérencier des cultures déjà isolées. Il n'en e^ pas de même du procédé suivant, qui a eu son heure de vogue.
b. Procédé au Neutral-Roth. — Rothbbrger (1898) a préconisé le milieu suivant :
On fait bouillir 125 grammes de viande de bœuf dans 500 centimètres cubes d'eau, et on ramène à 500 centimètres cubes. On filtre et on ajoute :
Peptone Durrcsne 10 grammes.
Sel marin 10 —
Glucose :i gK. 50
Oit fait bouillir. On laisse refroidir. On ajoute :
Sol. aq. de Neutral-Roth à 5 p. 100 . . . 5 cent, cubes.
On stérilise et on répartit en tubes.
Le Colibacille fait virer le milieu au jaune canari avec fluo> rescence verte; le B, d*Eberth ne modifie pas le rouge.
Voici les conclusions de Savage (1901) : Le Colibacille seul donne toujours une réaction positive en vingt-quatre ou quarante-huit heures. Le B. d'Eberth seul donne toujours une réaction négative (sauf après soixante-douze heures). Les mélanges de ces deux microbes ne donnent pas toujours une réaction positive en quarante-huit heures. En somme : pour les cultures isolées, les résultats ne sont pas meilleurs que ceux du bouillon lactose et tournesolé ; pour les mélanges les résultats sont inférieurs.
Nous estimons que ce procédé, employé pour spécifier une culture déjà isolée est souvent supérieur au bouillon lactose et tournesolé.
E. Procédés utilisant la concentration. — Ces procédés reposent sur le principe qu'il faut soumettre à l'analyse de grandes quantités d'eau pour y déceler le B. dEberth, Déjà, PÉRÉ (page 411) avait ouvert la voie. Loir avait filtré Teau à travers une bougie Ghamberland et filtré le résidu.
On peut s'adresser à la précipitation, à la centrifugation, à la filtration.
a. Procédé de Vallet (1901). — L'auteur concentre les mi-
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crobes de Teau par le procédé suivant. Il commence par obtenir un précipité en ajoutant, par 20 centimètres cubes d*eau, quatre gouttes d'une solution saturée et stérilisée d'hyposulflte de soude et quatre gouttes d'une solution saturée et stérilisée d'azotate de plomb. Le précipité entraîne les microbes. On centrifuge. On décante. On redissout le dépôt en ajoutant goutte à goutte de la solution primitive d'hyposulflte de soude. Ces réactions n*ont aucune influence antiseptique. On répartit le liquide obtenu à raison de deux à quatre gouttes dans des tubes contenant 10 centimètres cubes de gélatine (TElsner modifiée par Grimbert (page 106), qu'on étale en boîtes de Pétri.
Le Colibacille pousse en trente-six heures, le B. dEberth en trois ou quatre jours. On distinguera les colonies par les procédés ordinaires.
Ce procédé n'a que Tavantage de la concentration. Le reste de la technique est banal et offre tous les inconvénients déjà connus.
b. Procédé de Bcrdas (1901). — Une bougie filtrante plonge dans le récipient d'eau à épuiser, la tétine en haut. Celle-ci est raccordée à une trompe à eau qui fait aspiration. Lorsque toute l'eau a été filtrée, on lave la crasse de la bougie dans quelques centimètres cubes d'eau stérilisée, et on ensemence d'après une quelconque des méthodes connues.
En somme : ces procédés de concentration ne peuvent être que le prélude de l'emploi d'une méthode quelconque. Ce sont de simples adjuvants, mais excellents.
F. Procédés utilisant le rajeunissement préalable. — Faire végéter d'abord les quelques individus de B. d'Eberth que peut contenir une eau, et n'opérer l'isolement qu'ensuite. Le but est le môme qu'avec la concentration, mais est obtenu par une pullulation. On peut d'ailleurs combiner les deux procédés.
Procédés de Chanlemesse (1901). — Chantemesse attribue l'échec dès anciens procédés au fait que le B. d'Êbérth, obligé de s'adapter à un milieu défavorable (leau), mélangé a d'autres microbes plus ou moins nocifs pour lui, est recherché avec ses caractères saprophytes. II conseille de lui rendre d'abord sa
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forre, sa jeunesse et les caractères que nous lui connaissons. Ce n'est que le B. (TEberih rajeuni qu'il faut tenter désoler. Voici la technique.
Faire porter l'examen sur 6 litres d'eau. Ces 6 litres sont filtrés sur bougie Ghamberland. On lave cette bougie dans 200 centimètres cubes d'eau stérile renfermant 3 p. iOO de peptone Dufresne. On met à l'étuve à 4- 37° dans un bocal à large goulot, fermé par un bouchon de caoutchouc percé de quatre trous, par où pénètrent : i** une petite bougie poreuse filtrante, 2^ un tube de verre, muni d'un tampon 4e ouate, plongeant jusqu^au fond du liquide, pour le barbotage conti> nuel de l'air ; 3» un tube de verre pour aspiration ; 4^ un tube de verre communiquant avec un vase rempli d'une peptone stérile à 3 p. 400. On fait constamment l'aspiration ; l'air rentre et barbotte par le tube 2. On aspire, toutes les six ou douze heures, par le tube 4 à travers la bougie, le liquide usé chargé des produits solubles. Le tube 4 remplace à mesure la quantité de liquide enlevée. Lorsque la culture est bien développée, on la centrifuge, on abandonne le culot. Avec le liquide de décantation (où les B' d'Ebertk très mobiles sont déjà isolés de beaucoup de microbes entraînés dans le culot), on ensemence le milieu de différenciation.
Ce dernier est formé d'eau peptonée à 3 p. iOO, additionnée de 2 p. 100 de gélose et portée trois quarts d'heure & 130^ à l'autoclave. Il doit être parfaitement neutre. Quelques minutes avant de l'utiliser, on lui ajoute l8»-,0îi d'acide phénique cristallisé par 1000 grammes. Pour cela, on fond la gélose à + 46<», et on verse, dans 50 grammes de celle-ci, 2«,i d*une solution d'acide phénique cristallisé à 1/40. La gélose est répartie en tubes (3 centimètres cubes par tube). On ensemence avec le fil de platine chargé du bouillon de décantation du centrifugeur ; le môme fil ensemence successivement quatre tubes (trempé trois fois pour douie tubes). Les tubes sont alors fondus à + 46'> (bain-marie) ; on roule la gélose et on renverse le tube rorifice en bas. La gélose vient sur le coton, mais il en reste une eouehp trèê tninoe sur les parois. On aniève la bour chon de ouate et le culot de gélose qui lui adhère. On lo ram-
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place par un bouchon de liège qui sort de la paraffine en fusion ; la gélose ne se desséchera pas. Mise à Fétuve à -|- 37<>. De la seizième à la dix-septième heure toutes les colonies de Colibacilles sont sorties : on les pointe à Tencre et on reporte les tubes à Tétuve. De la dix-huitième à la vingt-quatrième heure, sortent des colonies petites et qui le resteront. On les examine à la loupe. Les unes ont un centre foncé avec périphérie jaunâtre, ce sont des microcoques. Les autres ont la périphérie translucide; ce sont les colonies de D, d'Eberth,
On prélève une de ces dernières colonies (avec Taiguille de platine ou le micro-diérète de Cuantemessb) et on Tensemence en bouillon lactose et toumesolé qui doit rester bleu. On peut parfaire le diagnostic par Tagglutinabilité, avec les réserves faites page 244.
Cette méthode exige trois ou quatre jours. Elle est assez compliquée, mais a donné d'assez bons résultats à l'auteur. Elle a été imitée par Drygalski et Conraoi (1902).
L'auteur l'a simplifiée en 1902. La première partie de la technique est remplacée par la suivante : On ajoute à un litre d'eau suspecte, préalablement filtrée a travers un papier filtre, 30 grammes de peptone Dufresne neutralisée; on place le liquide à -|- 24^ pendant vingt heures; on filtre à nouveau s'il y a des grumeaux; on additionne de sérum antityphiquc; on laisse le dépôt se faire pendant deux heures ; on décante ; on filtre ; on ensemence les grumeaux du filtre sur gélose phéniquée, lactosée et tournesolée, etc. „. (>,«
Cette technique est plus simple ; elle néces- p^^océdé 'de Camsite, par contre, l'emploi d'un sérum antity- i^icr.
Phique. A,tubedEsniarcli.
B, bougie nUrantc— /, liquide nulrilir.
G. Procède de la culture filtrante. — C'est le procédé de Cambier, Cambier (1901) a proposé la méthode décrite page 168. Le B. d'Ebcrth seul pourrait traverser là bou-
PR^CIS DE DACTÈRIOLOGIE, l* édlt. 27
4i8 ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE l'eAU
ffie (flg. 216) et rcnsemencement, dans Tintérieur de celle-ci du produit de la flltration ou de la centrifugation d'une grande quantité d'eau, donnerait, à Textérieur de la bougie une culture pure de B. (TEberthy si celui-ci était présent. Biffi a vite montré que le Colibacille passait aussi bien que le B. d'Eberth. Il a proposé (méthode impossible en raison du grand nombre de variétés de Colibacilles, de ParacolibacilleSy etc.) d'introduire à rintérieur de la bougie un sérum agglutinant pour les CoU> bacilles, ce qui les empêcherait de passer. Gambier a reconnu que le Colibacille passe à travers la bougie si on emploie le bouillon ; il a, alors, préconisé le milieu suivant, qui entraverait, au maximum, la culture des autres microbes et favoriserait celle du B. d'Eberth :
Sol. aqueuse à 3 p. 100 de peptone Dufresne . 1 000 ce.
— à 1 p. 100 de soude caustique . . 80-120 ce.
— saturée ù froid de chlorure de so-
dium 80-120 ce.
Mélanger à froid après stérilisation préalable à + ^l^*-
Lesieur a repris ces recherches, dans mon laboratoire (1902). Voici ses conclusions • : « Le B. dEberth traverse toujours et rapidement les parois des petites bougies Ghamberland F. Le Colibacille (même en milieu de Cambier) les traverse aussi le plus souvent, et presque dans le même temps. Cependant, quelques échantillons ne les traversent pas. 11 n'est donc pas toujours possible de séparer, à coup sûr, l'une de l'autre ces deux espèces parla méthode de Gambier ». On a vu (page 169) que beaucoup de microbes traversant les bougies. En somme : le procédé de Gambier sera employé au même titre que ceux de Rodet ou autres qui isolent surtout le B. d^Eberth et le Colibacille des autres microbes, bien plus que ces deux espèces entre elles. 11 peut cependant être l'origine de procédés le second perfectionnés très précieux.
H. Procédé utilisant le sérum a^glutlnant. — Nous avons
• Lbsiiur, Sur la valeur du procédé de Cambier. Journal de Physiologie et de Pathologie générale, juillet 1902.
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déjà VU le sérum antityphique agglutinant être employé dans procédé de Ghantembsse (p. 417).
Procédé de Vindelbandt (1902). — L'auteur utilise le sérum d'un lapin immunisé, à pouvoir agglutinatif supérieur à 1 p. 10000. On met à Tétuve des ballons de bouillon ensemencés avec une grande quantité de l'eau suspecte. La culture développée, on Tagglutine avec le sérum. On centrifuge, on recueille le culot qu'on ensemence sur gélatine en bottes de Pétri. Ce sont en grande majorité des B. d'Ebertk qui se développent, entraînés qu'ils avaient été en flocons, grâce au sérum agglutinant. Cette méthode nous paraît peu pratique.
L Rbsuué. — En somme, tous ces procédés (nous recommandons la concentration préalable par fîltration) arrivent plus ou moins bien à isoler le B. d'Ebertk des eaux. Tous, en dernière analyse, arrivent à donner une culture qu'il importe de bien différencier. C'est toujours la présence du Colibacille et surtout des Paracolibacilles qui rend l'analyse incertaine.
Il faudra donc soumettre ces cultures aux procédés les plus perfectionnés de différenciation entre ces microbes si voisins. Rappelons-les :
i^ Culture en bouillon lactose et toumesolé (voy. page 641) ; le B. d'Eberth poussera bleu et le colibacille rouge. Wurtz préconise la gélose lactosée et toumesolée, préférable s'il y a un mélange. Culture en Neutral-roth (p. 414).
2^ Culture en lait ; le Colibacille seul le coagulera (fermentation de la lactose).
y Agglutination par un sérum de typhique ; le sérum d'un lyphique agglutinera le B, d^Eberth, à un taux donné ; il n'agglutinera pas, ou agglutinera à un taux bien inférieur les Colibacilles.
N'oublions pas, toutefois, les réserves si souvent faites, que certains Paracolibacilles peuvent ne pas avoir leurs réactions types et se rapprochent ainsi des B. d'Eberth, N'oublions pas non plus (voy. page 244) que beaucoup de B. d'Ebertky récemment isolés des eaux, ne sont pas agglutinables
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pendant les premières générations. Il est inutile de cacher les difficultés du problème.
2'^ Choléra asiatique. Recherche du Vibrion de Koch dans les eaux. — Le rôle de Teau dans la propagation du choléra est encore moins contestable, si c'est possible, que pour la fièvre typhoïde (Koch, Nicati et Hietsch, etc.). Le V. cholérique de Koch est aujourd'hui bien connu et universellement admis comme l'agent du choléra ; il semble donc que sa recherche dans les eaux suspectes doive trancher la question de savoir si une eau est cholérigène ou non. Les premières analyses d'eau, faites par Koch (dans l'Inde) et par les auteurs français, avaient semblé donner ce résultat schématique. Malheureusement, avec les progrès de la bactériologie la question s'est obscurcie ; elle a suivi une marche absolument parallèle à celle de la fièvre typhoïde, et nous allons nous trouver aux prises avec les mêmes hésitations que pour cette dernière an*eclion. H existe plusieurs variétés de Vibrions cholè' Tiques, et on a surtout trouvé, dans des eaux n'ayant jamais engendré le choléra, dans des selles d individus bien portants ou d'animaux sains, des vibrions bien difliciles à distinguer des véritables vibrions de Koch ; il existe des Vibrions pseudocholériques comme il existe des bacilles pseudo-typhiques (DuNBAR, Sanarelli, etc). 11 est plus difficile, à l'heure actuelle, d'affirmer dans une eau la présence du V. cholérique que celle du B. dEberth,
On se reportera au chapitre xir de la Deuxième partie pour l'étude des caractères du V, cholérique (p. 680).
A. Pour rechercher le Vibrion cholérique dans l'eau, on tentera d'abord l'isolement de tous les vibrions qui ont avec lui de grandes analogies. Pour cela on emploiera les procédés suivants :
a. Procédé de SchoUelius . — On ajoute à une dose assez forte de l'eau à examiner deux volumes de jus de viande stérilisé et on met le tout à l'étuve à + 38". Au bout de douze heures, les vibrions forment à la surface une pellicule très
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visible ; à ce moment la culture est à peu près pure. On prélève de la semence pour faire des passages.
b. Procédé de Koch. — On ensemence la solution peptonée çélatinée (voy. p. 89) et on prélève la pellicule formée au bout de douze heures. Il est bon d'ensemencer i50 centimètres cubes de l'eau suspecte.
c. Cultures sur plaques de gélaline (fig. 217). — On ensemence de la gélatine avec de
Teau à analyser et on l'étalé en tubes d'Esmarch ou en boîtes de Pétri (voy. p. ITS et 176).
Au bout de vingt-quatre heures à + 18° les colonies sont déjà visibles (petits points blanchâtres) et apparaissent à la loupe comme des petits disques granuleux (van Ermengem). Vers le troisième jour, le centre de la colonie commence à se liquéfier en forme de cupule au centre de laquelle est un noyau non liquéfié bien net le quatrième jour.
Les colonies qui ont cet aspect sont immédiatement examinées et repiquées.
L'analyse est terminée si ces différents procédés n'ont pas donné de cultures de vibrion. Sinon, il faut alors faire avec les cultures pures obtenues toute la série des réactions qui seront indiquées au chapitre xii (Deuxième partie).
d. Procédé de Chanlemesse {{^02). — C'est un procédé absolument identique à celui du même auteur pour la recherche du B. d'Eberth (page 417). La seule différence consiste à employer du sérum anticholérique, et à ensemencer non plus sur gélose lactosée, phéniquée et tournesolée, mais simplement sur gélatine.
Fig. 217.
V. cholérique. Aspect schéma tique des colonies sur plaques de gélatine, examinées de Jour en jour.
B. Voy. p. 691, les procédés de difTérenciation de ces vibrions.
Nota. — 11 va sans dire que la technique de l'analyse de Teau s'applique à l'analyse de tous les liquides, comme celle de l'analyse de la terre à tous les solides et celle de l'analyse de l'air à tous les gaz.
L'air contient beaacoup de microbes, mais est moins dangereux que Teau comme propagateur des épidémies ; son analyse bactériologique a moins d'importance.
§ 1. — Généralités
Résumons d'abord rapidement ce que Ton sait sur les microbes qui peuplent Tair. Énuméronsles espèces qu'on en a isolées.
10 Découverte des microbes de l'atmosphère. — L'opinion qui fait de l'air le réceptacle de germes causant des épidémies, remonte à Hippocrate. Pendant la grande épidémie de choléra qui désola l'Europe en 1847-48, un grand nombre de médecins accusèrent l'air de propager la maladie. Pendant l'épidémie de 1853-54, Thompson et Osborne remarquaient qu'un flacon d'eau distillée placé dans une chambre de cholériques se peuplait de nombreux microbes. Mais il faut arriver à Pasteur * pour trouver les premières expériences probantes sur l'existence des germes de l'air; c'était au cours de la mémorable campagne qu'il soutint contre les partisans de la génération spontanée.
La connaissance des germes de l'atmosphère a une grande
* Pasteur, Mémoire sur les corpuscules organisés qui existent dans V atmosphère, 1861.
importance en hygiène ; nous n'avons pas besoin de rappeler qu'elle a conduit aux découvertes de l'antisepsie et de Tasepsie en chirurgie.
20 Nombre et topographie des microbes de Tatmosphère. — Les microbes de ratmosphère sont très nombreux ; il suffit de laisser débouchés, dans un laboratoire, des récipients à milieux de culture pour voir ceux-ci se peupler rapidement. Dans la vie journalière, tous les liquides organiques se putréllent s'ils ne sont pas stérilisés et mis à l'abri du contact de Tair.
Le nombre des germes d'un mètre cube d'air est excessivement variable. On peut dire d'une façon générale que les microbes sont d'autant plus nombreux qu'on analyse un air plus rapproché d'une agglomération civilisée. Miquel* s'est attaché à cette question. Voici quelques-uns de ses chiffres :
Air de la rue de Rivoli. . . . 5 500 microbes par mètre cube.
— du parc de Montsouris. . 760 — —
— de la mairie du IV* arron-
dissemeut 462 — —
— du Panthéon (74 mètres). 28 — —
Dès qu'on pénètre dans une maison, dans une salle d'hôpital, le nombre des germes augmente dans la proportion de 1 à 8 ou à 12: dès qu'on s'élève en l'air, le nombre diminue très rapidement. On peut même dire qu'à tout prendre une très petite partie de l'atmosphère, celle qui enveloppe immédiatement la surface peuplée delà terre, contient des microbes en proportion notable. Une cour de THôtel-Dieu de Lyon contenait d884 microbes et 833 moisissures par mètre cube par une température de 5^ (Rossi) ^. Au contraire voici des chiffres provenant de lieux élevés et dus à de Freudenreich :
* MiQUEL, Organismes vivants de V atmosphère ^^9XÏs, 1883; Annuaire de l'Observatoire de Montsouris, passim.
' Rossi, Sur quelques numérations des bactéries de Vair dans les hôpitaux de Lyon» Th. Lyon, 1890.
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Nombre des bactéries dans 10 métrés cubes (10 000 litres).
Alpes bernoises (2 à 4 000 mètres) 0
Col du Théodule (3 350 mètres) 3,3
Lac de Thoune (560 mètres) 8
HOtel de Bellevue (560 mètres) 35
Glacier d'Aletsch (3 000 mètres) 10
L'air de la mer, loin des côtes, est aussi pur que celui des hauts sommets. De 1884 à 1886, Morrau et Miquel ont analysé 112 855 litres d*air marin, près ou loin des côtes, et n'ont trouvé que 102 microbes, soit i par mètre cube; il n'y avait pas un seul microbe dans 9980 litres filtrés en pleine mer. L'air est donc aseptique, dès qu'on s'éloigne des endroits habités. Gela est facile à comprendre, puisque les microbes tombent à terre, comme toute particule pesante, et que Tévaporation (même d'infusions putrides — Miquel) n'en entraîne aucun.
Il va sans dire que tous les chiffres précédents varient avec une foule de conditions. Les saisons ont une grosse influence. D'après Miquel, c'est en automne que l'atmosphère est le plus riche en germes (121 par mètre cube à Montsouris) et en hiver qu'il est le plus pourvu (53 par mètre cube). Les fortes chaleurs ensoleillées font beaucoup diminuer le nombre des germes de Tatmosphère. Le vent dissémine les germes ; soufflant d'une région chaude et humide, très peuplée, il apporte beaucoup de germes. Miquel a calculé qu'une masse d'air qui traverserait Paris, à raison de 4 mètres par minute, entraînerait 40 milliards de microbes par jour.
Dans les appartements Vagitation des poussières pollue l'air dans des proportions formidables. Miquel a vu que 1 gramme de poussière de son laboratoire contenait 750 000 germes^ et 1 gramme de celle d'un appartement de la rue Monge 2 100 000. Le précepte est donc sage qui substitue le lavage au balayage.
3<> Espèces miorobiennes rencontrées dans l'air. — En
principe, toutes les espèces microbiennes peuvent se rencontrer dans l'air, puisqu'il suffit d'agiter les poussières du sol pour infecter l'air ambiant. On trouvera dans l'ouvrage de Miquel
rénumération des principales espèces rencontrées dans Tair : If. tetragenuSf M, prodigiosus, Mycoderma aceti, B. subtUis, B. amylobacter, etc. On a trouvé dans les salles d'hôpital le Stapkylococcus pyogène, le Streptocoque pyogène et autres microbes de la suppuration, le H. tuberculeux de Kock, le Vibrion septique, le Microbe de la septicémie de Davaine, le Microbacterium agile, I^ Pneumocoque, etc.
Malgré la grande richesse de Tair en microbes* plus ou moins dangereux, la propagation des maladies par Tair est beaucoup moins à redouter que la propagation par Teau, par les aliments» en raison des appareils protecteurs de nos voies respiratoires, et de la grande dilution des germes. Cependant Miquel a vu que les crues bactériennes observées à Montsouris coïncidaient avec un accroissement de la mortalité à Paris ou plutôt le précédaient ; de même, dans les pays chauds, le minimum de mortalité est en été, au moment où le nombre des germes diminue. Il est vrai que cet accroissement microbien de Tair pourrait être parallèle à celui des maladies infectieuses sans en être la cause, les mêmes influences cosmiques agissant sur les microbes de Tair et sur ceux de l'organisme humain.
Le danger des poussières et par conséquent de Fair dépend de la résistance de chaque microbe à la dessiccation, à la lumière, etc. Citons un exemple : le B. tuberculeux résiste au moins cent cinquante jours (Cadeac et Malet), et probablement beaucoup plus, à la dessiccation dans les poussières.
§ 2. — Analyse quantitative
Pasteur a eu le premier Tidée de faire développer, dans du bouillon, les microbes d'un volume d'air déterminé filtré à travers du coton. Miquel, dès 1887, a obtenu une numération en fractionnant le bouillon ensemencé, comme il l'avait fait pour l'analyse quantitative de l'eau (page 397).
±^ Méthode du fractionnement en bouillon. Procédé de Miquel. — On fait barboter un volume d'air connu à l'aide d'un
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aspirateur^ dans une masse de bouillon contenue dans un ballon à trois tubulures (fig. 2i8). Le tube d'entrée de Tair plonge jusqu'au fond du bouillon ; le tube de sortie est garni d'un tampon d'ouate. L'opération terminée, on repousse le tampon de ouate dans le bouillon avec un fîl de platine flambé. On agite le flacon et on répartit le bouillon en un nombre de petits ballons assez grand pourqu'une bonne
Fig. âl8.
Malras barboleur de Miquel.
moitié ne se trouble pas. On porte les ballons à l*étuve, on compte les ballons troubles, et on calcule d'après le nombre des litres d'air qui ont barboté.
* On fera Vaspiration à l'aide d'une trompe quelconque (p. 31) ou avec deux flacons aspirateurs comme ceux représentés figure 219. La rapidité de l'écoulement est réglée par une pince de Bohème (c). Le volume d'eau écoulée étant connu, on saura le volume d'air aspiré. Lorsque le premier flacon (A) s'est vidé dans le flacon (B) on peut changer les flacons de position et noter simplement le nombre de changements des flacons opéré pendant un temps donné.
Le premier aéroscape employé fut
celui de PoucHET, en 1859. Le plus pratique est Vaéroscope à girouette
de MiQrEL.
Fig. 219.
Dispositif pour Taspiration de l'air.
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2"^ Méthode du passage de l'air sur gélatine solide. —
Cette méthode s'emploie de deux façons difTérentes : a. Procédé de Koch. — Koch (1881) a appliqué sa méthode de
Fig. 220.
Appareil de liesse pour cultiver les microbes de l'air.
cultures sur plaques à l'analyse de l'air en faisant passer un courant d'air sur une plaque do gélatine.
h. Procédé de Hesse. — Hesse* a perfectionné cette méthode (1884). Son appareil (fig. 220) consiste en un grand tube de
* Hesse, Uber quantitative Beslimmung der in (1er Luft enthallenem Mikrorganismen, Mittheilungen aus dem kaiserlichen Gesandheitsamte, il, p. 18â.
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verre (A) ouvert aux deux bouts, long de 70 centimètres, large de S"", 5. Une extrémité (a) est fermée par un capuchon de caoutchouc bien tendu percé d'un trou rond de 1 centimètre de diamètre ; l'autre est fermée par un bouchon de caoutchouc (6) laissant passer un tube de verre muni de deux tampons de ouate. On introduit 50 centimètres cubes de gélatine fondue dans le tube et on bouche Textrémité (a) avec un capuchon plein ; le tout est stérilisé à l'autoclave sous pression, Au refroidissement, on tourne le tube d'après la méthode d'Esmarch pour enrouler la gélatine en couche mince sur tout le pourtour. On met alors le tube horizontalement sur un pied, on enlève le second capuchon de caoutchouc, et on adapte un aspirateur (B, C) au tube (6). Il ne faut pas faire passer plus d'un litre d'air par trois minutes. L'expérience finie, on met le tube à + 22°, et on compte les colonies au bout de quelques jours.
Cet appareil est encombrant et la ^*^' ^-*-
gélatine se dessèche vite. Flacon à fjélatine
c. Procédé de Miquel (1895). — Un "^^ '^'^"^^•
vase conique, à deux tubulures (I)
et (f) (fig. 221) contient de la gélatine solidifiée. Une pointe de verre capillaire (A) traverse la gélatine; elle est enlevée au commencement de l'expérience. On aspire par {t) un volume d'air connu, qui traverse ainsi le petit tunnel de gélatine, et y abandonne ses germes. On ferme alors (f) avec un bouchon de liège flambé. On fond doucement la gélatine. On a ainsi, une plaque, comme en boîte de Pétri.
S^ Méthode de rensemenoement en gélatine fondue. —
Plusieurs procédés peuvent être utilisés : a. Procédé de Frankland. — Fkankland * fait passer un
* Frankland, The Uisiribution of microorganisrm in air^ Procee- (lings of the royal Society. Loudon, 18ë6.
volume d'air connu à travers un tube de verre (A, C) muni de deux bourres de soie de verre (B et B') (flg. 222). Puis, chaque bourre est introduite dans un flacon contenant de la gélatine fondue ; on agite et on étale d'après la méthode d'Esmarch. La dissociation de la soie de verre est très difûcile.
Fig. 22i.
Appareil de Frankland pour la captation des microbes de l'air.
L'air suil le Irajct A, B\ B, C.
Fig. 2i3.
Appareil de Pétri pour la
captation des microbes de
l'air.
L'air suit le Irajct a, 6, c, e, d, f,g, h.
b. Procédé de Pétri. — Pétri * filtre sur du sable blanc très fin. Dans un tube de verre de 9 centimètres de long sur 1«",5 à l'='»,8 de large, il dispose au moyen de culots en toile métallique
' Pétri, Eine neue Meihod Bactérien und Pilzsporen in der Luft nachzuweisen und zu zâhlen, Zeitsch. fur Hygiène. 1887. Historique très complet de la question.
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(&S 6^, b^, h^) deux amas de sable fin de 3 centimètres de longueur chacun (c* c*) (fîg. 223). Les deux extrémités sont.
Fig. 224. Fig. 225.
Tube de Miquel pour Tanalyse Tube de Salomonsen pour Tanabactériologique de l'air. lyse bactériologique de l'air.
bouchées avecun tampon d'ouate et Tappareil est stérilisé. Pour s'en servir, on enlève les deux tampons et on met en communication avec un aspirateur puissant (d, ^ g, h). On mêle ensuite
le sable à la gélatine fondue et on enroule celle-ci en tubes d'Esmarch. L'inconvénient de ce procédé réside surtout dans la résistance du sable au passage ie Tair.
0. Procédés de Miquel et de Salomonsen. — Miucel a remplacé le sable par des poudres solubles qui disparaissent dans la gélatine : sucre de canne ou sulfate de soude anhydre (déjà préconisé par A.
Gautier). Il recommande le tube de verre dessiné figure 224. Le tampon inférieur préserve des poussières extérieures. Le second soutient la poudre filtrante (8 à 10 centimètres) ; il est maintenu par Tétranglement (a). L'extrémité supérieure est bouchée par un capuchon rodé (6). On stérilise à + 1*^ pendant deux à trois heures. Ou enlève le capuchon (6) et on aspire de haut en bas.
Salomonsen emploie simplement un tube effilé (fig. 225).
d. Procédé de Stram et Wurtz. — Straus ^ préfère faire barboter Tair directement dans la gélatine fondue, comme Miquel dans le bouillon. L'appareil (fig. 226) se compose d'un tube de verre (A), très renflé à sa partie médiane , destiné à recevoir la gélatine. Un second tube (B) de petit calibre et finement effilé plonge dans le premier. Son renflement supérieur rodé (C) ferme hermétiquement le tube (A). Celui-ci porte latéralement une tubulure .(D) munie d*un étranglement pour retenir les bourres de coton. On met un tampon d'ouate à l'extrémité supérieure du tube (B), en (E). L'appareil stérilisé, on verse dans le tube (A) 10 centimètres
Fig. 226.
Appareil de Straus
et Wurtz pour
l'isolement des
microbes de l'air.
* Straus, Sur un procédé perfectionné d'analyse bactériologique de V air. Annales Pasteur, 1888.
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cubes de gélatine et une goutte d'huile stérilisée (pour empêcher ]a gélatine de mousser pendant le barbotage). Le tout est stérilisé àTautoclave à + H5® pendant quinze minutes.
On relie alors (D) à un aspirateur et on enlève la bourre (F). On tient l'appareil à la main pendant toute l'opération pour maintenir la gélatine liquide. On peut faire passer 50 litres en un quart d'heure. Le passage terminé, on remet une bourre en (F) , on souffle par (D) pour faire monter plusieurs fois la gélatine en (B). On enlève la bourre (F) et on pousse avec un fil de platine stérilisé la bourre (G) dans la gélatine. On replace la bourre (F) et on agite. On enroule la gélatine sur les parois du tube (A) d'après le procédé d'Esmarch.
4P Méthode du papier à la gelée de lichen. — Le courant d'air de l'aéroscope est reçu sur une feuille de papier recouverte d'une gelée de lichen (voir p. 403). A l'aide de ce procédé, MiQUEL est parvenu à enregistrer, pour les différentes heures du jour, les colonies microbiennes provenant d'un volume d'air déterminé. Le papier porte une graduation horaire et tourne par un mouvement de pendule. La gelée est ensuite regonflée dans une cloche pleine de vapeur d'eau, etc., comme il a été dit page 404 à propos des procédés approximatifs d'analyse de l'eau.
§ 3. — Analyse qualitative
Nous pouvons répéter ici pour l'analyse qualitative de l'air tout ce que nous avons dit pour celle de l'eau. On se servira des mêmes moyens de diagnose pour différencier les colonies isolées par l'analyse quantitative. On préférera alors la méthode de Frankland qui permet la filtration de grandes quantités d'air; l'aspiration peut fonctionner pendant plusieurs jours. On enlève alors les bourres et on les jette dans des tubes d'eau stérilisée qu'on agite en les maintenant à 0<». Cette eau et la bourre seront ensemencées dans de la gélatine fondue qu'on étalera en tubes d'Esmarch ou en boîtes de Pétri.
Si on connaissait mieux les milieux nutritifs qui conviennent
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plus spécialement à chaque espèce microbienne, on obtiendrait d'emblée des cultures en faisant passer un courant d'air sur une série de milieux. Il faudrait rechercher ces milieux spéciaux. Quelques exemples sont encourageants. G. Roux, voulant isoler le Champignon du muguet dans Tair des hôpitaux, réussit à obtenir des cultures pures en faisant passer de grandes quantités d air soit dans la solution acide de touraillon, soit sur de la carotte, du citron *. Chatix * a isolé directement le Streptocoque pyogène en faisant barboter de Fair dans une décoction acide de touraillon à 5 p. 100, milieu proposé par G. Roux, en 1889.
A la campagne, malgré la présence sur le sol de microbes pathogènes très dangereux [B. tétanique , V. Septique, etc.), on n'obtient, même avec 100 niétres cubes d'air, que des poussières non pathogènes. Les poussières des villes sont plus dangereuses.
* Vellat, Thèse Lyon 1892.
* Ghatin, Recherches des Streptocoques dans, l'air atmosphérique. Th. Lyon 1893. On y trouve toute la bibliographie de la recherche des microbes de Tair.
L'analyse bactériologique de la terre n'a pas une grande importance pratique, au moins pour le pathologiste ; aussi serons-nous bref à son sujet.
§ 1. — Généralités
L'intérêt de la question réside dans la connaissance de la distribution des microbes dans le sol et de leur rôle' au point de vue agricole.
±^ Nombre et distribution des microbes du sol. — La
surface du sol est souillée d^un nombre considérable de microbes provenant des poussières, des matières fécales, des organismes en décomposition, etc. Ces microbes se développent, en outre, sur place trouvant là un excellent terrain de culture. Leur abondance est donc toute naturelle surtout dans V humus. Citons quelques chiffres se rapportant à la couche superficielle.
Colline sablonneuse, aride, près de Turin (Mac-
GioRA) Mm
Sol voisin d'un égout à Paris (Duclaux) .... 64 000
Humus à Postdam (G. Fr^.nckel) 100 000
Jardin de l'Institut agronomique de Leipzig, argile (Adametz) 500 000
Terre irriguée à l'eau dégoût (MigiEL). .... 870000
Boue des rues de Turin (Maguiobâ) 78 000 000
Le nombre des bactéries diminue t^^s rapidement à mesure qu'on s'enfonce dans le sol, ainsi que Koch Favait soutenu dès 1881 ; à une certaine profondeur, les microbes font totalement défaut. Nous savons déjà (p. 375) que la nappe d'eau souterraine est privée de germes. Il va sans dire que les microbes aérobies disparaissent les premiers tandis que les anaérobies peuvent se rencontrer à d'assez grandes profondeurs. L'épaisseur du sol nécessaire à la ûltration parfaite est naturellement très variable suivant la nature du terrain» les fissures, etc. C. Fr.«nkbl s dans ses magistrales recherches sur les microbes du sol, a remarqué que cette diminution ne se faisait pas progressivement, mais brusquement vers l^jbO environ ; à 3 ou 4 mètres de profondeur les aérobies ont disparu. C. Fr.cxkkl a vu que le B. anthracvt ne se développe plus à 3 mètres de profondeur, tandis que le Vibrion cholérique vit à cette profondeur. Graxcher et Descbamps ont constaté que le B. d'Eberth ne dépasse pas 40 à 50 centimètres. Voici une expérience de Reimers (1889):
Terre de la surface d'un champ . . â 564 800 par cent. cube.
— à 2 mètres de profondeur
(argile) 23100 —
— à 3 mètres et demi (gravier) . 6 170 —
— à 4 mètres et demi (sable) . . 1 580 —
— à 6 mètres (grès) 0 —
2^ Espèces microbiennes trouvées dans la terre. —
Pasteur, le premier, a isolé du sol des espèces définies : le Vibrion septique et le B. anthracis. Nicolaïer y a trouvé le Bacille du tétanos, Macé et bien d'autres ont rencontré le Colibacille et le B. dÉberth, Yersix a isolé du sol le Bacille de la peste, Nous dirons un mot dans un instant des microbes de la fermentation et nitrificateurs. Le Vibrion butyrique (Mayenne), le Bacillus micoïdes, un grand nombre de moisissures ont été isolés. D'ailleurs on peut trouver dans le sol tous les microbes de l'air ou de l'eau.
* C. FRjENKEl, Unterstichungen iiber das Vorkommen von Mikroorganismen in verschiedenen Bodenschichten, Zeitsch. fur Hygiène, 1887.
GÉNÉRALITÉS
S^ Rôle des microbes du sol. — Les microbes pathogènes du sol sont les propagateurs d'un grand nombre de maladies infectieuses. 11 sutlit de rappeler Texistence des champs maudits de la Beauce où le charbon faisait, avant la vaccination, de si grands ravages dans les troupeaux qui y paissaient, grâce aux vers de terre qui apportaient à la surface les bacilles des cadavres charbonneux enfouis (Pasteur). On stiit que presque tous les cas de tétanos humain compliquent des plaies souillées de terre. L'impaludisme, la dysenterie, la fièvre jaune déciment les armées qui sont obligées de faire des tranchées, des mouvements de terrain (expédition de Madagascar). Le dessèchement des marais fait disparaître la malaria d'un pays**. Pour Pettkn- KOFEu les oscillations de la nappe souterraine ont une grande influence sur les épidémies : spécialement de choléra. La récente épidémie espagnole suivit des mouvements de terrain, etc., etc.
A côté du rôle pathogène des microbes du sol, nous devons signaler en quelques mots leur rôle botanique. Certains microbes saprophytes du sol offrent le plus haut intérêt, ce sont les agents nitrificateurs.
Le sol métamorphose les substances organiques : Teau qui a filtré à travers leur couche de terre, a perdu la majeure partie de son azote organique, de son ammoniaque pour se charger de nitrites et de nitrates. Ces nitrates fournissent Tazote à la plupart des végétaux qui l'assimilent ainsi. Dès 1887, Schloesixg et MuNTz, s'appuyant surtout sur le fait que cette transformation ne se produit pas si la terre du filtre a été stérilisée, supposèrent Texistence d'un ferment nitrificateur vivant, oxydant l'ammoniaque dans le sol. Winogradsky ^ a isolé et cultivé ces ferments. Le processus est double. Un petit coccus transforme d'abord l'ammoniaque en acide niireux. Celui-ci est, à son tour, transformé en acide nitrique par une petite bactérie. On voit
* On sait actuellement que le paludisme et la fièvre jaune se propagent par les moustiques et que le sol ne joue qu'un rôle indirect dans leur épidémiologie.
• WiNOGRADSKv, Recherches sur les organismes de la nitrificalion, Ann. Pasteur, 1890, etc.
le role immense joué par les microbes nitrifîcaleurs dans la préparation du sol à la végétation des plantes. C'est déjà un microbe du sol, le Microccm ureœ de Pasteur, qui avait, au préalable, transformé Turée en carbonate d'ammoniaque. Duclaux estime, en outre, que les microbes de la terre sont précieux à la germination des graines par les diastases qu'ils fabriquent.
Quelques plantes (petits pois, luzerne), au lieu d'emprunter l'azote aux nitrates, le prennent directement à l'atmosphère, mais grâce à des nodosités des racines (Hkllriegel et Wilfarth) dues à certains microbes (Laurent et Schlcesing fils, Winogradsky).
Certains micpobes peuvent nuire au contraire à l'agriculture. Le fumier laissé à l'air s'échauffe à + 80», et se couvre de vapeurs d'eau et d'ammoniaque que le vent emporte. Cet échaufTement est dû au Bacillus subtitis. On augmenterait beaucoup la richesse des fumiers en azote en les stérilisant, par exemple en les arrosant avec un acide minéral.
La houille est le résultat de la transformation de forêts entières à l'aide de microbes.
§ 2. — Analyse quantitative
Elle se fera d'après tous les procédés que nous avons étudiés à propos de l'analyse de l'eau ou de l'air. Une masse donnée de terre sera distribuée dans du bouillon (fragmenté ensuite en petits ballons) ou dans de la gélatine liquide (étalée ensuite) ; on comptera les colonies qu'on reportera au volume de terre employé. Il va sans dire qu'il faudra opérer une dilution considérable et bien mélanger le tout pour pouvoir compter les germes de la couche superficielle du sol. La terre sera recueillie avec un instrument aseptique et débarrassée des pierres et autres corps étrangers. Pour avoir des échantillons de terre à difTérentes profondeurs, on fera creuser des tranchées ou on fera des forages. C. Fr.ïnkkl recommande une sorte de sonde creusée à emporte-pièces. Cette sonde, en acier, porte à sa partie terminale un pas de vis qui aide à l'enfoncer ; elle est fixée à un long manche. Au moment voulu ou peut faire ouvrir une
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ouverture latérale de la sonde dans laquelle une ailette latérale amène un peu de terre. Le mouvement inverse referme la cavité et Tappareil est retiré. La sonde a été stérilisée au préalable. Il faut avoir soin de mettre la terre puisée immédiatement en culture, ou de la conserver à 0<*, absolument comme Teau.
§ 3. — Analyse qualitative
Outre les procédés habituels dediagnose de toutes les espèces isolées du sol, et sur lesquels nous n'avons pas à revenir puisqu'ils n'ont rien de particulier, signalons le moyen de mettre en relief certaines espèces spéciales. Pasteur a isolé le V. septique et le B. anthracis, et Nicolaïer le B. tétanique du sol, par l'inoculation au cobaye. Pasteur lévigeait la terre pour enlever les particules grossières ; l'eau de lavage était décantée et laissée au repos. Le dépôt était chauffé quelques minutes à + 90^^ pour tueries espèces non sporifères, et inoculé sous la peau de cobayes qui mouraient de charbon ou de gangrène gazeuse. C'est également par l'inoculation au cobaye qu'on isole le Bacille de Nicolaïer; certains humus sont à tout coup tétanigènes.
WiNOGRADSKY a suivi une technique tout à fait spéciale pour isoler ses ferments nitrilicateurs. Ceux-ci ne poussent pas sur gélatine, mais croissent abondamment et exercent leur action nitrifiante dans des milieux absolument privés de matières organiques où les autres microbes végètent difficilement. L'isolement s'obtient donc au moyen de liquides dépourvus de substances organiques tels que le suivant :
Sulfate crammoniaque 0,4
Sulfate de magnésie 0,05
Sulfate de potasse 0,1
Chlorure de calcium traces.
Carbonate de sodium O.tt à 0,9
Eau distillée 100,0
On se reportera au travail de Wixogradsky {loc. cit., p. 437) pour les détails de fabrication de ce liquide qui se gélatinise en cinq ou six minutes, et s'emploie comme la gélatine ordinaire.
LES MICROBES PATHOGÈNES POUR L'HOMME
DIAGNOSTIC, PRONOSTIC, TIIÉRAPKUTIQUE BACTÉRIOLOGIQUES
Cette deuxième Partie comprend Tétude des principaux Siicrobes pathogènes pour l'homme. Le cadre de cet ouvrage nous oblige à éliminer tous les microbes saprophytes et tous ceux qui ne sont pathogènes que pour les animaux. Nous le regrettons vivement, surtout pour ces derniers. On a tout avantage à fondre autant que possible la médecine humaine et la médecine vétérinaire; en outre, beaucoup de microbes vétéri- , naires offrent un intérêt de tout premier ordre; par exemple : celui qui a été décrit par Nocard et Roux dans la péripnewnonie du bœuf {\oy. p. i2 et 221); par exemple: les pastcurclloses (voy. p. 11), etc.
Nous examinerons rapidement les principaux caractères des microbes pathogènes pour Thomme, afin d'insister davantage sur les points qui concernent la pratique médicale journalière : diagnostic, pronostic, thérapeutique bactériologiques.
La Bactériologie a pour but suprême de mettre à la disposition du médecin des méthodes nouvelles pour reconnaître et traiter les maladies infectieuses.
Résultant de la connaissance même des causes pathogènes, ces méthodes auront, sur les procédés cliniques, c'est-à-dire d'observation pure, d'incomparables avantages ; elles seront d'une rigueur presque absolue. A peine âgée d'un quart de siècle, la Bactériologie nous enseigne déjà à faire le diagnostic et parfois même le pronostic de la plupart dos infections.
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1^ Diagnostic. — Plusieurs mt*lliodesiie diagnostic sont à la disposition du baclériologisle :
1^ La plus simple cou-^isle à constater la présence d'un microbe déterminé dans les produits pathologiques. Exemple : la recherche du bacille de la tuberculose dans les crachats, le pus, les fongosités, etc. Elle n'est applicable qu'à des cas spéciaux. Il faut que le microbe puisse être suffisamment caractérisé dans une simple préparation microscopique.
2<* On cherche à cultiver le microbe, lorsqu'il était trop peu abondant pour être vu directement, ou mélangé à d'autres bactéries, ou trop peu caractéristique pour être reconnu avec certitude autrement qu'en cultures. Exemple : la culture sur sérum des fausses membranes supposées diphtériques.
3"^ On inocule à un animal récepteur les produits pathologiques contenant des microbes en trop petit nombre ou diftîciles à voir ou à cultiver. Exemple : on inocule au cobaye les produits supposés tuberculewr , morveux ^ etc. L'organisme animal sert de réactif.
Les méthodes précédentes sont parfois infidèles, lorsqu'elles donnent des résultats négatifs ; des microbes peuvent échapper à l'observation, à la culture et même à l'inoculation. Les suivantes s'adressent non plus à la recherche du microbe, mais bien à celle d'une réaction de fa maladie elle-même ; elles sont plus sûres et peuvent en outre faire des diagnostics rétrospectifs, cest-à-dire après la disparition du microbe causal ; elles n'exigent pas la possession de produits pathologiques directs.
4'^ On injecte au malade des subblances solubles fabriquées par- le microbe de l'infection supposée, et on observe les effets obtenus. L'organisme réagit s'il est réellement envahi par ce microbe. Exemple : le tuberculeux réagit à l'injection de tuberculine, le morveux à l'injection de malléine.
5° On fait agir les humeurs du malade sur le microbe de l'infection supposée ; celui-ci présente des modifications spéciales si le diagnostic était exact. Exemple : le sérum des typhiques agglutine les cultures liquides de ïiacille d'Eberlh.
On se servira de l'une quelconque de ces méthodes, suivant les cas.
DIAGNOSTIC
Avant de donner les indications nécessaires pour faire le diagnostic spécial de chaque infection, lorsque ce diagnostic bactériologique est possible et utile en pratique, insistons sur quelques principes généraux.
En pathologie infectieuse, le diagnostic étiologique est indispensable, le diagnostic symptomati que n'en est que la préface. Ces deux diagnostics se confondent pour certaines affections spécifiques: tuberculose, lièvre typhoïde, morve, charbon, etc.; ils sont absolument distincts dans beaucoup de cas. Dire qu'un malade a une pleurésie, un abcès, une angine pseudo-membraneuse, c'est indiquer seulement le point sur lequel doit être tenté le diagnostic bactériologique, c'est-à-dire étiologique, le diagnostic qui impose le pronostic, la prophylaxie et le traitement. Le diagnostic pleurésie est aussi vague que celui d'inflammation du pied; il y aura autant de difl'érences entre une simple pleurésie à pneumocoques, métapneumonique et une pleurésie tuberculeuse, qu'entre une simple entorse et une ostéite tuberculeuse des os du pied. Les angines à fausses membranes comprennent l'angine pultacée bénigne et l'angine diphtérique mortelle. L'abcès va du banal furoncle à staphylocoques à l'abcès morveux. L'inflammation, la suppuration sont des phénomènes réactionnels de l'organisme qui n'ont de spécifique que leur cause.
Lorsqu'on soupçonnera la nature d'une infection, on se reportera directement à la méthode de choix que nous indiquons plus loin pour la recherche de chaque microbe pathogène. Si on est en présence d'une maladie indéterminée, on mettra simultanément en œuvre toutes les méthodes bactériologiques. On examinera directement au microscope les humeurs, le sang, les sérosités, à l'aide des procédés connus de coloration. On cultivera, sur différents milieux, à Vair et dans le rirfe, à des températures diverses. On inoculera à plusieurs espèces animales, par différentes voies. On se reportera au chapitre xi pour la cueillette des produits pathologiques et les causes d'erreur à éviter.
On aura en outre toujours à l'esprit les préceptes suivants : 1^ le sang destiné à Hre cultivé doit vire puisé dans une veine et
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ensemence y en grande abondance j dans une y rande quantité de liquide iiu/n7//'(reiisemencementd une goulte de sang du bout du doigt doit être proscrit comme manquant d asepsie, et ne donnant pas une quantité suffisante de sang), car les microbes sont en général très rares dans le sang ; 2^' on doit multiplier les ensemencements du sang et les faire à une période aussi rapprochée que possible du début d^une maladie aiguë, car certains microbes ne font que passer dans le torrent circulatoire; 3^ les ensemencements do sérosités (liquides de pleurésies, d ascile) doivent également (Hre faits abondamment, ou avec des liquides concentrés par centrifugation. Quand aux inoculations, spécialement pour rechercher la tuberculose^ elles ne doivent jamais être faites avec moins de 25 à 50 centimètres cubes par animal (on peut réduire à froid ou cenlrifugor), sous peine d"(Mre presque fatalement négatives.
2° Pronostic. — Le pronostic global dépend de trop de facteurs pour pouvoir être exigé du bactériologiste. Cependant ccrtaines associations microbiennes, la virulence du microbe examiné la courbe aglutinante du sérum du malade donneront quelquefois des indications précieuses.
3*^ Traitement. — Dès son aurore, la Bactériologie, non contente de découvrir les agents pathogènes, a porté ses efforts, vers la recherche du traitement des maladies virulentes.
Nous avons parlé de la vaccination, de l'immunisation artificielle au chapitre xni ; nous avons vu que les méthodes préventives n'avaient pas acquis droit de cité dans la médecine humaine, en raison des dangers immédiats ou éloignés qu'elles peuvent faire courir et aussi du peu de durée de leurs effets.
La vaccine jennérienne était découverte avant Tavènement de la bactériologie. Le traitement antirabique, qui est une véritable vaccination préventive, est presque le seul exemple à citer comme conquête de la bactériologie dans le domaine humain, àTaide des inoculations vaccinales. Les inieciions préventives de sérum contre la dipthérie, le tétanos, reposent déjà sur un autre principe qui est précisément celui de la Sérothérapie*
TRAITEMENT
Les méthodes bactériologiques curatives, celles qui s'adressent à la maladie déclarée peuvent se grouper sous trois dénominations : bactériothérapie, toxithérapie, sérothérapie.
La bactériothérapie utilise Tantagonisrae de certains microbes entre eux. On cherche à guérir la maladie existante par l'inoculation du microbe antagoniste qui produira une seconde maladie, bénigne par elle-même et curatrice de la première. Elle a pris naissance en Italie. Cantani pulvérisait des cultures de Bacterium termo dans les voies respiratoires des phtisiques cavitaires. Cliniquement et expérimentalement, les résultats ont été négatifs. On a cherché à utiliser Tantagonisme du B. anthracis et du B. pyocyaniquc (Gharrin, etc.). Fochier a recherché la guérison de la septicémie puerpérale au moyen d'abcès de fixation à staphylocoques. On a cherché à modifier des tumeurs malignes par des inoculations de Streptocope de l'érysipèle (Koch et Petruchsy, etc.). La bactériothérapie n'a pas encore fait ses preuves.
La toxithérapie n'utilise que les toxines microbiennes.
Le traitement de la tuberculose par la tuberculine de Koch (voy. p. 495) fut la tentative la plus retentissante et la plus malheureuse de la toxinothérapie.
• Bouchard s'est servi des toxines vaso^onstrictives du B. pyocyaniquc pour arrêter des hémoptysies ; Lanxois a traité la chorée, Tépilepsie par des injections de toxines du Staphylocoque pyogène, GoLEY, Friedrich, etc., ont tenté la guérison des tumeurs malignes au moyen de toxines diverses. Tous ces essais ont donné des résultats nuls ou peu importants en pratique.
La sérothérapie a une portée bien plus grande ; elle est une des plus importantes conquêtes de la Bactériologie. Son étude fera l'objet de la troisième Partie.
Le B. tuberculeux de Koch comprend trois variétés :
1" Des mammifères;
'1"^ Des oiseaux;
3^ Des poissons; qui, bien qu'appartenant (au moins les deux premières] à la même espèce, doivent être étudiées à part. Nous réservons au chapitre ii les microbes qui peuvent se rapprocher de celui de Koch, soit par leur aptitude à faire des tubercules (Microbes diis pseudo- tuberculeux) soit par leur résistance à la décoloration pur les acides {B, de la Lèpre, Microbes dits acidophiles).
ARTICLE PREMIER B. TUBEKCliLEUX DES MAMMIFÈRES
X Sa découverte par R. Koch, publiée le 24 mai 1882, est une des plus belles de la bactériologie. Le B. tuberculeux a des caractères spéciaux de coloration, il végète lentement et difficilement, pendant les premières générations ; encore lui fautil des milieux spéciaux. On se rend ainsi compte du mérite de travaux qui, exécutés il y a vingt ans, n'ont eu à subir, par la suite, aucune modilication essentielle ^
* R. Koch, Die Œtiolotjie der Tuberkulose. Mittheil. a. d.-kais Gesundheitsamte. Il, 1884.
Le B. luberculeux est un streptothrix, MEtcHMKOFF le dénomme Sclerothrix Kochii.
A) Isolement, Cultures
10 Isolement. — Il est fort difficile, non impossible, d'obtenir d'emblée des cultures avec les lésions tuberculeuses naturelles. On utilisera le procédé primitif d'isolement de Koch, qui consiste à les inoculer à un cobaye sous la peau de la cuisse et à se servir ducaséum des ganglions inguinaux ou cruraux comme semence. Il ne faut pas attendre trop longtemps pour recueillir cette dernière. Lorsqu'on laisse le cobaye évoluer et mourir, les ganglions, très caséeux, contiennent cependant peu de Bacilles de Koch, et des bacilles peu vivaces. Il est préférable de sacrifier le cobaye trois semaines après l'inoculation; ses ganglions, du côté inoculé, fourmillent de bacilles très aptes à la culture. Le caséum sera recueilli aseptiquement, bien délayé dans de l'eau stérilisée, et ensemencé par stries avec l'aiguille de platine sur 40 ou 12 tubes de sérum solidifié glycérine (4 p. 100.) Ou écorchera légèrement la surface du sérum. Il faut ensemencer plusieurs tubes, parce que la plupart resteront stériles. Les premières colonies, assez maigres, n'apparaîtront que vers le douzième jour. Les cultures ultérieures, acclimatées aux milieux artificiels, seront beaucoup plus rapides et plus abondantes.
On peut aussi broyer directement des tubercules et les ensemencer, mais avec moins de chances de succès. Bez.\>çoN et Griffon (voy. page 448) ont obtenu des cultures directes avec des sérosités tuberculeuses en employant la gélose sanylàntc.
Pour isoler le B. cfeKoc/ides poussières, du lait, etc., l'inoculation au cobaye est le procédé de choix. Pour sa recherche dans le beurre, voy. les difficultés page 314.
2^' Caractères généraux des cultures. — Le B, de Koch ne pousse que sur certains milieux, à moins d'acclimatement spécial. Aérobie. 1^' eugénésique = 38*^. Limite de température — 30^' à 41^
LE HACILLK TUBERCULEIX DE KOCH
S"" Cultures sur milieux solides. — A. Skrim. — Vers le douzième jour, apparaissent de petites colonies blanches, rondes, sèches, écailleuses. Elles grandissent, deviennent saillantes, mais conservent toujours l'aspect sec, écailleux, montagneux. Après un acclimatement de quelques générations, les colonies peuven t devenir confluentes, formant une membrane rugueuse, comparable à une carte de géographie en relief. La. végétation s'arrête vers la quatrième ou cinquième semaine.
B, GÉLOSE GLVCKRiNÉE. — Cc milieu, préconisé par NocARD et Rocx, est excellent, mais ne convient pas aux cultures d'isolement. L'addition d'un peu de glucose est favorable. L'aspect général et la marche sont très analogues à ceux des cultures sur sérum : même aspect écailleux, sec, mamelonné (fig. 157, 5 et 227). La confluence en nappe s'obtient plus vite. Les colonies sont rosées en vieillissant. Elles prennent aussi fréquemment à la longue l'aspect gras des cultures de B. aviaire.
Les cultures homogènes en bouillon glycérine (voy. p. 451), repiquées sur gélose glycérinée, donnent également un enduit blanc, crémeux, ou des colonies de même aspect, mais isolées, qui ne reprennent qu'à la longue le caractère des B. de mammifères (Arlolng, P. Coirmont) .
Fig. 227.
B. tuberculeux hu- 7/iGi/i. Culture d'un mois sur gélose glycérinée.
C. Gélose sanglante (voy. p. 112). — Les colonies ont l'aspect de mamelons grenus ou de masses plissées, de couleur brun chocolat.
D. Pomme de terre. — Très belles cultures, avec les mêmes caractères que ci-dessus, envahissant toute la pomme de terre
Fig. 228.
B. tuberculeux humain. Culture d'un mois sur pomme de terre glycérinée.
ne ^
Fig. 229.
B. tuberculeux- humain. Cultures chromogènes
sur pomme de terre (Nicolas).
A, Culture verruqucu.Ho rouge brun. — B, Culture vcrruqucuse jaune. — C, Culture grasse jaune.
(fig. 228). On ensemence un cube de pomme de terre, dans un tube de Roux, chargé d'eau glycérinée (15 p. 100), qui a humecté la pomme de terre, et dont l'excès occupe le fond du tube (fig
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page 99). Les colonies apparaissent assez rapidement sur pomme de terre (vers le 6° ou le 8*^ jour). Le liquide est fréquemment recouvert d'une pellicule qui est une culture pure de bacilles. La pomme de terre est un excellent moyen pour entretenir des cultures vivaces et virulentes.
Les cultures sur pomme de terre prennent parfois de belles teintes jaune d'or ou rouge brun (lîg. 229). Le pigment parait
( se développer surtout lorsque les cultures, suffisamment développées à -f 38**, sont retirées et laissées à + i5", à Tabri de la lumière (Nicolas).
Les cultures liquides homogènes , transportées sur pomme de terre, prennent le type aviaire (xNicolas).
4<> Coltores en milieux liquides.— On avait d'abord cru que le B. de Koch ne poussait pas en milieux liquides. Il y végète très bien, dès qu'il s y est acclimaté.
A. Cultures en voïle. — Le meilleur milieu est le bouillon glycérine (voy. p. 88) ou mieux glucosé-glycériné. On ensemencera en prélevant une parcelle de culture solide, ou mieux de la pellicule qui recouvre l'eau glycérinée des tubes de pomme de terre, et en la faisant flotter à la surface du bouillon.
La culture pousse en voile épais, sec, rugueux, recouvrant toute la surface, très analogue comme aspect aux cultures
Fig. 230.
B. tuberculeua- humain. Culture
d'un mois en bouillon glycérine.
solides (lig. 230). Plus rarement le voile est gras. Il s'étend en général et remonte le long des parois du ballon. Il finit par tomber, en fragments, dans le fond. Le bouillon reste clair. Les parcelles ensemencées ne s'élargissent d'une façon appréciable que vers le i5° jour.
P. CouRMONT, pour entretenir les cultures en voile, préconise les cultures sur radeau. On remplit au i/4 des tubes d'Esmarch avec du bouillon glycérine, sur lequel flotte un rectangle de liège percé de trous. Le tube est maintenu incliné. On ensemence en planant une parcelle de culture en voile sur le radeau de liège. La culture se fait sur le liège. On peut la manier, en prélever des échantillons sans la faire tomber au fond du liquide. On peut aussi, avec une pipette, aspirer le bouillon usé et le remplacer par du bouillon neuf, etc.
KiSALA, PoupÊ, Vksely out préconisé des milieux liquides à composition définie (voy. : Revue de la TuberculosCy 1898.. p. 25;.
B. Cultures homogènes. — On admettait que le B. de Koch ne pouvait pousser qu'en voile sur milieu liquide, lorsqu'en 1898, S. Arloing obtint des cultures liquides homogènes. Il partit pour cela de cultures d'origine humaine, entretenues depuis longtemps sur pomme de terre, ayant l'aspect gras du type aviaire, qui furent progressivement accoutumées à vivre en bouillon glycérine. Pour les entretenir à l'état homogène, i7 faut agiter journellement les matras afin de détruire les grumeaux en formation. Si l'on cesse cette agitation, les cultures reprennent rapidement le type en voile (voy. p. 479).
Après des réensemencements successifs, au bout de plusieurs mois, la culture homogène, d'abord délicate, finit par pousser facilement; un trouble manifeste s'accuse en quelques jours ; le développement est de plus en plus rapide, parfois appréciable le deuxième jour, donnant un aspect semblable à une culture jeune de B. d'Eberth (ondes soyeuses à l'agitation) ; plus tard, les cultures épaississent ; diluées alors avec de l'eau salée elles forment une émulsion laiteuse (S. Arloing et P. Courmont) (Voy. p. 479 l'entretien des cultures propres au séro- diagnostic). Les cultures homogènes s'acclimatent tellement au
milieu liquide qu'elles peuvent pousser en bouillon non glycériné. Reportées sur milieux solides, elles prennent un aspect bien différent des cultures normales (v. p. 450).
Examinées, au microscope, sans coloration, elles montrent des bacilles isolés ou réunis en très petits amas. Chaque bacille est un peu plus fin et plus court qu'un B. (VEberth; il est soit rectiligne, soit contourné, soit ramifié en Y. (Voy. : Coloration, Mobilité, Agglutinabilitéy p. 452, 457, 458).
Tous les échantillons de bacille d'origine humaine ne se prêtent pas également aux cultures homogènes ; les uns demandent seulement quelques semaines , d'autres plusieurs années d'adaptation (P. Courmont).
Fig. 231.
B, tuberculeux humain. Préparation d'une culture âgée de quinze jours, colorée au Ziehl-Hauser, avec recoloralion du fond en bleu. Les vieux bacilles sont rouges : les jeunes sont bleus.
Les cultures homogènes, bien que très éloignées du type en voile, comme on vient de le voir, et bien que très atténuées par
les manipulations qu'elles ont subies, sont encore pathogènes. Ainsi, rinoculation intra-veineuse au lapin donne la mort avec type Yersin: Tinoculation intrapéritonéale au lapin donne une péritonite avec nodules tuberculeux; Tinoculation intrapleurale au chien donne une pleurésie tuberculeuse.
B) Coloration, Caractères microscopiques
±^ Coloration. — Nous avons déjà insisté (p. 279 et 293) sur les caractères de coloration du B. de Koch, Ils sont les mêmes
Fig. 232.
B. tubei*culeux humain. Préparation de la même culture que celle
de la figure 231, à Tàge de sept semaines.
dans les coupes (fig. 235], les crachats (fig. 242) ou les cultures. Il faut cependant bien savoir que les jeunes bacilles des cultures en sont privés. Si on examine une culture récente, surtout homogène en bouillon, un très grand nombre de bacilles
ne résistent pas à la décoloration par les acides; la préparation se compose alors des quelques vieux bacilles de la semence qui restent colorés et de tous les bacilles récents qui se décolorent et peuvent reprendre une seconde couleur (fig. 231). On pourrait croire à une impureté. 11 n'en est rien. Au bout de quelques semaines, lorsque la culture ne végète plus, tous les bacilles gardent le Ziehl ou l'Ehrlich (fig. 232) (Arlolng, P. Courmont, Nicolas, Marmorek).
Le D. de Koch prend le Gram.
2^ Préparation par impression (Kocu). — On appuie une lamelle à la surface d'une culture sur gélose ; on la retire sans
Fig. 233.
B. tuberculeux humain. Préparation par impression d'une culture
sur gélose.
frotter. On fixe, on colore, on a l'aspect de la figure 233, montrant les bacilles groupés en amas allongés, sinueux, comme des moustaches; tous les bacilles sont dans le môme sens.
30 Forme. — Bacilles de 2 à 5 fx sur 0,3 à 0,5 fi, souvent légèrement courbés ou même en S (fig. 23 i). Diamètre uni-
forme; extrémités arrondies. Le plus souvent parsemés d'espaces clairs, qui donnent au protoplasma Tapparence d'une chaînette.
L'aspect est assez uniforme dans les lésions (rig.235) ouïes crachats (fig. 242). Les bacilles y sont isolés ou par groupes à éléments parallèles; 2 bacilles se croisent fréquemment ou s'accolent en accent circonflexe.
Dans les cultures (fig. 236), les ba- ^'^- *^*-
cilles, surtout jeunes, sont parfois ^- ''^Aoc/i- Schéma (à ' . J , "I* très fort grossis-
excessivement courts. Par contre, dans sèment).
les cultures âgées, ils sont fréquemment longs, ou même ont l'aspect ramifié et en somme représenté figure 237.
Fig. 235.
B. de Koch en couronne, dans une cellule géante (d'après Kocu).
Babes et Levarditi ont décrit une forme actinomycosique du B, tuberculeux.
En somme : forme assez fixe, sauf dans les vieilles cultures, et dans les cultures liquides homogènes.
Fig. 236.
B. de Koch. Culture jeune.
Fig. 237.
B. de Koch. Formes ramiûées (d'après Metchnikofp).
4<> Mobilité. — En culture homogène, le bacille est légèrement mobile (S. Arloing). Le fait, contesté à Torigine, est actuellement admis. Les cils n ont pas été colorés.
5^ Spores. — On n'est pas certain de leur existence. Babès, Ehrlich les admettent. Cependant les cultures sont rapidement tuées par la chaleur.
C) Caractères biologiques
10 Vitalité, Virulence, Habitat. — La résistance du B. tuber-i culeux est considérable quand il est desséché, par exemple dansl les crachats. Il conserve alors sa vitalité et sa virulence pendant \ plusieurs mois, il n'est pas détruit par une exposition de deux 1 ou trois heures à une température sèche de + 100<>, et reste | vivant plus de sept heures à + "JO".
11 est peu sensible à la lumière. Les crachats desséchés, exposés au soleil, sont encore virulents, après quarante jours.
11 se conserve bien dans Veau (iSO jours et plus).
Les alternatives de dessiccation et d'humidité, la putréfaction ont également peu d'action. On le retrouve virulent dans la terre au bout de deux ans.
Par contre, les cultures, non desséchés, sont peu résistantes;, elles sont tuées en dix minutes à -|- 70°. - /'
Dans les lésions, ou desséché dans les crachats, le B. de Koch est très résistant aux antiseptiques; il leur est au contraire assez sensible dans les cultures. Le cyanure d'or arrête la mul-' tiplication d'une culture à la dose de 1/2 000 000 (Koch). --^'
Les cultures solides restent virulentes pendant plus de dix mois (J. Courmont et Nicolas).
Il résulte de cette grande résistance que le B. de Koch est fréquent dans la nature, surtout dans les poussières. On le retrouve à coup sûr dans celles des hôpitaux et des chambres habitées par des tuberculeux; on le rencontre daas le nez des infirmiers, etc.
2° Agglniinabilité. ~ On la constate surtout sur les cul-
tures liquides homogènes. Celles-ci sont agglutinées soit par le sérum de certaines espèces animales, soit, à un degré plus élevé, par le sérum de ces espèces luberculisées (S. Arloisg). Le pouvoir agglutinant des sérums humains tuberculeux sera étudié plus loin (voy. Sero diagnostic) ainsi que la technique pour l'étudier.
Il est facile de développer un pouvoir agglutinant considérable chez certaines espèces en leur injectant soit des cultures, soit de la tuberculine (S. Arloing). LMnjection sous-cutanée, intra pleurale, etc.. de bacilles, chez le chien notamment, donne au sérum un pouvoir agglutinant qui atteint 1 p. 400, i p. 800 et plus (S. Arloing et P. Courmont). De nombreux auteurs (R. Koch, De Nobele et Bever, etc.)i ont confirmé ces faits. La signification des variations de ce pouvoir agglutinant a été étudiée par S. Arloing et P. Courmont, et ensuite par R. KocH (voy. p. 490 et 493).
D) Action pathogène
1<> Action naturelle. — Le B. tuberculeux est l'agent de la tuberculose des mammifères (phtisie pulmonaire et autres localisations tuberculeuses). V homme et le bœuf {pommelière) sont les deux espèces animales qui lui payent le plus large tribut. Le singe devient presque constamment tuberculeux dans nos climats. 11 faut encore citer le chien plus fréquemment tuberculeux qu'on ne l'avait cru, le porc (10 p. 100 des sacrifiés à l'abattoir). Le cheval présente aussi la tuberculose spontanée. La chèvre est très rarement atteinte.
^ Ici se place la retentissante communication de Koch, au congrès de Londres, en 1901. Koch, lui-môme, avait décrit des bacilles dans les lésions bovines, dès 1882. L'unité de la tuberculose humaine et de la tuberculose bovine était un dogme, justifiant les mesures sanitaires destinées à enrayer la propagation de la tuberculose bovine à l'homme, spécialement par le lait. En 1901, KocH est venu affirmer que c'étaient là deux maladies différentes, malgré les caractèresidentiques des deux bacilles, et que la contagion n'était pas possible de l'homme au bovin et
du bovin à rhomme. En dehors de certaines considérations cliniques et anatomo-pathologiques, il se basait surtout sur la non-inoculabilité de la tuberculose de rhomme aux bovins. Cette affirmation est absolument erronée. Les anciennes expériences de Chauveau, celles plus récentes d'ARLOiNO ^ montrent nettement que la tuberculose humaine peut infecter le bœufy la chèvre, Vdne, etc. En 1902, de très nombreux expérimentateurs, allemands, français, anglais, Krause, Wolff, Behring, SiMs, Bang, Lister, Thomassen, Ravenel, Nogard, Hueppe, Baum- GARTEN, etc., ont publié des faits contraires à ceux de Koch. Les cas de contagion humaine par le lait de vache sont également indiscutables. Les cultures obtenues avec des lésions humaines sont identiques à celles qui proviennent des lésions bovines, équines, porcines, etc., sauf quelques caractères secondaires; elles sont également pathogènes, etc., etc. Il y a iden-^ titc entre la tuberculose bovine et humaine. L'opinion de Koch est universellement rejetée. Qu'il y ait une certaine adaptation à l'espèce animale (voir la même discussion, page 499, pour la tuberculose aviaire) d'où provient le bacille, c'est fort possible, mais cela n'entraîne nullement la dualité.
Le domaine de la tuberculose des mammifères est immense; tous les organes peuvent être atteints primitivement ou secondairement.
Les bacilles existent dans les lésions, rarement dans le sang,.;> Ils sont abondants dans les crachats des phtisiques, dans les matières fécales, dans les urines des malades atteints d'entérite, de cystite ou néphrite tuberculeuse, etc. Le lait des vaches, qui ont des lésions tuberculeuses de la mamelle, fourmille de bacilles. La viande peut aussi, mais bien plus rarement, être infectante.
Les portes d'entrée habituelles sont le poumon et ïintestin. Le bacille peut pénétrer à travers Tintestin sain, sans y laisser de traces. Nicolas et Descos (1902) ont vu des bacilles pénétrer immédiatement dans le chyle du chien, ayant ingéré des cultures.
* S. Arloing, Académie de médecine, 1901; Presse médicale, 12 février 1902. Congrès de Berlin, octobre 1902.
Une fois introduit, le bacille va produire les tubercules dans des points d'élection, tels que le poumon, ou de moindre résistance, créant toutes les variétés cliniques de la tuberculose.
La tuberculose n'est pas directement héréditaire ; les tubercules, les bacilles ne s'observent presque jamais, à la naissance, chez les enfants de tuberculeux. Ce qui est héréditaire, c'est la prédisposition.
Les associations microbiennes sont fréquentes dans les lésions, surtout dans les cavernes. Les pyogènes y abondent (voy. p. 780). Leurs toxines engendrent la fièvre hectique.
Action expérimentale. — Le cobaye et le lapin ne deviennent pas spontanément tuberculeux (voy. p. 31 1 et 516 : les pseudo-tuberculoses spontanées du cobaye). Ils sont cependant les deux animaux de choix pour l'inoculation du B. de Koch. Le cobaye est le réactif le plus sensible pour la variété : Bacille des mammifères; le lapin est beaucoup plus résistant.
A. Cobaye. — Quelle que soit la région inoculée, le cobaye meurt tuberculeux (il survit très rarement).
i ^ Vinoculation intrapéritonéale est la plus sensible et celle qui produit les effets les plus rapides. On l'emploie pour les produits peu virulents (lupus, fongosités, etc.) . C'est, ep outre, celle qui permet l'introduction de grandes quantités de liquide (sérosités, etc.). Il se produit, en quinze jours, une granulie généralisée du péritoine, avec envahissement bilatéral des ganglions, avec tuberculisation plus ou moins complète des organes abdominaux. Des fausses membranes péritonéales agglutinent les anses intestinales formant des amas caséeux. La mort survient vers la quatrième ou la sixième semaine, parfois avant. En sacrifiant l'animal au bout de quinze jours, on peut rejeter le diagnostic de tuberculose, si le péritoine est resté sain.
Cependant, le cobaye inoculé avec des liquides plenrétiqnes
bacillaires, peut ne présenter que des lésions peu accusées et
chroniques, avec mort très tardive.
I 2^ Vinoculation sous-cutanée est la plus courante et donne des
renseignements aussi rapides, sans être obligé de sacrifier l'ani-
mal. Elle se pratique presque toujours à la face interne de la ^ cuisse.
S. Arloing* a étudié avec le plus grand soin la marche de la tuberculose chez le cobaye inoculé sous la peau. L'envahissement des lésions est progressifei se fait par la voie lymphatique avec une telle régularité qu'on peut, à l'autopsie de l'animal, savoir où s'est faite l'inoculation, et à quelle date elle remonte. Bien plus, la tuberculisation unilatérale des ganglions lympha-
Fig. 238.
Rate tuberculeuse de cobaye (Straus).
Grandeur naturelle. Ilots jaunes nécrosés et parties liypérémiées, hémorragiques.
tiques permet d'affirmer le diagnostic de tuberculose avant la mort du cobaye et sans sacrifier celui-ci.
Si l'inoculation a été pratiquée sous la peau de la face interne de la cuisse, il se produit localement un peu d^empâtement ; plus tard, l'abcès s'ouvrira et donnera naissance à un ulcère à granulations tuberculeuses, qui ne se fermera plus. Du douzième au quinzième Jour, les ganglions inguinaux et crurau.x du côté inoculé s'empalent, durcissent et roulent sous le doigt, ayant le volume d'un gros pois. Vers le vingtième jour, le ganglion lombaire, du même côté, se prend à son tour. Vers le vingt-cinquième jour, le ganglion rétro-hépatique s'indure, et les tubercules commencent à apparaître dans la rate (fig. 238), puis dans le foie (fig. 239). A partir du début du deuxième mois, le virus traverse le diaphragme et sa dissémination ne conserve
* S. Arloing, Ac. des Sciences 1885 et Revue de médecine 1887, p. 97; Leçons sur la tuberculose, rédigées par J. Couhmont, 1892, p. 113; J. CouRMONT, Province médicale 1894, p. 163.
plus son caractère unilatéral; les deux poumons et les ganglions bronchiques se prennent indistinctement. A la fin da deuxième mois, la tuberculose est généralisée et les ganglions inguinaux et lombaire du côté opposé peuvent même finir par
Foie tuberculeux de cobaye (Strais).
Grandeur nalurcllo. Ilols jaunes nécrosés.
s'indurer. La mort survient au bout de deux mois en général, rarement plus tard.
Il n'est pas très rare d'observer des pleurésies tuberculeuses, de Tascite, de l'ictère.
Si l'inoculation a été faite à la base de r oreille, les ganglions auriculaires, puis ceux du cou, du même côté, se prennent successivement, ensuite les deux poumons se tuberculisent avant les organes abdominaux; la marche est descendante.
La figure 240 schématise ces étapes de l'infection tuberculeuse chez le cobaye. Si l'animal a été inoculé à la cuisse droite, la tuberculose suivra la marche A (15 premiers jours), B (15** au
20«), C (20<> au 25«), D (25° au 30«) E (30« au 60«). Si l'animal
Fig. 240.
Marche des lésions chez le cobaye tuberculeux-.
a été inoculé à la hase de Toreille gauche, la tuberculose envahira Z, puis E, D, etc.
On voit qu'il est facile, en présence d'un cobaye autopsié, de
savoir où et quand s'est faite Tinoculation. Mais, détail plus important, on peut faire le diagnostic, en douze à quinze jours, par la simple palpation des ganglions inguinaux. Tout cobaye, inoculé sous la peau de la cuisse, qui présentera^ douze à quinze jours plus tard, une induration marquée et unilatérale des ganglions inguinaux correspondants, est tuberculeux ;
3<> Vinoculation intraveineuse produit une granulie généralisée ;
4<^ L'ingestion réussit assez mal , ce qui explique la rareté de la tuberculose spontanée.
B. Lapin. — Il est beaucoup plus résistant (voy. le Pronostic, page 491). La marche des lésions est bien différente.
i^ L'inoculation intrapéritonéale engrendre une éruption tuberculeuse des organes abdominaux, avec péritonite :
2** L'inoculation sous-cutanée n'est pas suivie d'une infection lymphatique à étapes comme chez le cobaye. Quel que soit le point inoculé, la tuberculose, tout en occasionnant un ulcère local, ne produit pas de gonflement ganglionnaire et va directement se localiser au poumon. En sacrifiant Tanimal au bout de deux mois, on a donc simplement des masses tuberculeuses, parfois petites et disséminées, parfois grosses et isolées, dans les 2 poumons; si on attend la mort de Tauimal (trois ou quatre mois ou plus) la tuberculose peut s'être généralisée à tous les organes. Les viscères abdominaux sont donc atteints postérieurement aux poumons.
Le lapin résiste bien à l'inoculation sous-cutanée de produits peu virulents; il peut survivre très longtemps avec de petites lésions, ou môme rester complètement idcmne, vis-à-vis d'une inoculation, qui a été mortelle pour le cobaye. Dans ces cas, on trouve parfois un abcès local, contenant des B. tuberculeux, sans aucune généralisation ;
3® Vinoculation intraveineuse produit soit une mort rapide (8 à 20 jours) avec simple tuméfaction et congestion de la rate et du foie qui fourmillent de bacilles {type Yersin que nous retrouverons avec le Bacille aviaire), soit une granulie généralisée (type Villemin) qui tue en trois semaines environ ;
i"* Vinoculation dans la chambre antérieure dé l'œil engendre, au bout de trois semaines, des tubercules de l'iris, à laquelle succède une fonte purulente de l'œil et la généralisation type Villemin.
C. Chien. — Contrairement à ce qu'on croyait autrefois, le chien est très sensible à l'inoculation tuberculeuse.
1<* La voie sous-cutanée est infidèle ;
2® La voie périConéale cause une péritonite tuberculeuse avec ascite, fausses membranes, infection des ganglions, et généralisation qui tue en deux ou trois mois ; ^
Z^ Vinoculation intra-veineuse est mortelle, en deux ou trois mois, avec des lésions pulmonaires, fréquemment à forme cavitaire, comme chez l'homme. Une culture très virulente peut tuer en quinze à vingt jours avec granulie type Villemin ;
4° Vinhalation donne de la tuberculose pulmonaire. (Tap- . peiner) ;
5<* Uinoculalion inlrapleurale engendre rapidement une pleurésie tuberculeuse avec épanchement, qui peut guérir sans laisser aucune trace, même à l'autopsie.
En somme^ il faut utiliser le chien plus fréquemment qu'on ne le fait, car c'est un terrain très intéressant, en même temps qu'un animal peu coûteux et facile à manier.
D. Bovidés. — Les Bovidés s'infectent rapidement par ingestion de produits humains ou bovins (Chauvkau). En quelques semaines, les lésions abdominales apparaissent et l'état général s'aggrave. La mort peut être lente.
Vinoculation sous-cutanée produit rarement une infection généralisée (Chauveau). Depuis les affirmations de Koch, en 1901, S. Arloing a tuberculisé plusieurs bovidés avec des cultures de tuberculose humaine.
E. Singe. — L'inoculation, par une voie quelconque, réussit à coup sûr. La forme est surtout pulmonaire.
F. Ane. — L'âne n'est pas réfractaire à la tuberculose. L'inoculation intraveineuse produit une granulie qui ne tue
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pas ranimai et disparaît sans laisser de traces. (S. Arloing). Il faut donc sacrifier Tanimal pour s'en apercevoir.
G. Chkvre. — Uinoculation sous-cutanée produit un abcès tuberculeux local, sans généralisation. V inoculation intraveineuse tue rapidement avec des tubercules pulmonaires (S. Akloing).
H, Animaux a sang froid. — Très nombreuses sont les expériences faites sur les animaux à sang froid : grenouilks poissons, etc. Ces animaux résistent, ne font pas de tubercules, mais conservent longtemps dans leurs tissus des bacilles vivants et virulents (voy. p. 507).
Cependant, Morey (thèse de Lyon, 1900), en inoculant la carpe, la tanche, la grenouille, dans le péritoine, avec des cultures de tuberculose humaine, a reproduit de véritables tubercules ; mais la reproduction en séries est très limitée. Le bacille n'est pas modifié par ce passage.
Nicolas et Lesieur ont échoué en faisant ingérer des crachats à des pois.sons.
I. Oiseaux (voy. p
E) Toxines
Le B. de Koch sécrète peu de toxines extra-protqj)lasmiques; les cultures filtrées sont à peine toxiques. Il en est d'ailleurs de même du produit de macération des poumons tuberculeux (J. Courmont).
Les toxines étudiées sont donc des extraits du corps des microbes (toxines intraprotoplasmiques) (voy. p. 333).
On sait, d'ailleurs, que les cultures sur gélose, tuées par la chaleur, sont toxiques, pouvant engendrer des suppurations, la cachexie, la mort des cobayes (Koch, etc.). En outre, ces microbes morts, introduits dans le sang, édifient des tubercules, il est vrai non réinoculables (Prudden et Hordenpyl, Straus et Gamaleïa, etc.).
Nous ne ferons que signaler les produits toxiques extraits
des B. tuberculeux par Hammerschlag, Wryl, Maragliano, GouGET, etc., pour nous occuper plus spécialement des iubercuUnes de Kocu.
1° Tuberoiiline brute. — La tuberculine brute est le produit appelé d'abord « lymphe », que Koch a lancé, le 4 août 1890, et qui devait diagnostiquer, prévenir et guérir la tuberculose (voy. plus loin : la valeur de la tuberculine).
Fig. i4l.
Uain-mane avec régulateur métallique de Roux.
On fait une culture en bouillon glycérine dans un large ballon. On attend que le voile soit bien étendu (trente à trente-cinq jours). On porte le tout à 100** pendant quinze minutes; on concentre au 1/10° au bain-marie (fig. 241); on filtre sur papier. Le liquide brunâtre, sirupeux, obtenu est la tuberculine brute. C'est en somme, un extrait glycérine de Vensemble (intra et extraprotoplasmique) d^une culture de B. de Koch, c'està-dire un liquide très complexe.
On a tenté de Tépurer. Les uns ont cherché à modifier le milieu de culture (Schwkixitz et Dorset, Wesely) ; d'autres ont compliqué l'extraction : Denys filtre sur porcelaine, Maragliano traite séparément le bouillon et les bacilles, Koch, Weyl solubilisent les bacilles avec la soude caustique, Behring (1898)
dégraisse les bacilles avec une lessive alcaline et les soumet à + 150<* dans le vide, Hirschfkld oxyde avec l'eau oxygénée {oxytuberculine) , Hunter et Gheyne font une tuberculiuase, AucLAiR extrait une série de corps des bacilles tués par la chaleur, S. Arloing et GiTiNARD isolent 4 tuberculines, dont Tune est très toxique, vasodilatatrice et hyperthermisante, Klebs extrait des principes nécrosants, etc., etc.
C'est la tuberculine brute, préparée comme il a été dit plus haut, qui est employée en clinique vétérinaire. Il n'y a aucun avantage à employer de la tuberculine purifiée.
La tuberculine brute est peu toxique pour les animaux sains ; le cobaye supporte 2 centimètres cubes, le lapin 5 centimètres cubes, les bovidés, le chien 10 centimètres cubes ; rhomme est beaucoup plus sensible : (K*=,25 le rendent assez 'malade (fièvre, diarrhée, frissons, vomissements). L'inoculation in tracé rébrale, chez le cobaye, est beaucoup plus active que l'inoculation sous-<;ulanée ; 3 à 4 milligrammes suffisent à le tuer (Borrel).
Voy. plus loin les efl'ets sur les tuberculeux (p. 495).
2^ Tuberculines A, O etR. — Koch a publié, en 1897 *, ses résultats obtenus avec de nouvelles tuberculines.
La première était un extrait des substances, solubles dans la glycérine, facilement livrées par le protopîasma microbien. Elle n'étaitpas bactéricide, provoquait des réactions fébriles,etc. KocH a voulu extraire les substances encore retenues par le protoplasma microbien, après les manipulations précédentes; sa nouvelle tuberculine serait bactéricide, ne provoquerait pas de réactions fébriles, guérirait le cobaye tuberculeux, etc. (voy. p. 495).
Voici ses procédés d'extraction.
Les acides minéraux dilués, les alcalis concentrés employés à l'ébullition détruisent les substances immunisantes et ne doivent pas être utilisés.
La tuberculine A (alcaline) s'obtient en laissant pendant
* Koch, Deutsche medicinische Wocheîischnfl, !«' avril 1897.
trois jours les bacilles, à la température de lu chambre, au* contact d'une solution de soude caustique à 40 p. 100. On filtre sur papier et on neutralise. Les bacilles sont morts, mais il en reste un certain nombre dans le liquide, ('ette tuberculine a les mômes propriétés que la tuberculine brute ; elle a, en plus, l'inconvénient de produire des abcès dus aux cadavres bacillaires ; il ne faut pas remployer.
Les autres tuberculines sont obtenues en triturant les bacilles pour en extraire mécaniquement les substances intraprotoplasmiques. Cet écrasement des bacilles tuberculeux est très difficile, impossible si on ne se soumet pas aux règles suivantes. On fait dessécher des cultures dans le vidCy et on les triture, sans rien y ajouter, dans un mortier d'agate, avec un pilon de môme substance, longuement, jusqu'à ce que le microscope montre la destruction des corps bacillaires. Pendant cette opération, très dangereuse, on vit au milieu de poussières constituées par des bacilles tuberculeux à Tétat de pureté. Avec le magma ainsi obtenu, on peut obtenir deux tuberculines.
Onémulsionnele résidu dans l'eau distillée et on centrifuge pendant trente à quarante-cinq minutes (4000 tours par minute). Le liquide obtenu est la tuberculine 0, qui contient les substances solubles dans la glycérine et se rapproche beaucoup de la tuberculine brute ou de la tuberculine A ; elle ne produit pas d'abcès, mais n'est pas immunisante ; elle ne sera pas employée pour le traitement delà tuberculose.
Le précipité boueux, qui est resté adhérent aux parois du vase, après la première centrifugation, est repris, séché à nouveau, retrituré et recentrifugé plusieurs fois de suite. On épuise ainsi presque tout le précipité ; la masse entière de la culture des bacilles tuberculeux est successivement transformée en liquides, qui ont les mômes propriétés (sauf le premier : tuberculine 0). Ces liquides, mélangés, constituent la tuberculine R (résiduelle) qui constitue, pour Koch, le liquide curateur de la tuberculose. Elle est bactéricide, ne produit ni abcès ni réaction fébrile à doses faibles, elle immunise le cobaye et le guérit s'il est déjà tuberculeux. Elle contient les substances
insolubles dans la glycérine; elle n'a donc aucun rapport de nature avec les autres tuberculines.
Pour que la tuberculine R produise tous ses effets, il faut : 1° posséder une culture très virulente (il y a de grandes différences dans la virulence des cultures môme récentes); ^ une culture très jeune; 3° une culture ayant végété à l'abri de la lumière; 4*^ dessécher dans le vide; 5<* employer de suite la poussière obtenue; ô*^ triturer longuement dans un mortier d'agate ; 7^ centrifuger avec un appareil puissant.
Nous verrons ce qu'il faut penser de cette nouvelle tubercu- •line (p. 493)*.
Voyez, page 496, les nouvelles communications de Koch.
F) Immunisation
La tuberculose n'est pas une maladie qui confère l'immunité. Ce n'est pas une raison pour ne pas rechercher, dans les cultures du B. de Kochy des produits solubles vaccinants (voy. p. 339).
KocH a prétendu avoir vacciné le cobaye avec sa tuberculine brûle et plus tard avec sa tuberculine U. Personne n'a pu réussir à sa suite. S. Arloing, rodet et J. Courmont* ont infirmé tous ses résultats et même ont observé une certaine action favorisante de la tuberculine injectée avant l'inoculation tuberculeuse.
Voy. les tentatives faites avec le B. aviaire (p. 508). Voy. le Sérum anlituberculcux (p. 497).
S. Ahlolng et Dkscos ont tenté, sans grands résultats, d'immuniser activement des animaux en leur inoculant des toxones tuberculeuses (tuberculine neutralisée par du sérum anlitoxique).
.,. Behring (1902) aurait vacciné des Bovidés (génisses, veaux) en -^leur injectant, dans les veines, d'abord un milligramme de
* Voyez Weigkrt, Le« tuberculines. Thèse de Lyon, 1901-190ïi.
• S. Arloing, Rodet et J. Courmont, Étude expérimentale de la tuberculine. Annales de l'Université de Lyon, VI, i, i892.
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culture sur sérum atténuée, âgée de quatre à six semaines^ ' ^
puis, 25 milligrammes de culture active (humaine ou bovinel. " [
L animal ne réagit pas à la tuberculine, son sang agglutine, l |
il est vacciné. Placé dans des étabies contaminées, il reslfe ^ indemne.
G) Diagnostic bactériologique
On peut s'adresser à plusieurs moyens.
1<* Cultures. — Elles sont fort difficiles à obtenir avec les produits directs; elle sont lentes; elles n'ont donc pas d'intérêt diagnostique. Cependant, Bezançon et Griffon ont quelquefois obtenu des cultures avec des sérosités, sur gélose sanglante (voy. p. 448).
2® Coloration des bacilles. — C'est le procédé de choix, toutes les fois qu'on peut se procurer des produits pathologiques : crachats, pus, fongosités, etc. Il est usité surtout pour les crachats.
Les bacilles sont contenus dans les parties solides, jaunâtres, qui flottent dans le crachat, et peuvent manquer dans la partie liquide*. On verse le crachat dans une soucoupe, ou mieux dans un petit cristallisoir de verre que l'on place sur un fond noir, et on saisit une des particules solides avec une aiguille de platine. Cette particule est portée sur une lamelle et étendue en couche aussi mince que possible ; on fera bien d*écraser le grumeau entre deux lamelles pour bien étaler, et de posséder une seconde lamelle prête à être colorée.
On a cherché les moyens de répartir uniformément les bacilles dans la masse du crachat, d'obtenir l'/iomof/énwa^ioyr-^^^ des crachats. Il sutlit d'ajouter un volume égal d'une solution saturée de borax et d'acido borique et de bien agiter le mélange dans un flacon (Kuhne, Wkndiunkk); les crachats, ainsi préparés, se conservent longtemps sans se putréfier.
' On peut colorer des bacilles de la tuberculose dans des crachats mémo putréfiés et datant de plusieurs mois.
Si les crachats conliennent peu de bacilles, ceux-ci peuvent échapper à Tobservation. I.a sédimentation obvie à cet inconvénient. BiEDERT a proposé de diluer les crachats avec de la lessive faible de soude, de les faire bouillir en agitant avec une baguette de verre, et d'ajouter de l'eau jusqu'à ce que le mélange devienne homogène et fluide. On laisse reposer pendant deux jours dans un verre conique, on décante et ou prélève un peu du dépôt avec l'aiguille de platine. Ce procédé a l'inconvénient de nuire à la coloration des bacilles. Il vaut mieux homogéniser les crachats, comme il a été dit plus haut, ajouter deux volumes d'eau, et laisser déposer pendant vingtquatre heures dans un verre à pied (Stroschrin), ou mieux centrifuger. Le dépôt contiendra les bacilles, si peu nombreux soient-ils.
On traitera de môme les pus ou liquides pathologiques quelconques. Il sera indispensable de « sédimenter » ou de centrifuger les liquides pleurétiques, ascitiques, urines, etc.
On fera des frottis (voy. p. 262) avec les fongosités ou autres parties solides.
La coloration de la lamelle se fera comme il a été dit page 279, en donnant la préférence à la méthode de Ziehl- Hauser avec recoloration du fond au bleu de méthylène.
On examinera la préparation avec un objectif à immersion homogène et l'éclairage Abbe (voy. p. 249). Les Bacilles tuberculeux sont colorés en rouge, isolés ou quelquefois réunis par petits groupes étroitement accolés, légèrement recourbés, avec des espaces clairs dans leur protoplasma (flg. 234 et 242). Tous les autres microbes, les éléments anatomiques sont colorés en bleu. Les débutants feront bien d'examiner la préparation en faisant varier le point à plusieurs reprises, avant de déclarer qu'elle ne contient pas de bacilles tuberculeux.
La constatation des Bacilles tuberculeux dans un produit pathologique * impose le diagnostic de tuberculose. Leur
* On peut quelquefois découvrir des Bacilles tuberculeux dans des exsudats de surface (exemple : sur les amygdales, dans la sérosité nasale), sans qu'il y ait de tuberculose. Voy. p. 513 les erreurs possibles causées par les B. acidophiles.
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absence ne doit pas le faire rejeter. Il n'y a pas de bacilles dans les crachats à la période de germination des tubercules, chez les granuliques; enfin, même à la période ulcéreuse de la phtisie, les bacilles peuvent manquer momentanément. En
Fig. 24i.
Préparation de crachats tuberculeux.
Coloration par la méthode de Ziehl.
Les bacilles tuberculeux sont rouges. Gr. = 1 200 D.
cas de résultat négatif, on fera plusieurs préparations à quelques jours d'intervalle. Les bacilles sont très rares dans les fongosités. les sérosités, etc.; on doit centrifuger ces dernières. En somme : cette méthode ne donne derfsultats que si la recherche est positive. Si elle est négative, on ne peut nullement conclure.
3*> Inoculation. — Lorsque l'examen microscopique a été négatif, on doit tenter l'inoculation des produits pathologiques.
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Celle-ci pourra déceler une tuberculose dont les bacilles, trop rares, étaient restés jusque-là introuvables.
On s'adressera au cobaye (voy. p. 460). En général, on l'inoculera sous la peau de la cuisse surtout avec les produits septiques (crachats), moins capables, par cette voie, de créer une septicémie rapidement mortelle. Si les produits sont supposés peu virulents (lupus, fongosilés) ou s'ils sont trop abondants (sérosités) on les introduira dans le péritoine.
On inoculera toujours de grandes quantités (20 à 50 ce.) de sérosités suspectes, ou (ce qui est préférable) on inoculera le culot produit par la centrifugation aseptique de 50 centimètres cubes environ.
4*^ Injection de tubercoline brute. — La tuberculine brûle est un extrait glycérine de cultures pures du bacille de la tuberculose (voy. p. 467j. Koch a proposé, en 1890, de faire à riiomme tuberculeux des injections de ce liquide pour déceler la présence de la tuberculose. En injectant sous la peau 0",001 de tuberculine, on n'obtient aucun effet chez l'homme sain, tandis qu'on observe une violente réaction chez le tuberculeux. Quatre ou cinq heures après l'injection, surviennent des frissons, de l'abattement, des vomissements et une élévation de la température rectale à 39°, 40^ et même 41°. Cet état dure douze à ((uinze heures. Si la lésion tuberculeuse est externe (lupus, arthrites) on la voit rougir, se gonfler, prendre un aspect nécrotique ; les plus petits tubercules deviennent saillants. A la chute de la température se forment des croûtes, qui tombent au bout de deux à trois semaines.
Dans les mémoires de Koch. la tuberculine était présentée comme ayant aussi des propriétés curatiidi et vaccinantes visà-vis de la tuberculose. 11 n'y avait donc aucun inconvénient à rechercher la réaction de la tuberculine qui était le début d'une action curative.
Tout le monde est d'accord aujourd'hui pour reconnaître que la tuberculine ne jouit d'aucune propriété bienfaisante sur le tuberculeux. S. Arloing, Rodet et J. Colrmont* ont fait
' S. Arloi.ng, Rodet et J. Golrmont, Elude expérimentale sur lespro-
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une étude expérimentale très complète de la tuberculine et ont montré que ce liquide prédisposait au contraire à la tuberculose et tuait rapidement le tuberculeux. Les résultats ont ' d'ailleurs été déplorables sur Thomme. Les bacilles mobilisés » (ViRCHOw) engendrent une gi'anulie mortelle. On peut dire,! qu't7 ny a pas de plus sûr moyen de tuer un tuberculeux que de^ lui injecter de la tuberculine. La tuberculine doit donc être complètement délaissée dans la pratique humaine; le médecin na pas le droit d'injecter de la tuberculine, à Tbomme pouri. faire un diagnostic. Cette méthode doit être absolument proscrite. v 11 est regrettable qu'on cherche actuellement (en Allemagne,' en Angleterre) à en appeler de cet ostracisme (voy. p. 495).
Expulsée de. la médecine humaine, la tuberculine a trouvé son utilisation en médecine vétérinaire. Noçaju) a vivement recommandé les injections de tuberculine pour faire le diagnostic de la tuberculose des bovidés. Les mesures sanitaires pour l'inspection des étables, pour la surveillance des bovidés à la frontière, se basent, à son instigation, sur l'épreuve par la tuberculine. Tout animal ayant présenté, de la 9° à la 18« heure après l'injection, une élévation thermique de IH (durant plusieurs heures) est considéré comme tuberculeux.
La tuberculine n'a pas une valeur diagnostique absolue. S. Arloino, Rodkt et J. Courmont ont vu des vaches farcies de tuberculose ne pas réagir à la tuberculine, tandis que quatre génisses qui avaient présenté l'élévation thermique (jusqu'à 2<*i) furent trouvées indemnes de tuberculose. On admet actuellement que des bovidés très tuberculeux peuvent ne pas réagir du tout. On admet aussi que des bovidés, non tuberculeux et non fiévreux, peuvent présenter une élévation de température qui ne dépasse pas 1", dont on ne tient pas compte. S. Arloing, Rodet et J. Courmont ont constaté, en outre, que le lapin tuberculeux ne réagit pas, tandis que le cobaye tuberculeux présente de la lièvre, mais au même titre que le
pHéiés atiribitées à la tuberculine de Koch, in Annales de l'Université de Lyon. VI, 1, 1892. Voir aussi : Leçons d'ARLoiNG. loc, cil : leçons 2i. 23, 24, 25 et 26 ; S. Arloing. Congrès dn la tubeiTulosr. 1891, J. Courmont : Province médicale. 1891, p. 181.
cobaye sain. Les bovidés atteints d'échinocoques des poumons ont parfois réagi à la luberculine. Il n'en est pas moins vrai que les bovidés tuberculeux sont tout partie uHèrement sensibles à la tuberculine.
En résumé, remploi de la tuberculine est entrée avec raison, dans la pratique vétérinaire courante.
Voici comment on opère :
Préparer, au moment de s'en servir, une solution de :
Tuberculine brute 1 centimtHre cube.
Eau phéaiquée à 5 p. iOOO ... 9 —
L'animal ayant été mis au repos et observé pendant vingtquatre ou quarante-huit heures (prendre la température), reroit sous la peau de l'encolure, 3 à 4^*^ de tuberculine diluée. On prend la température rectale à la douzième, la dix-huitième et la vingt-quatrième heure. Une élévation de température ne dépassant pas 0*^8 est considérée comme sans importance. Une élévation atteignant IH indique une lésion tuberculeuse. Entre ces deux chiffres, l'animal est suspect.
Bien se rappeler que les réactions les plus belles sont obtenues sur des animaux peu tuberculeux, et que les bovidés très tuberculeux peuvent ne pas réagir du tout.
Pour que la réaction ait une valeur, l'animal devait être apyrétique, avant l'injection.
Il faut savoir qu'une injection de tuberculine accoutume l'animal qui réagit moins, ou pas du tout, pendant quelques jours. Donc : se méfier de la fraude (injection préventive par le propriétaire) et, si l'animal n'est que suspect, attendre un mois avant de recommencer l'épreuve.
C'est par milligrammes, ou fractions de milligrammes qu'où injectait l'homme. C'était encore trop.
— 5^ Sérodiagnostic par l'agglutination. — L'agglutination du B. de Koch par les humeurs des tuberculeux n'était pas possible, au moment de la découverte du sérodiagnostic typhique, parce qu'on ne savait pas obtenir des cultures agglutinables.
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En 1898, S. Arf^oing fit connaître un procédé pour obtenir des cultures liquides homogènes de Bacille de Koch *, et montra, le premier, que ces cultures pouvaient être agglutinées par le sérum des hommes tuberculeux ou des animaux tuberculisés, créant ainsi le sérodiagnostic de la tuberculose^.
Certains perfectionnements dans l'obtention et le choix des cultures homogènes', et surtout les applications cliniques S et la signification générale de la séro-réaction tuberculeuse* furent étudiées par S. Arloing et Paul Gourmont dans de nombreuses publications.
Le séro-diagnostic de la tuberculose chez les bovidés a été ultérieurement étudié par S. Arloing*.
* Voir pour la technique de ce procédé de transformation : S. Ar- LOiNG. Sur V obtention de cultures et d^émulsions homogènes du Bacille de la tuberculose humaine en milieu liquide. C. R. de TAcad. des Se, Paris, 9 mai 1898.
*Id, Agglutination du Bacille de la tuberculose. C. R. de TAcad. des Se, If) mai 1898.
Agglutination du Bacille de Koch par le sérum sanguin des tuberculeux. Congrès de méd. interne. Montpellier 1898.
' S. Arloing et Paul Coukmont. De Vobtention des cultures du Bacille de Koch les plus propices à Vétude du phénomène de Vagglutination par le sérum sangui7i des tuberculeux. G. R. de l'Acad. des Se, 19 septembre 1898.
* S. Arloing et Paul Courmoxt. Recherchée et valeur clinique de r agglutination du Bacille de Koch. C R. de l'Acad. des Se, septembre 1898; Congrès pour l'étude de la tuberculose, Paris 1898. — Séro-diagnostic de la tuberculose. Cong. pour la lutte contre la tubercul., H^rlin, mai 1899. — L'agglutination du Bacille de Koch, sérodiagnostic. Zeit. f. Tuberkul, und Ileilstlœtenwesen, 1900, Hand 1, Ileft 1.
* S. Arloi.ng et Paul Courmont. Des causes qui modifient le pouvoir agglutinant dans le sang des sujets expérimentalement tuberculeux. Journ. de Physiol. et de Pathol. générale, 1900, n» 1.
Id. Influence chez le chien d'une inoculation de bacilles de Koch très virulents sur le pouvoir agglutinant. Soc. de Riol., 1900.
Voir: Le sérodiagnostic de la tuberculose. Revue générale. Gazet, des Hop., 1" décembre 1900.
* S. Arloing. Sérodiagnostic de la tuberculose s*ir les animaux d'espèce bovine. Journ. de Méd. Vétérinaire et de Zootechnie de l'Ecole Vétérinaire de Lyon, septembre 1900, p. 449.
L'étude des variations du pouvoir agglutinant des épanche ments et des sérosités tuberculeuses a été poursuivie, par P. GouRMoxT, en vue du séro-diagnostic, dans difTérents mémoires*.
Depuis 1890, beaucoup d'auleurs se sont occupés de la question, soit en France soit à l'étranger.
Presque tous ces travaux'^ confirment ceux de S. Arloing et P. CouRMONT. En France, il y a unanimité, car les auteurs ont eu une connaissance exacte des recherches lyonnaises et des détails de la technique à suivre. (Voir les publications de Ferré, Mongour, Buard. Rothamrl, Mosnv, Carrière, Schrapff, DiEULAFOY, WiDAL et Ravaut, Havthorx, etc). A Tétranger, Bendix, Leydrn, Romberg, Rumpf, Kazarinow, Ascoli, sont arrivés aux mêmes résultats. Quelques autres, Beck et Rabi- ÎÎ0V1TSCH*, Grazia, Ivanov, etc., n'ont pu obtenir de bons résultats, soit par des fautes de technique, soit parce qu'ils n'ont pas observé un assez grand nombre de cas.
Certains (Romberg*, Koch*) ont voulu remplacer, pourTagglutination, les cultures liquides homogènes par des émulsions de poudre de Bacilles de Koch, Mais ces poudres sont difilciles et dangereuses à préparer, et les procédés des auteurs pour l'emploi de ces émulsions nécessitent beaucoup plus de sérum
* Paul CoiRMONT. A(*fion des épanchements des séreuses sur le Bacille de Koch en milieu.r liquides. Soc. de BioL, 28 mai 4898. — Se'rodiagnoslic des épanchements tuberculeux. Prcî^se méd., il juin 1808; Congrès de la tuberculose. Paris. 1898.
Agglutination du Bacille de Koch par les épanchements tuberculeux. Sérodiagnostic. Arch. de Méd. expérim., nov. 4900 et Soc. de Biol., novembre 1900. Voir sur le môme sujet: Thèse de Feitu, Lyon. 1900.
* On trouvera la bibliographie de la question dans les articles suivants : S. Arloi.ng et P. Coirjiost, Gazet, des hôpit. l" décembre 1900. et Province médicale, 31 août 1901.
' Voir à ce sujet : S. Arloing et P. Courmont, Presse médic, !•' septembre 1900.
* Romberg. Deutsche med. Woch., 1901, n» 18, 19. et Mûnch. med., Woch., 1902, n« 3.
" Koi:ii, Deutsch. med, Woch., 28 novembre, 1901.
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et de temps (vingt à quarante heures), l'exposition à l'étuve à -f- 370, etc. Celui de Koch notamment est très inférieur à la méthode des cultures homogènes (Guinard, Grazia, etc.).
Il est à désirer que les chercheurs se servent du procédé le plus simple et le plus sûr, celui des cultures homogènes, et suivent rigoureusement une même technique. Nous allons exposer avec détails toutes les indications pratiques indispensables*.
La méthode est basée sur l'agglutination des cultures liquides, homogènes, pures ou diluées, du Bacille de Koch, par le sérum sanguin des sujets suspects de tuberculose.
Pour arriver à de bons résultats, t7 faut se placer toujours dam des conditions de technique rigoureusement identiques et telles que les indiquent les auteurs lyonnais *.
Un point spécial au bacille de la tuberculose est le suivant :
L'aptitude des cultures à se laisser agglutiner par un même sérum varie avec l'Age et la richesse de celles-ci. Le point délicat de la méthode est donc d'obtenir un matériel agglutinahle doué de propriétés fixes et constantes et toujours comparables à ellesmêmes.
Cela est devenu actuellement facile grâce aux perfectionnements de détails successivement apportés à la technique primitive, c'est-à-dire : n) Dilution des cultures trop riches; b) Détermination d'un taux voulu et fixe de Vagglulinabilité des cultures par l'emploi d'un sérum étalon servant de commune mesure ; c) Conservation par le froid ou les antiseptiques de la matière agglutinahle ainsi obtenue.
A, Obtention et conservation de l\ culture ou substance AGGLUTiNABLE. — 4** Entretien des cultures liquides homogènes. —
* Pour le développement de celles-ci voir : ârloing et P. GorR- MONT, Gazet. des hôp. 1" décembre, 1900, et Province médicale, 31 août, 1901, et 17 mai 1902.
• La méthode reste la même pour le diagnostic de la tuberculose chez Tenfant ou les animaux, mais avec quelques modifications de détails, à cause des variations du pouvoir agglutinant normal du sérum, selon l'âge et l'espèce des animaux.
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Étant donné un échantillon de culture de BacUU de Koch, bien homogène ^voy. p. 45i) et bien agclutinable ^, eosemencer assez abondamment des matras en verre de 50 ce. (Gg. 243), à moitié remplis de bouillon ordinaire gl>xériné à 6 p. 100 ; placer à l'étuve à + 38<>, agiter asaez fortement une fois par jour pour éviter le développement en grumeaux ou en voile s'il tendait à se produire. La culture pousse très facilement et le bouillon se trouble progressivement de jour en jour.
La richesse de ces cultures- filles variera avec la quantité et la végétabilité des bacilles ensemencés, il faut donc, pour les ensemencements successifs, employer des quantités sensi> blement égales de cultures-mères de même richesse et à peu près de même âge (de 20 à 40 jours environ).
2^ Emploi des cultures. — A partir d'un certain degré de développement, et à mesure quelles vieillissent à l'étuve, les cultures deviennent de moins en moins agglutinablcs pour un sérum donné. 11 faut donc, pour avoir ' des résultats comparables, employer des cultures jeunes prises au même degré de développement, ou bien une dilution dans Teau salée de cultures plus âgées et trop riches pour être employées directement.
A. Emploi d-es cultures jeunes. — Les cultures âgées de quelques jours, moyennement troubles, sont les plus agglutinables. L'habitude est le meilleur guide pour juger du point où il faut les employer, mais le véritable critérium consiste à essayer la culture avec un sérum-étalon (voir plus loin).
Fig. 243.
Forme des matras pour cultures homogènes, facilitant Tagitation.
* Tous les échantillons de Bacille de Koch ne paraissent pas également agglutinables et propres au sérodiagnostic (S. Arloing et
P. (loiRMONT).
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[.orsqu'une telle culture est juste à ce point, renlevei de i'étuve et la conserver par le froid ou les antiseptiques (voir plus loin).
B- Emploi des cultures diluées. — Il est souvent plus commode de laisser les cultures s'enrichir à I'étuve pendant 15, 30 ou 40 jours, et de les diluer ensuite, au moment voulu, avec de l'eau salée à 8 p. 1000.
Lorsqu'on veut utiliser une telle culture, on la sort de I'étuve, on l'agite et on la dilue au degré convenable.
On ne peut pas fixer, une fois pour toutes, la proportion d'eau salée àajouter à une culture quelconque; elle varie avec la richesse de celle-ci. Le point convenable s'obtient, d'ailleurs, facilement avec un peu d'habitude en observant à Tcril nu le trouble de la dilution; mais il ne se détermine exactement que par l'emploi d'un sérum-étalon.
Pour cela, on fait, avec une petite partie de la culture, une ou plusieurs dilutions dressai que l'on contrôle au sérura-étalon. Quand on a trouvé le point voulu, on peut utiliser la culture de deux façons :
a) En faisant immédiatement de grandes quantités de dilution à conserver' par le froid ou les antiseptiques; mais, malgré tout, ces dilutions peuvent s'altérer, et perdent à la longue une partie de leur agglutinabilité. Celle-ci diminue assez notablement au bout de deux ou trois semaines si on emploie les antiseptiques.
p) En arrêtant dans sa végétation par les mt^mes procédés, et en conservant en flacons bien bouchés ou en tubes scellés conservés au frais, la culture totale. On fait ensuite au fur et à mesure des besoins, des dilutions au taux déjà déterminé.
3** Conservation de la matière agglutinabte. — Pour conserver une provision de culture pure ou diluée, on emploiera l'action du froid ou des antiseptiques.
Le meilleur procédé est de mettre simplement à la ylacière ou à une température inférieure à 10^.
On peut aussi conserver par addition de 3 à 4 p. 1000 de formol du commerce ou encore de 4 à 5 p. 1000 d'acide phénique, mais il faut encore placer le mélange à une température peu élevée,
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pour évilor la contamination accidontolle * par d'autres germes.
I.a matière «lîiîlatinahle sera répartie en petits flacons bouchés herméticjuement ou par des liouchons parallinés, pour éviter Tévaporalion.
Il faut avoir i^rand <oin iVagif(^r aranl de s'en servir, pour répartir uniformément le dépôt qui se forme à la longue dans les cultures ou dilutions conservées.
On peut préparer ainsi, expédier au loin et garder assez longtemps de grandes quantités de matière agglutinable pure ou diluée avec des propriétés à peu près constantes.
4*^ Enifiloi du sêrum-ctahn. — Qu'il s'agisse de cultures jeunes ou dilu('»i's, leur aptitude au sérodiagnostic se juge par un sérum dont le pouvoir agglutinant est connu et déterminé une fois pour toutes. On choisit comme sérum-étalon un sérum qui agglutine dans les limites ordinaires du scrum des tuberculeux : i pour 10, 1 pour \\\ ou 1 pour 20 (une sérosité pleurale tuberculeuse ou un sérum animal convienuiMit pour cet usage). Conservé à l'obscurité, à la glacière, ou asepliquement à une température modérée, un tel sérum garde longtemps le même pouvoir agglutinant.
On 11 emploiera donc, dans la pratique^ que des cultures qui, directement ou après dilution, donnent arec ce sérum V agglutination cherchée en un temps déterminé. De même, le maximum du pouvoir agglutinatif des sérums suspects sera toujours comparé au maximum donné parle sérum-étalon sur une même culture. Il serait donc bon de toujours faire une agglutination témoin, avec le sérum -étalon, à chaque séance de séro-diagnostic.
/y. Manikl opkkatuikk. — Le matériel est très simple : culture ou dilution préparée et éprouvée comme il a été dit; sérum sanguin du sujet; petits tubes de verre sur des portetubes, et pipettes pour la répartition de ces liquides. Les manipulations sont à peu jjrès identiques à celles du séro-
* Toutes les manipulations indiquées doivent uaturellement se faire avec les précautions usuelles d'asepsie bactériologique dès qu'il s'agit de conserver longtemps ces cultures.
SERODIACNOSTIC
diagnostic de la fièvre typhoïde, mais avec certaines précautions fort importantes.
«. Pour obtenir le sérum on recueille 1 ce. 1/2 environ de sanc, dans un petit tube de verre (voir le modèle fit?. 24i), à l'aide d'une piqûre faite à la lancette sur le côté du bout du doigt. Le sérum sort par la rétraction du caillot; sinon on le retire par centrifuiîation. Il sera employé frais, pur et limpide. Une fois séparé du caillot, il peut cependant se conserver longtemps sans modilication de ses propriétés, s'il est à l'abri de révaporation et à une température modérée.
Le sang, ou mieux, le sérum peut ainsi être facilement envoyé à un laboratoire dans de petits tubes bien bouchés (caoutchouc ou liège paratiiné).
}. On répartit successivement, dans des tubes de verre, la culture, préalablement bien agitée. Ces tubes seront petits (fîg. 2i4) (7 millimètres de diamètre environ), pour augmenter la hauteur de la colonne liquide, et placés verticalement sur des porte-tubes, pour faciliter l'examen.
Y- L'agglutination'avec les sérums d'hommes tuberculeux adultes oscille, en général, autour de 1 pour 10. 1 pour 15, dans lea conditions de technique indiquée.
Pour chaque sérum, on fait doue trois mélanges de culture et de séruîn dans trois petits tubes (lig. 244), aux titres suivants : à i pour 5; 4 pour iO; 1 pour iî> (c'est-à-dire 2 de sérum pour iO * de culture, 1 de sérum pour iO de culture, etc..) La répartition se fait par gouttes. On emploie, pour cela, une
Fig. 244.
Tube pour sérodiagnostic, de grandeur naturelle.
li :=:: liaulcup (Ic la colonne de culture.
* 11 ne faut pas employer moins de 10 gouttes de culture, pour un tube, afm d'avoir une colonne liquide assez haute pour observer facilement le phénomène à l'œil nu.
même pipette de verre effilée qui sert successivement à compter les gouttes de culture et celles de sérum. Si on fait plusieurs sérodiagnostics, on lave et on flambe la pipette entre chaque opération et surtout après chaque sérum.
II n'est pas indispensable, mais préférable, que les tubes soient préalablement stérilisés.
Ils sont placés sur des porte-tubes en bois dont le support
Fig. 245.
Porte-tubes pour le sérodiagnostic tuberculeux.
taillé en biseau permet de le maintenir droit ou incliné à volonté (fig. 245).
0. Une fois la répartition faite, on agite fortement chaque tube pour bien mélanger le sérum avec la culture, puis on abandonne au repoa à la température de la chambre, le porte- tube étant incliné à 45^ environ.
e. On préparc en môme temps un tube témoin (culture sans sérum) et môme, pour plus de sûreté, une agglutination limite avec le sérum-étalon (1 pour 5, 4 pour 10, 1 pour 15, etc.).
C. Appréciation de l'aggluti>îation. — a. Le degré de l'agglutination dépend surtout de trois facteurs : 1*> de la richesse de la culture ou dilution ; 2^^ du pouvoir du sérum ; 3° du temps pendant lequel sérum et culture restent en contact.
La richesse en matière agglutinable est toujours ramenée à
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un taux constant par les procédés indiqués plus haut (cultures jeunes de même valeur ou cultures diluées à point).
Le pouvoir agglutinant de chaque sérum est le facteur inconnu ; on le détermine donc sur les cultures ainsi préparées et titrées.
Le temps au bout duquel la séro-aggluti nation doit être notée varie un peu avec les observateurs, selon qu'ils emploient des cultures plus ou moins sensibles. Les cultures jeunes ou très diluées sont très sensibles, et inversement. Les modifications les plus importantes se passent pendant les premières heures (trois à cinq heures pour les auteurs lyonnais) ; au delà de ce temps, elles sont négligeables. Le sérum-étalon sera encore, sous ce rapport, le meilleur guide ; le résultat donné par les sérums sera noté au bout du temps nécessaire pour Tagglutination limite par le sérum-étalon à la dilution maxima.
p. On ne doit considérer comme positives à un taux donné (+) que les agglutinations complètes à Vœil nu, caractérisées par la formation de flocons bien visibles et la clarification du liquide *.
Les réactions négatives ( — ) laissent le liquide trouble comme dans le tube témoin, sans flocon, ni dépôt abondant.
Les réactions incomplètes {zt) (avec dépôt dans le fond, mçiis persistance d*un trouble accusé au-dessus du dépôt) ne peuvent servir que d'indication.
Pour bien observer à l'œil nu tous ces degrés de Tagglutination, il faut observer les tubes à jour frisant et sur un fond noir comme pour les précipités d'albumine. On peut agiter légèrement pour remettre en suspension le dépôt de flocons; cçlui-ci se voit très nettement le long du tube, si on a eu soin d'incliner le porte-tubes à 45<*.
L'examen microscopique, fait comme pour le sérodiagnostic de la fièvre typhoïde, peut être pratiqué à titre de contrôle ou pour observer la réaction au début.
* Certains observateurs ont adopté un autre mode d'appréciation, par exemple l'examen microscopique seul. Il en résulte des confusions regrettables.
Le microscope ne doit intervenir ici qu'à titre d'adjuvant: son emploi cxclusir expose à tenir compte de réactions incomplètes et insignifiantes pour le résultat final-
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On exprime ainsi les résultais : le pouvoir agglutinant (P. A.) d'un sérura qui agglutine complètement à \ de sérum pour iO de culture, et incomplètement à 1 pour 15, est noté :
P. A. = + 10 it iD.
D. IXTEHPHKTATION UE LA SKROHKACTION. — i"^ ScrodiagnOsUc
avec le sérum sanguin. — Une fois la séroréaction observée, il s'agit d'en apprécier la valeur. Celle-ci dépend du degré de faggluiination et augmente avec lui. Il va sans dire que la séroréaction na de valeur quà partir du titre de dilution où le sérum normal de V espèce considérée ne donne pas cette agglutination.
Par conséqueni, pour qu'un sérodiagnostic soit positif, pour les auteurs lyonnais, il faut deux choses : d'abord, que la séroréaction soit positive et complète, comme nous l'avons indiqué, et ensuite qu'au titre de dilution du sérum où cette réaction a été faite, le sérum normal de l'espèce considérée ne soit pas agglutinant.
On sait en effet que le sérum de la plupart des espèces animales agglutine normalement le bacille de Koch, à des degrés divers; par exemple, le sérum de cheval à 1/15 et au delà; le sérum de vache normal agglutine complètement à 1/5; et incomplètement à l/iO..., etc. De plus le sérum des adultes agglutine normalement davantage que celui des jeunes.
C'est pour cela, que, dans la pratique du sérodiagnostic, on ne doit tenir compte des réactions complètes qu'à partir d'un certain degré de dilution dont le taux variera avec l'espèce et même l'âge. Et c'est parce que le degré de l'agglutination des sérums normaux n'est, souvent, pas très éloigné de celui des sérums tuberculeux, qu'il faut prendre une base d'appréciation sûre et toujours identique, et qui est la réaction macroscopique complète.
Pour le sérodiagnostic de la tuberculose des bovidés adultes S. Arloing ne regarde comme positifs que les cas où la réaction est absolument complète à partir de la dilution à 1 p. 10.
Chez l'homme adulte ou ne doit tenir compte que des réactions complètes à partir de 1 p. 5. Au-dessous de ce taux un grand
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nombre de sérums normaux agglutinent. Chez le nouveau-né le sérum n'est pas du tout agglutinant (Rombf.rg, Descos). Chez l'enfant, le pouvoir agglutinant normal du sérum est nul ou inférieur à celui de l'adulte; il en est de même du pouvoir agglutinant du sérum des enfants tuberculeux par rapport à celui des tuberculeux adultes. Pour le diagnostic de la tuberculose chez Tenfant, on tiendra donc compte de séro-réactions qui seraient considérées comme sans siguificalion chez l'adulte (Descos) *.
Nous allons indiquer les résultats obtenus chez l'adulte par
S. ArLOING et P. CoURMONT.
a) Dans les cas de tuberculose dite médicale, la ^séroréaction est positive : 87,9 fois p. 100 chez les malades évidemment tuberculeux d'après la clinique. Elle décèle encore 34,6 p. 100 de tuberculeux latents chez les malades non tuberculeux en apparence, et 26,8 p. 100 chez les sujets sains en apparence.
b) Dans les cas de tuberculose dite « chirurgicale », la réaction a été positive 76 fois p. 100; elle a été négative chez tous les nontuberculeux observés en chirurgie '^.
Dans toutes les statistiques (S. Arloing et P. Courmont confirmés par MoNGouR, Schrapff, Bendix, Romberg, Kazari- Nov, etc.), ce sont les tuberculoses les moins graves ou les moins avancées qui donnent les agglutinations les plus accusées et réciproquement. Ce fait a induit en erreur quelques observateurs, car beaucoup de tuberculeux latents, sains eu apparence, ont un sérum très agglutinant; il semble que dans ces cas la méthode soit en défaut, alors que ces faits prouvent au contraire sa sensibilité et son ulililé pour les cas de début ou latents. Le nombre des tuberculeux latents décelés par le sérodiagnostic est à peu près celui de ceux décelés par remploi de la tuberculine.
Quant à la question de savoir si une séroréaclion positive
' Dkscos, Le sévodiafinostic de la tuberculose chez Venfanl. Thèse. Lyon, 1U0±
* Voir : IL Clément, Le sérodiagnostic de la tuberculose « chirurgicale ». Thèse. Lyon, 1900.
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ne peut pas exister parroissaiis lésion tuberculeuse apparente, c'est un point à réserver. 11 est possible quune imprégnation tuberculeuse antérieure, ou bien des lésions très minives échappant à l'observateur, puissent expliquer ces faits*.
I^a plupart des maladies ne donnent au sérum aucun pouvoir agglutinant sur le bacille de Koch; cependant le sérum de la plupart des typhiques donne la séroréaction tuberculeuse; l'explication est encore à trouver; il ne faut donc pas compter sur la séroréaction tuberculeuse pour diagnostiquer la granulie d'avec la fièvre typhoïde.
En resuméy le sérodiagnostic tuberculeux, chez l'adulte, ne doit être employé que dans les cas de suspicion de tuberculose, et surtout pour les cas de début ou à forme lente; il donnera de moins bons résultats dans les formes graves ou à marche rapide, et chez les phtisiques avancés, mais c'est dans tous ces cas qu'on n'a pas besoin de l'agglutination pour le diagnostic.
En pratique : une séroréaction po&ilive chez un sujet suspect sera un signe de grande, valeur pour établir l'existence d'une tuberculose viscérale -, et d'autant plus que le taux d'agglutination sera plus élevé; une séroréaction négative aura .une valeur beaucoup moindre, comme tous les signes négatifs, mais pourra contribuer à faire éliminer la tuberculose, s'il ne s'agit pas d'une maladie grave ou rapide.
Les autres avantages de la méthode sont : son innocuité absolue, puisqu'il suffit de quelques gouttes de sang; sa grande facilité et rapidité d'application, puisque l'expérience dure au plus quelques heures et qu'il n'est pas besoin d'avoir le sujet sous la main.
Mais il est certain qu'elle demande une technique plus délicate que le séro-diagnostic lyphique, un observateur exercé, une interprétation critique dans ses applications cliniques.
Les principales causes d erreur sont donc : a) des fautes de
* Voir pour cette discussion : loc, ciL, Gaz, des hop., 1" décembre,
* Il va sans dire que la sêroréartion ne fait pas le diagnostic de ta localimfion mais seulement de rexistcuce de l'infection tuberculeuse.
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technique ; usage de cultures ou dilutions trop fortes ou trop faibles, 6) des erreurs d'interprétation; par exemple de rejeter la tuberculose par le seul fait d'une séroréaction négative, ou de considérer le séro-diagnostic en défaut, lorsqu'il est positif chez des tuberculeux latents, mais sains en apparence.
2^ Séro-diagnostic local et épanchements tuberculeux. — La méthode e;énérale a été étendue par P. Courmont au diagnostic de la nature des épanchements pathologiques, par la recherche du pouvoir agglutinant non seulement du sérum sanguin, mais des sérosités pathologiques elles-mêmes.
Il s'agit ici d'un sérodiagnostic « local ». L'agglutination avec le sérum sanguin ne fait que le diagnostic de l'infection tuberculeuse, la réaction avec l'épanchement même fait le diagnostic de la localisation de l'infection ^
Les résultats les plus démonstratifs concernent les pleurésies. Le pouvoir agglutinant est toujours absent (c'est-à-dire audessous de t pour 5) dans les liquides de pleurésies non tuberculeuses, d'hydrothorax, etc.. Il est presque toujours présent (à partir de 1 pour 5), et souvent élevé, dans les pleurésies tuberculeuses essentielles bénignes, dites « a frigore », c'està-dire dans les cas où Iç/ diagnostic est précisément le plus délicat.
Les résultats de l'inoculation au cobaye, du sérodiagnostic et du cytodiagnostic concordent parfaitement dans ces cas. (WiDAL et Ravaut^)
La constatation du pouvoir agglutinant d'une sérosité pleu-
* Voir les résultats et observations dans les mémoires : P. Courmont. L'agglulinalion du B. de Koch par les épanchements des séreuses. Archiv. de niédec. novembre 1900, et : Comparaison du sérodiagnostic et du cytodiagnostic. Bulletin de la Soc. méd. des hôpit.. de Lyon, 1902, n«5.
* WiuAL et Rayait. {Congrès pour la lutte contre la tufjerculose. Londres. 1901). P. Cornsio.NT [Soc. méd. des fiôpit. de Lyon, n^li, 190'2) ont spéoiRlement insisté sur la concordance de ces méthodes. ICn définitive il ne reste, comme méthode» de laboratoire, à la fois rapide et sfïre. pour diagnostiquer la nature des pleurésies, que le sérodiagnostic « local w et le cytodiagnostic; chacune d'elle ayant ses avantages propres.
raie à partir de 1 p. 5 est donc un signe à peu près absolu de la nature tuberculeuse de l'épanchement.
C'est un excellent moyen de diagnostic, très sûr, très rapide, très facile à employer avec le liquide d'une simple ponction exploratrice de quelques centimètres cubes.
Par contre, l'absence du pouvoir agglutinant n'est qu'un signe négatif de valeur relative, car cette absence est presque de règle dans les pleurésies granuliques, celles des phtisiques avancés, où. il est vrai, le diagnostic par la scroréaction est le plus souvent inutile.
Pour les épanchements des autres séreuses : péritonites, arthrites, hydrocèles symptoraatiques, les résultats sont analogues, mais l'agglutination est en général moins marquée et les conclusions plus difficiles à établir actuellement. Le liquide des méningites tuberculeuses n'agglutine pas; leur sérodiagnostic local est impossible.
La comparaison des séroréactions faites d'une part avec le sang, d'autre part avec le liquide pleural fournissent des données très intéressantes (voir les mémoires de P. Courmont).
Les travaux de Moxgour, Blard, Bexdix, Widal et Ravaut, Kazauinov, etc., ont confirmé de tous points les conclusions de P. CouR-MONT, surtout pour les pleurésies.
jE. Signification des variations du pouvoir agglutinant chez LES tuberculeux. — Nous avons vu que cliez les tuberculeux gravement malades, le pouvoir agglutinant soit de leur sérum sanguin soit de leurs sérosités pathologiques est souvent nul ou très faible. On connaît des faits analogues dans l'usage diagnostique de la tubcrculine : les bovidés atteints d'une tuberculose très avancée réagissent fort mal à la tuberculine.
Pour découvrir la cause de ce fait, S. Arloing et P. Courmont ont recherché, chez de nombreux animaux, le pouvoir agglutinant du sérum avant et après une tuberculisation par des cultures soit très virulentes, soit très atténuées *.
* Voir : S. Arloixg et P. Coîrwont, Journal de Physiol. et Pathol. générale, 1900, n» 1. p. 84 et aussi : Société de Biologie, 4" décembre
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L'agglutination, dans ces expériences, paraît subordonnée à deux facteurs : 1° la virulence de l'agent tuberculisant ; 2^' la susceptibilité de l'espèce animale à la tuberculose. Le développement du pouvoir agglutinant chez un individu semble demander que cet individu résiste le plus possible à l'infection tuberculeuse. Il résistera dans deux cas : lorsque son organisme offrira naturellement un milieu peu propre à l'évolution de la tuberculose, ou bien, lorsqu'il reçoit un virus affaibli.
Sans doute il est possible que d'autres, conditions interviennent dans les variations du pouvoir agglutinant tuberculeux chez l'homme ou les animaux, mais les lyonnais placent au premier rang celles qui précèdent. Ces faits expliquent la plupart des cas de séroréactions négatives'chez l'homme et acquerront peut-être une certaine importance au point de vue du pronostic des tuberculoses humaines.
lî) Pronostic bactériologique
Le pronostic d'une affection tuberculeuse dépend de facteurs multiples; les uns ont rapport au sujet : hérédité, prédisposition, ûge, maladies antérieures, etc. ; les autres dérivent du microbe : virulence, nombre, associations. La bactériologie ne peut s'occuper que de ces derniers, c'est-à-dire ne peut faire un pronostic complet ; elle donnera cependant d'utiles renseignements.
Nous ne savons rien de certain sur la valeur pronostique de Vassociation de tel microbe au bacille tuberculeux.
KocH ayant montré que les lésions tuberculeuses scrofuleuses contiennent un petit nombre de bacilles^ on a voulu faire jouer un rôle à la plus ou moins grande abondance de ceux-ci dans les lésions. En réalité, on ne peut tirer aucune indication pronostique du nombre des bacilles contenus dans les crachats, dans les fongosités, etc. Nulle lésion tuberculeuse ne contient moins de bacilles que celles de la granulie la plus foudroyante.
Arloing' a montré que les bacilles des différentes lésions
' S. Arloinc, Easai de différenciation expérimeutale de la scrofule
tuberculeuses ne possèdent pas la mùne viruleiice. Tandis que ceux des lésions viscérales, médicales, sont très actifs, ceux des alTections périphériques, chirurgicales (tumeurs blanches, ostéites, ganglions scrofuleux, lupus, etc.,) sont en général assez atténués. La tuberculose localisée, périphérique, serait une tuberculose à bacilles atténués, ce qui cadre biea avec sa faible tendance à la généralisation. Il est cependant des cas (il y a toute une gamme de virulence des bacilles contenus dans les lésions humaines], où les tuberculoses locales contiennent des bacilles virulents ; toute opération sur de pareilles lésions se termine alors par la granulie. Le chirurgien a le plus grand intérêt à savoir s'il se trouve en présence d'une tuberculose torpide, atténuée, opérable, ou d'une lésion virulente, prête à se généraliser, qu'il ne faut pas toucher. J. Courmont a poursuivi les recherches d'ARLOixG, les a confirmées en ce qui concerne les tuberculoses périphériques, et a étudié, avec Denis *, la virulence des bacilles expectorés par les phtisiques. De même que les lésions périphériques sont le plus souvent dues à des bacilles atténués, mais peuvent exceptionnellement contenir des bacilles très virulents (ils ont pu s'exalter localement) ; de même les lésions pulmonaires peuvent, exceptionnellement, présenter des bacilles atténués. Dans les observations de J. Coua- MONT et Denis, les bacilles atténués appartenaient à des formes remarquablement bénignes, à marche lente.
Pour faire la recherche de la virulence des bacilles tuberculeux, on suivra la technique d'Arloing. Nous avons dit que le lapin est beaucoup plus résistant à la tuberculose que le cobaye ; il servira à faire le pronostic. On inoculera donc, sous la peau de la cuisse, à deux cobayes et deux lapins (afin d'avoir encore un animal si l'autre mourait de septicémie) le produit tuberculeux. Le cobaye fera le diagnostic, comme nous l'avons indiqué plus haut. Au bout de deux mots, on s'icrifiera les lapins.
et de la tuberculose humaine. Revue de médecine. 1887. Leçons .sur la tuberculose. Leçons XIII, S. Arloing etJ. Coukmont. Congrès pour l'étude de la tuberculose, 1893. p. 480.
* Dknis, Tuberculose pulmonaire à bacilles atténués. Méthode de pronostic ejpé riment al. Thèse de Lyon, 18î)4.
PRONOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE 493
Chez cet animal, la tuberculose envahit d'abord les poumons. Si ces derniers sont intacts ou ne contiennent que des lésions très discrètes, on considérera les bacilles inoculés comme atténués; si les poumons sont farcis de tubercules, comme cela doit arriver normalement deux mois après l'inoculation, on conclura que les bacilles inoculés avaient une virulence ordinaire.
La technique d'ARLoiN(i n'a pas été critiquée au point de vue de ses indications pronostiques ; mais on a voulu voir dans la résistance du lapin un effet du petit nombre des bacilles inoculés et non de leur peu de virulence. Il est facile de réfuter i^ette opinion en montrant comme l'ont fait Ahloinc et J. Courmont : i*^ que les lésions inoculées sans résultat au lapin contiennent souvent beaucoup de bacilles; 2° que les lésions .produites chez le cobaye fourmillent de bacilles et cependant ne tuberculisent pas plus en général le lapin à ce second passade qu'au premier; 3^ qu'en diluant une culture de bacilles, et en l'inoculant comparativement au lapin et au cobaye, on obtient au hasard des lapins et des cobayes qui échappent à l'infection, tandis qu'en atténuant une culture par la chaleur, on tuberculise tous les cobayes sans pouvoir infecter les lapins; 4® enfin, J. Courmont et Dor ^ ont montré par une série d'expériences qu'on peut reproduire, chez le lapin, des tumeurs blanches multiples, sans aucune lésion viscérale, sept mois après l'injection dans le sang de cet animal de bacilles aviaires atténués. En exaltant la virulence de ces bacilles, on obtenait la granulie et la mort on treize Jours, avec la môme dose inoculée par la même voie.
Peut-être pourra-t-on établir plus tard un aéropronostic, suivant l'absence, ou l'intensité du pouvoir agglutinant du sérum.
Les travaux lyonnais, puis ceux de Kogh, en 1901, tendent à
* J. Goi'RMONT et Dor, De la production chez le lapin de tumeurs blanches expérimentales par inoculation intraveineuse de culture de f). t. atténués. Soc. de Biologie, 8 novembre 1890 et 21 février 1891; Ac. des sciences. 10 novembre 1890 : Etudes sur la tuberculose, 1891.
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établir un rapport entre Tintensité de l'agglutination et la faible virulence ou la tendance à la guérison des lésions tuberculeuses (voy. p. 490).
I) Thérapeutique bactériologique
On a tenté, de plusieurs façons, la guérison de la tuberculose par des moyens bactériologiques :
Kig. 246.
Poumon de vache tuberculeuse^ morte, en vingt-trois jours, du traitement par la tuberculine. Lobe antérieur montrant la granulie de l'injection et la congestion autour des tubercules.
1<^ Hémothérapie. — En 1888, Richet et HniucoruT, croyant ù l'immunité ducliien vis-à-vis de la tuberculose (voy. p. 465),
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injectent du sang de chien norinal ou tuberculisé. Ils voient une augnientalion de la survie des animaux ainsi traités. Bertln et Picg (1890) Lkpink (1891) utilisent le sang de chèvre. VioiRHAT (1894) Redon et Chenot injectent du sang d'une sain ou tuberculisé. Gadiot, Behring injectent le sang du poulet et du dindon. Aucuns résultats.
2" Toxinothérapie. — Elle est contenue principalement dans les tentatives successives de Koch, avec ses tuberculines.
Fig. 217.
Poumon humain. Granulic consécutive au traitement.
Il est inutile d'insister. Ni cliniquement. ni expérimentalement, personne n'a jamais vu la tuberculose rétrocéder par une de ces tuberculines. S. Ahujin(j. Hodet et J. Ourmont ont entrepris, en 1891, avec la tuberculine brute, un très ^rand nombre d'expériences sur des vaches spontanément tuberculeuses, sur des cobayes, des lapins inoculés avec de la tuberculose humaine, bovine, aviaire (voy. p. 47»). Toujours l'effet a été désastreux. Souvent, il s'est développé une véritable granulic (le llnjcclion (fig. 240 et 247) montrant la mobilisation des bacilles et l'extension rapide de la tuberculose. Il y a toujours des phénomènes congeslifs intenses (fig. 246 et 2i8). S. Ahi.oinc;, J. C()rH.M()NT et Nu:(>LAs n'ont pas mieux réussi avec la luber-
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culino II qui s'est, cependant, montrée moins dangereuse.
Pour les autres tuberculines, voyez la thèse de Weigert sur les Tuberculines (Lyon, 4901-1902).
Bécemment Maracltano a lont('' de renforcer rimmunil^
h ci^-; :-/>.<. ;:;••>; .r-
Fig. i48.
Poumon humain. Uii point de la préparaliun de la figure 247, plus
grossi, pour montrer la congestion.
passive communiquée au malade par son sérum en lui injectant une loxoprotéine extraite des bacilles tuberculeux. La toxinothérapio nVxiste pas encore pour la tuberculose.
3^^ Baçtériothérapie. — Koch (190l)inoculo à des phtisiques, soit sous la peau, soit môme dans les veines, des Bacilles tuberculeux desséchés, tinement pulvérisés et porphyrisés, en suspension dans de l'eau glycérinée. Les injections sous-cutanées (0'"8r,0025, puis progressivement jusqu'à 20 milligrammes) sont faites avec de l'émulsion non centrifugée. Les injections intraveineuses (doses 10 fois moindres) utilisent Témulsion centrifugée. Koch se croit autorisé à pratiquer un tel traitement par le fait que les injections font apparaître et se développer, dans le sérum du patient, un pouvoir agglutinant^ témoignage d une réaction de défense de la part de l'organisme.
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Notons que ces bacilles, quoique pulvérisés, ne sont pa3 fatalement tués. Von Niksskx a obtenu, avec la poudre de Koch, des cultures vivantes, et Thellung la tuberculisation du cobaye. La méthode ne paraît donc pas absolument inolTensive.
4<* Sérothérapie. — On a commencé par chercher un sérum préventif et curateur. Actuellement tous les efforts tendent à obtenir un sérum simplement antitoxique.
Behring etKNORR (1895), Nibmann (i896), Maffucci et Di Vestea, ayant imprégné divers animaux avec des bacilles ou de la tuberculine, démontrèrent la présence d'une antitoxine dans leurs sérums. De tels sérums n'exercent pas une action curative ou prophylactique chez le cobaye tuberculeux, mais augnienteraient sensiblement sa survie.
BABés et Proca firent produire un sérum antituberculeux au mouton et à Vâne, en leur injectant des doses croissantes de tuberculine, des bacilles morts, ou ces deux substance unies à du sérum.
Mahagliano a attaché son nom à la sérothérapie antituberculeuse d'une façon toute spéciale. Depuis 1895, il prépare un sérum dont il a fait de nombreuses applications cliniques. Ce sérum vise surtout à être antitoxique. Il est fourni par le cheval, réagissant aux deux tuberculines préparées par Tauteur. Ces toxines sont douées de la plus grande activité possible ; car, de cette activité semble dépendre la réaction antitoxique violente de la part du sujet fournisseur de sérum.
Maragijano a traité de nombreux tuberculeux au moyen de ce sérum. Les lésions débutantes et peu étendues, exemptes d*associations microbiennes, réunissent les conditions essentielles pour obtenir un bon résultat du traitement sérothérapique. Dans ces cas, Mahagliano dît avoir constaté que 80 p. 100 des malades retiraient du traitement un bénéfice sérieux, consistant tantôt en uneguérison clinique, tantôt en une amélioration de l'état général, tantôt en la persistance de l'état stationnaire.
Le sérum est injecté à la dose de 1 à 5 centimètres cubes, tous les deux jours environ. D'ailleurs chaque cas comporte des indications particulières.
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• S. Arloixg et I.. (jUinard ont préparé une série de sérums en s'adressant à la chèvre. Celle-ci fut soumise à des injections de tuberculines diverses ou de bacilles tuberculeux. Ces derniers donnèrent les meilleurs résultats. Le sérum obtenu par ces auteurs a été appelé antituberculineuXj car il s'oppose plus aux phénomènes de toxhémie tuberculineuse qu'aux lésions bacillaires elles-mêmes. Il est en cela absolument semblable au sérum de Maragliano. Fernand Arloing a appliqué, au lit du malade, le sérum antiluberculineux dont Taction antitoxique s'est révélée parfois par la disparition des sueurs, de la diarrhée et d'autres phénomènes toxiques ordinaires chez les phtisiques. La fièvre, si rarement pure de toute hecticité, n'a pas semblé modifiée.
On voit quel effort soutenu a été tenté vers la guérison de la tuberculose par un sérum spécifique. Le sérum antituberculeux, ou mieux antituberculineux, ainsi obtenu, répond-il expérimentalement à ce qu'on est en droit de lui demander? Oui, dans une certaine mesure.
Il est, en effet, doué des qualités principales qui sont l'apanage des autres sérums spécifiques. In vitro, le sérUm antituberculineux constitue pour le bacille de Koch un milieu plus dysgénésique que le sérum normal. Bactéricide, selon les uns, après un long contact avec les microbes (Maraglia>'o), il ne semble pas, selon d'autres, posséder à un haut degré cette propriété (F. Arloisg). Il est vraiment spécifique vis-à-vis du bacille tuberculeux, puisqu'il n'est doué d'un fort pouvoir agglutinant que pour les cultures complètes homogènes de cet agent. Fernaxd Arlowg a constaté également que le sérum antiluberculineux possède un fort pouvoir chimiotactique positif et doit être capable, le cas échéant, de mobiliser les leucocytes pour les conduire à l'attaque de l'agresseur {Bacille de Koch en l'espèce). Mais, m vivo, le sérum se montre incapable de prévenir la tuberculose expérimentale, ou d'en enrayer le développement, encore bien moins de la guérir. Il semble même exercer une action favorisante vis-à-vis de l'extension de l'infection tuberculeuse (F. Ahloixg). Cette action est-elle réelle ou due à la survie plus longue des animaux traités, survie per-
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niellant une extension des lésions? Ce point n'a pas été encore élucidé.
Mais, ce qu'il faut retenir et ce qui est incontestable, c'est le pouvoir anlitoxique du sérum antitubercuiineux. 11 peut, suivant le degré d'immunisation du sujet producteur du sérum, neutraliser, in vitro et in vivOy des doses de tuberculine plusieurs fois mortelles pour un animal tuberculeux.
ARTICLE II
BACILLE TUBERCULEUX AVIAIUE
H a été décrit par Koch en môme temps que celui des mammifères (I88i). RiBBEKT l'avait signalé dès 1883.
A) Discussion sur l'unité
L'unité de la tuberculose des mammifères et de celle des oiseaux était admise, lorsqu'en 1888, Straus et Wurtz annoncèrent qu'ils avaient échoué en faisant ingérer à des poules une grande quantité de crachats de phtisiques. Rivolta (1889), MAKkucGi, Straus et Gamaleïa (1891), Koch soutiennent alors la théorie de la. dualité. J. Courmont etDoR (1891), Cadiot, Gilbert et Roger (1891), défendent celle de l'unité. . La théorie de la dualité reposait sur les différences morphologiques ou biologiques minimes que nous allons décrire entre Jes deux microbes, mais surtout sur la non-production de la tuberculose type Villcmin chez les mammifères par inoculation de la tuberculose aviaire et sur la non-inoculabilité de la tuberculose des mammifères à l'oiseau.
J. Courmont et Dur* ont montré qu'on pouvait infecter les poules avec les bacilles humains ou bovins et que, réciproquement, la tuberculose des poules, inoculée au cobaye et au
• * J. -CoiRMONT et DoR, Congrès pour la tuberculose, 1891 : J. Coin- MONT, Semaine médicale. 0 septembre, 1893.
lapin, reproduit parfaitement le type Villemin. Cadiot, Gilbert et lirKiER avaient les mêmes résultats. Pourquoi les auteurs cités plus haut avaient-ils échoué? J. Courmont et D<m l'ont expliqué. Il y a une adaptation certaine des bacilles aux mammiTcres d^une part et à la poule de lautre. Au bout d*un certain nombre de passages, le bacille est adapté plus spécialement au mammifère ou à toiseau (qui a une température bien supérieure, entre antres difTérences), si bien que l'inoculation d'une lc»ion de mammifère à un oiseau rencontre de grandes difficultés à être positive, et réciproquement. Mais, si, au lieu d'inoculer la lésion, on fait des cultures et qu*on les propage pendant un certain nombre de générations sur milieux artificiels, Tadaptation disparait en partie; Finoculation de la culture du bacille afiaire peut alors produire, chez le cobaye, une belle granulie type Villemin. Cela est si vrai que ces mêmes cultures, si on les fait repasser une fois pour la poule, se réadaptent rapidement, et, la lésion aviaire, ou la culture qui en provient, ont beaucoup de peine à infecter le mammifère (J. Courmont et Dor).
Straus et Gamaleîa avaient avancé que le chien est réfractaire à la tuberculose aviaire. Richet et Hêricourt ont montré le contraire.
Nocard (1808) a apporté un dernier argument à la théorie uniciste en transformant du bacille humain en bacille ayant toutes les propriétés du bacille aviaire, par une série successive des cultures en sac de collodion (voy. page iSO) dans le péritoine de la poule. Fischel avait déjà (1893) opéré cette transformation en cultivant le B. humain sur Fœuf de poule. Nicolas (1899), S. Arloing et P. Courmont (1900) ont montré que les cultures humaines homog«'*nes reportées sur milieux solides, ont acquis les caractères des cultures aviaires, etc.
Bref, la question est jugée. Il n'y a pas de dualité; il n'y a qu'une adaptation passagère, intéressante pour Fhygiéniste, mais insuffisante à créer une espèce bactérienne.
La question se pose exactoment de la même façon que pour la parenté des tuberculoses humaine et bovine (voyez p. 458). Il y a adaptation à un milieu organique; il n'y a pas dualité.
Celle adaplalion est plus ou moins complète, sans entraîner la création d'une espèce bactérienne nouvelle.
B) Isolement, Cultures
10 Isolement. — 11 est beaucoup plus facile que pour le B. des mammifères. I/ensemencement direct d'une lésion aviaire donne rapidement des cultures.
2"" Caractères généraux des cultures.
— Aérobie. Végète de + 30« à + 44^ et même + 45*^ (din'éreuce avec le li. des mamînifères), V' oi)tima = 37*^.
3^ Cultures sur milieux solides. —
L(î B. aviaire pousse sur tous les milieux décrits pour le B. des mammifères. Il végète même sur gélose non glycérinée. Les cultures difTèrent par trois caractères : 1^ la facilité avec laquelle ou les obtient eu première génération ; 2*' leur végétation plus rapide et plus abondante; 3^ leur aspect gras et humide, plissé, mou (lig, 249). ('e sont des caractères secondaires. Il existe des cultures de B. des mammifères grasses et humides et des cultures aviaires écailleuses. Les cultures provenant des p. ^^^
perroquets, des pigeons, sont i>resque tou- ^ ^^^ aviaire. Culjours écailleuses. Les cultures sur pomme tiire sur gélose de terre prennenlfréquemmentles teintes glycéiinêe, âgée décrites par Nicolas (voy. page 441)). ^^ *'* jours.
4"" Cultures en milieux liquides. — Ou les obtient très facilement, en bouillon ordinaire, même simplement en eau glycérinée (J. Col'rmont et Dor). Le plus souvent, il se forme à
la surrace un voile liumiile, gras, avec des grumeaux au fond du bouillon qui est légèrement troublé (fig. 250). D'autres fois,
Fi-. 2:.o.
li. tub. aviairr. Culture en l»ouill(>n. Agée de lii jours.
il n'y a pas de voile appréciable, el le trouble est uniforme. Le développement est beaucoup plus rapide que celui des B. des mammifères (cinq Jours ou moins}.
r.) (lOLOUATIOX, CaBACTÈBES MICROSCOPIQUES
Il n'y a aucune différence essentielle avec ceux du B, des mammifères. Les B. aviaires sont peul-élre un peu plus longs et
prennent plus facilement les colorants. Lob formes longues sont la règle dans les vieilles cultures.
D) Caractères bio-chimiques
BouvKAi'LT (1892) a vu que le B. aviairc détruit la moitié des matériaux fixes du bouillon. Comme élément non azoté, il ne consomme presque exclusivement que de la glycérine. Les aliments azotés sont d'autant plus facilement assimilés qu'ils sont plus simples ; Tammoniaque du bouillon a disparu après la culture; ceux dans lesquels Tazote est assez solidement lié. (sarcino, gélatine, peptone) sont attaqués lentement.
K) Action pathogène
1° Action naturelle. — La tuberculose aviairc est fréquente ; elle revêt souvent le caractère épidémique, ravageant les poulaillers. Elle s'observe chez la pow/c, chez le /"awan, parfois chez le pigeon. Les lésions sont abdominales; le foie est volumineux, gras, avec de gros tubercules; la rate est grosse et tuberculeuse ; les granulations existent sur le péritoine et l'intestin. Ces productions abdominales jaunissent, se calcilient, deviennent parfois très dures; une seule peut peser jusqu'à 7 et 800 grammes. Les poumons sont en général indemnes. Les lésions, les parenchymes avoisinants, le foie surtout, fourmillent de bacilles très faciles à colorer. Parfois, il n'y a pas de tubercules apparents, mais seulement un énorme foie gras gorgé de bacilles.
Le perroquet est fréciuemment tuberculeux et a une forme spéciale. Il présente des tumeurs grisâtres, cornées, occupant les paupières, la conjonctive, les orifices des cavités nasales, les commissures du bec, la langue, la peau de l'aile, les articulations, la crête, la peau de la tète. Si les organes internes sont envahis, les poumons le sont de préférence. Même pour les partisans de la dualité (Straus, i896), ces lésions tuberculeuses sont d'origine humaine et contiennent des bacilles humains.
2" Action expérimentale. —A. PorLE : 1^ Les poules, ino-
culées par une voie quelconque (sous culanée, veine axillaire, ingestion), avec des cultures aviaires ou des lésions tforigiiie aviaire, deviennent fatalement tuberculeuses. Elles maigrissent et meurent en quatre ou six mois. A l'autopsie on trouve la
Coupe du foie d'une poule morte 3 mois après l'inoculation souscutanéc d'une culture aviaire (J. CouiiMoNT et DoiO.
Bacilles (en rouge) <laus lc«i rcllules géantes <les lulx>rculrs.
tuberculose abdominale (surtout hépatique) décrite plus haut. Les lésions fourmillent de bacilles (lig. 251).
Inoculées dans la veine axillaire avec une culture bien virulente, elles peuvent mourir en quinze ou vingt jours avec un amaigrissement extraordinaire, sans tubercules, mais avec un foie et une rate énormes, fourmillant de bacilles, ainsi que la moelle des os.
2*^ Inoculées avec des B. humaim ou bovins, elles résistent souvent, mais peuvent aussi présenter de la tuberculose chronique (J. CoiHMONT et DoH, Cadiot, Gilbert et Hogeh).
Les figures 252, 253, 254, 255 et 25G montrent ces lésions.
D'ailleurs, les faits de contagion des poules par les crachats des phtisiques sont admis par tous les vétérinaires.
Fig^
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Fiff.IV
Poule sacrifiée 3 mois après rinoculation sous-cutanée de tuberculose humaine (J. Courmont et Dor).
Fijç. 252 (I) foie. — Fijç. i53 (II) raie. — Fig. 254 (III) iiileslin. - Fip. 255 (IV) coupe <run tuherculp li(^patii|UO : (I. ti»»u normal du lolc: 2. centre Titrcux du luberrulo: ». fouflhe de r«>llulet «pilhelioide» ; 4. couche IlmiUnte de cellules embryonnaire»; Ç. G. : cellule géante.) Fi^'. i5(i (V) ccllulc graille, forlcmciil giossie, du lubcrculc li('pali(|ue pr«V^deiil (G. G.).
B. CoBAYK. — ï.o cobayo csl plus rôsislanl que le lapin à la tuberculose aviaire.
i^ Inoculé, sous la peau de la cuisse^ avec des lésions aviaireSy il meurt, en un mois environ, présentant un abcès caséeux local souvent non ulcéré, de la tuméfaction des ganglions correspondants, de la rate; les bacilles sont abondants dans la rate et dans le foie. Le plus souvent, il n'y a pas de tubercules apparents. Il en est de m6me, avec l'inoculalion intrapcntoncalc, pulmonaire ou intraveineuse.
2° Inoculé avec des cultures aviaires, simplement entretenues artificiellement depuis un certain temps, ou ayant passé par le lapin, il présente sept fois sur huit (J. Coi kmont et Doh) la tuberculose classi(|ue tijpe Villcwin.
Fig. 2:i7.
Lapin inoculé, 6 mois avant, avec des bacilles atténués.
Tumeur blanche du genou (J. Coi'RMONT et Don).
Fig. 258.
Lapin inoculé, G mois avant, avec des bacilles atténués. Cavités ttiberculeuses inlra-osseuses (fémur et tibia) (J. CouRMoNT et Dor).
C Lapin. — C'est le réactif mammifère le plus sensible de la tuberculose aviaire. L'inoculation la plus intéressante est /'ino-
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culation intraveineuse. Si le lapin en meurt rapidement (sept à , quinze jours), ce qui arrive le plus souvent (surtout après l'inoculation intraveineuse), il présente.de la tuméfaction de la rate et du foie qui fourmillent de bacilles, mais sans tubercules (type Yersin) ; s'il survit un mois ou plus, il présente une granulie pulmonaire (type Villemin), Linoculation sous-cutanée engendre un abcès local et les types Yersin ou Villemin. I/tno-
Fig. 259.
Môme lapin que celui de la flgure 258. Coupe de fongosilé péri-articulaire. 2 tubercules. Nombreux bacilles en rouge (J. Courmont et DoR).
culation intrapéritonéale fait de la péritonite tuberculeuse. Vinoculation dans la chambre antérieure donne la fonte de Tœil et la tuberculose généralisée.
J. CorHMONT et DoK (1891) ont reproduit, chez le lapin, des tumeurs blanches typiques (fig. 257, 258 et 259) en leur inoculant, dans le sang, une grande quantité de bacilles très atténués. Pendant cinq mois les lapins sont restés indemnes; puis, ont npiKiru les tumeurs blanches, mais aucune lês^ion viscérale.
D. (iHiKN. — Il est bien moins sensible qu'à la tuberculose des mammifères, mais peut mourir d'une inoculation intraveineuse avec de la granulié des poumons (Richet et Hêiucoirt).
E. Animaux a sang phoid. — Gomme le B. fies mammifères
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(ArcHK et HoiiRs, Ramond et Rayait). On observe quelquefois des granulations sur le foie et le mésentère. Plus pathogène pour la grenouille que les B. des mammifères.
Le lézard, à Tétuve, est réfractaire à la tuberculose humaine et sensible à la tuberculose aviaire.
F) Toxines
La tubcrculine brute fabriquée avec des R. aviaires est identiques à celle préparée avec des B. des mammifères (Roux). Nouvel argument pour l'identité.
(î) Immunisation
J. Courmont et DoR (1890), avec des cuUurcs atténuées filtrées, RicHET etllÊRicouHT (1890), avec des cultures tuées par la chaleur ont conféré au lapin un certain degré dïmmunité contre le B. «t'iflirc môme parfois contre le B. des mammifères. L'immunisation des lapins de J. Couhmoxt et Dou était encore solide au bout de sept mois.
Hj Diagnostic bactéuiologioue
11 est facile. Les bacilles sont nombreux et se colorent bien; ils se cultivent aisément. On ferait, s'il le fallait, Vinoculation sous la peau de la cuisse de la poule (attendre quatre mois).
article III BACILLE PISGIAIRE
Ce B. a été découvert par Dibard, en 1897, dans des tumeurs de carpes. Il a été étudié par Dlbaru, Bataillon et Terre. Ses caractères de forme (formes filamenteuses et parfois ramifiées dans les vieilles cultures) et de coloration sont les mêmes que ceux du B. de Koch (fig. 260). Il est strictement aérobie, immobile.
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Les cultures sont faciles à obtenir dans les milieux ordinaires; elles végètent rapidement (4 jours) à basse température (depuis 10* ; optimum = 25®; cultures très pauvres à + ^^*^)- En bouillon : voile à la surface et flocons au fond. Cultures homogènes, faciles à obtenir par Tagitation. Sur gélose: couclie crémeuse ou verruqueuse en trois jours. Sur pomme âe terre glycérinée (milieu de choix) grains savonneux en trois jours. La
Flg. 260.
B. tuberculeux pisciaire. Culture jeune.
gélatine n'est pas liquéfiée. Le lait n'est pas coagulé, mais devient violacé. Les milieux sucrés deviennent bruns. Les cultures solides tournent souvent au rose.
Sa vitalité est considérable ; des cultures, âgées de 5 ans, peuvent être rajeunies.
Les cultures ont une odeur d'amande amère et une saveur de noisette.
Le B. pisciaire est pathogène pour la grenouille, le crapaud, le lézard, la tortue, la couleuvre, le cyprin, la carpe, etc., engendrant de véritables tubercules ou formant des colonies gigantesques avec nécrose des tissus. 11 est primitivement inactif pour le cobaye et les oiseaux; il peut devenir virulent pour le cobaye.
Pour Ramond et Ravaud la tuberculine pisciaire serait analogue aux autres. Elle serait inactive, pour Krompechkr.
Le B. pisciaire est-il une race du B. de Koch adaptée aux animaux à sang froid, comme semblent l'indiquer les températures eugénésiques des cultures? Est-il simplement un bacille
voisin de c«'lui de Koch? On ne sait. On n'est, en tout cas, pas parvenu à transformer du B. de Koch en B. pisciairc. J. Nicolas et I.ksikuk ont échoue en faisant ingérer des crachats tuberculeux à des carpes, pendant huit mois. Sacrifiés, ces poissons étaient indemnes mais contenaient des bacilles. C'est le résultat habituel de ces inoculations sur les animaux à sang froid (voy. page 466). Aichk et Ho»ns n'ont pu, non plus, transformer du B. humain ou aviaire en B. pisciaire par passage sur la grenouille.
Un travail récent de Bataillon, Mcelleh et Terre (1902) tendrait à démontrer l'identité du B, pisciaire et du B. de Koch. Moeller a obtenu en inoculant des crachats tuberculeux à Vorvety un bacille identique à celui de la carpe.
Terre {Tfièse de Lyon^ 1902) est très atlirmatif surla nature du B. pisciaire. Ce serait un B. de Koch adapté aux poissons.
BACILLE DK LA LÈPRE, BACILLES ACIDOPIIILES BACILLES PSEUDO-TUBERCULEUX
Nous avons groupé dans ce chapitre des Bacilles qui se rapprpchent, par un de leurs caractères, du B. de Koch. Le Bacille de la lèpre et les Bacilles dits « acidophiles » ont les mômes propriétés de coloration ; ils résistent à la décoloration par les acides. Les Bacilles dita <c pseudo- tuberculeux » ne jouissent pas de ces propriétés, mais sont capables d'engendrer des lésions tuberculeuses.
ARTICLE PREMiEU BACILLE DE LA LÈPRE
Ce B. a été découvert par Hansen (1873) dans les lésions lépreuses. Il y existe en quantité considérable, quel que soit leur siège : peau, muqueuses, vaisseaux lymphatiques, rate, etc.
On n'est pas arrivé à cultiver le B. de Hansen. Cependant CzAi'LïïwsKi, Spronck, Teich auraient répssi. Les bacilles des cultures de Sfronck (pomme de terre glycérinée) seraient agglutinablcs par le sang lépreux de 1/70 ii l/lOOO.
L'inoculation des lépromes a toujours échoué. La lèpre est une maladie uniquement humaine. Il est vrai que l'inoculation à rhomme a également échoué.
On est donc réduit à colorer le Bacille de Hansen dans les frottis ou dans les coupes, et à Texaminer au miGroscope.
Ha tous les caractères du B, de Koch (Neisseu; 1881). On
peut cependant lui assigner les caractères distinclifs suivants :
1« Il existe en trl's grande abondance^ en touffes serrées, dans
Fig. 261.
Bacille de la lèpre.
Coupe de lésion lépreuse. Coloration par la uiéttiode de Ziehl.
Les bacilles sont rouges et intracellulaires. Gr. = 1 200 D.
l'intérieur des cellules {cellules lépreuses) dermiques, nerveuses, etc. (fig. 261).
Le B, de Koch n'est jamais aussi abondant.
2" Il se colore plus vite et se décolore plus lentement par la méthode d'Elirlicli (voir 7*^).
3** Il reste coloré par un simple bain dans une solution hydro-alcoolique d'une couleur basique d'aniline, suivi d'exposition au liquide de (iram et décoloration par l'acool {Prend le Qram simple).
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4^ 11 se colore plus facilement que celui de la tuberculose dans la solution alcaline aqueuse de bleu de méthyle de LOffler (Neisser, Kûhne, Bordoni-Uffreduzzi).
^^ Il se colore facilement, même à froid ,par les simples solutions aqueuses de couleurs basiques d'aniline.
6<* Coloré par le procédé d'Ehrlich, il résiste mieux que le Bacille de la tuberculose à l'action décolorante d'une solution à i p. iOO d'hypochlorite de soude (Lustgartkn).
T" Baumgarten a donné un procédé différentiel de coloration. Colorer, pendant cinq minutes, à froid, dans le violet aniline; et décolorer avec :
Alcool absolu 10 centimètres cubes
Acide nitrique 1 —
Laver. Sécher. Monter. Le B. de Hafisen reste coloré en violet; le B. de Koch se décolore.
Le B. de Hansen n'existe ni dans le sang, ni dans les urines. 11 se rencontre dans les sérosités, dans les matières fécales si rintestin, les organes voisins sont malades. Il est présent dans le système nerveux central et périphérique, lorsque la lésion a une forme nerveuse.
On a trouvé, chez les lépreux, des Bacilles acidophiles (voy. plus loin) qu'il est malaisé d'assimiler au B, de Hansen ou d'en distinguer avec certitude (Levy, Czaplewski, etc.).
article II BACILLES DITS c ACIDOPHILES »
La propriété de résister à la décoloration par les acides n'est pas, et ne pouvait être, l'apanage du seul B. de Koch. Nous venons de voir que le B. de Hansen résiste encore mieux que lui.
Dès 1884, Lustgarten avait signalé des microbes présentant les mêmes caractères. En 1885, Alvarez et Tavel en rencontrent dans le smegma, et (Jottstein dans le cérumen. Mais, on jugeait ces cas comme très rares.
PnÈClS DE UACTÉHIOLOGIE. 2* l'diL. 33
'514 BACILLES DITS AGIDOPHILES
En 1896, KocH et Pétri trouvent, dans le beurre elle lait de Berlin, des bacilles résistant aux acides. Depuis lors, la question esta Tordre du jour. Rabinowitsch, A. Moellbr, Karlinski, BixoT, etc., en découvrent dans le beurre, le lait, les fromages, la margarine, sur les plantes, dans les poussières, chez Thomme sain, dans la gangrène pulmonaire, etc.
Ces bactéries, connues depuis 1896, ont reru, en France, le nom impropre d'acidophiles. En Allemagne on les dénomme plus justement : usâurefest », c'est-à-dire qui résistent aux acides '.
Elles sont très importantes à connaître, car leur présence peut induire en erreur en faisant croire à une tuberculose qui n'existe pas (crachats de gangrène pulmonaire) ou en faisant admettre comme contenant des bacilles tuberculeux un lait ou un beurre, offrant simplement des acidophiles. 11 est probable qu'un certain nombre de recherches faites sur le beurre, sont, de ce chef, entachées d'erreur.
Dans le lait ou ses dérivés (beurre, etc.), on connaît déjà au moins 13 espèces :
10 B. de Pétri ;
2® B. de Rabinowitsch ;
30 B. let II de Kom;
40 B. de Coggi ;
5" B. de Tobler (au nombre de cinq) ;
6*^ B. de Markl;
70 B. de Binot;
8« B. de Mœller.
Dans la nature, on a trouvé des acidophiles sur des graminées, dans la poussière de foin, dans la terre : Grasbacillus I et II, (A. Mgellrr).
Chez les animaux, les excréments en contiennent parfois : Mistbacillus (A. Mgellrr, etc.).
Chez V homme sain (Karllnski), les acidophiles se rencontrent parfois dans les sécrétions. Chez l'homme malade, ils ont été signalés dans : des affections oculaires, la Verruga du Pérou, des
• Voir l'excellente Hevue générale de Potet : Les Bactéries dites acidophiles. Thèse de Lyon, 1902.
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affections uro-génitales, des cas de lèpre, des otites suppurdcs infantiles et surtout dans la gangrène pulmonaire (Pappenheim, Fr.enkel, Rabinowitsch, Cima, etc). Rien ne prouve qu'ils jouent un rôle dans ces lésions.
FiNKELSTEiN, MoRo, EscHERicH , TissiER out Tetrouvé dcs B. acidophiles dans l'intestin des nourrissons.
Tous ces microbes sont des bacilles, résistant plus ou moins, mais résistant toujours, à la décoloration par les acides. Ils gardent le Gram.
La résistance aux acides de certains acidophiles disparaît, si, avant la décoloration, on traite la préparation par ï'éther sulfurique, le chloroforme ou l'eau chaude (Kanfmaxn), ce qui les différencie du B. de Koch (Karlinski).
Les cultures s'obtiennent facilement et rapidement sur tous les milieux à la température ordinaire. Les B. sont aérobies et ne liquéfient pas la gélatine, forment rarement de l'indol.
Presque tous ces microbes sont pathogènes pour le cobaye, et, chose curieuse, inoculés dans le péritoine, ils produisent des lésions nodulaires très voisines des tubercules, surtout si on injecte les bacilles mélangés à du beurre.
On ne peut identifier tous ces bacilles; ils diffèrent entre eux par plusieurs caractères secondaires ; ce sont probablement des races d'une môme espèce.
Leur forme les rapproche du B. de LÔffler eide V Aclinomyces ; leurs caractères de coloration du D. de Koch. On peut les appeler des « Paratuberculibacilles > (Potet). Sont-ils des formes saprophytes du B. de Koch ?
Le sérum très agglutinant (voy. p. 458) des chiens tuberculiscs ne les agglutine pas (P. CouHMONTetDEscos), ce qui paraît être un signe 1res important do différenciation.
ARTICLK m BACILLES DITS « PSEUDO-TL RERCULKUX »
On doit appeler « tubercule » le nodule édifié par l'organisme pour réagir contre certains microbes, le B, de Koch
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surtout. Le véritable tubercule est réinoculablc en séries ; portant en lui sa cause, il reproduit le tubercule par inoculation, et celui-ci est rgalement réinoculable.
On devrait donc reserver le nom de « pseudo-tubercule » à celui qui s'est formé autour d'un corps inerte et qui n'est pas réinoculablc en sénés. On sait que des tubercules se forment facilement autour de poudres inertes, comme le lycopode par exemple (Villemin, H. Martin); on sait que Tinjection intraveineuse de bacilles tuberculeux morts engendre une granulie, non réinoculable (Priddkn et Hordknpvl, Straus et (]amahKiA, etc.) ; des tubercules se développent autour de certains vers (Laulaxik, Ebstein etNicoLAÏER, etc.), de certaines moisissures. Voilà des pseudo-tubercules.
C'est donc à tort qu'on appelle « Bacilles pseudo-tuberculeux » un groupe de microbes pathogt'ues qui font une véritable tuberculose, réinoculablc en séries. Ce sont des espèces tuberculigènes au même titre que le B. de Koch. En réalité, la tuberculose est une maladie, à dénomination anatomique. qui peut être causée par plusieurs espt*ces microbiennes ; la plus fréquente de ces espèces étant le B. de Koch, on a pris Thabitudc d'appeler les autres : B. pseudo-tuberculeux.
Les B. pseudo-tuberculeux sont nombreux; on en compte plusieurs espèces. Ils se séparent du /?. de Koch par tous leurs caractères, sauf Taptitudc à faire de la tuberculose, encore celle-ci a-t-elle un développement parfois différent.
.1) La première (uberculose, autre que la bacillose de Koch, a été découverte, en 1883, par Malasskz et VroxAL; elle s*appellc la tuberculose zoogleique, elle était d'origine humaine. Des microbes analogues, sinon identiques, ont été décrits comme agents tuberculeux, chez les poules (N'ocard) ; chez le lapin (Eberth, Nocard, Dor); dans les poussières d'hôpital (Chaxtemesse); dans la terre (Grancher et Leroix-Lebard) ; chez le cobaye (Eberth, Charrix et Roger, Mohat et Doyox); dans le jelage d'une vache non tuberculeuse (Nocaud et Masselln) ; chez le mouton (Preiz et Cuinard).
11 e^l probable que toutes ces descriptions se rapportent au même microbe. La maladie est encore appelée ; tuberculose
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coccobacUlaire. Elle se présente fréquemment chez les cobayes, sous forme épidémique. Il n'est pas rare de voir, dans les chenils, tout un lot de cobayes être emporté par la tuberculose coccobacillaire.
La maladie naturelle ne diffère pas essentiellement comme aspect de la tuberculose de Koch. On doit cependant la soupçonner toutes les fois qu'on constate une épidémie de tuberculose sur dos lapins ou des cobayes, la tuberculose de Koch spontanée n'existant pour ainsi dire pas chez ces animaux.
Les cultures s'obtiennent très facilement en ensemen»;ant des tubercules ou du sang de Tanimal. Le Coccobacille pousse rapidement sur tous les milieux, bien différent en cela du B. de Koch; la gélatine n'est pas liquéllée. Il forme presque toujours des chaînettes d'éléments courts (1 à 2 .u) qui ont été nommés : zooglèes, strepto-bacilles; ces chaînettes forment parfois de véritables pelotons. Il se colore bien par toutes les couleurs d'aniline, par les bleus surtout ; il se décolore par le 7Achl ou VEhrlich. Il est mobile lorsqu'il est isolé. Il devient ovoïde en vieillissant.
L'inoculation au cobaye et au lapin tue rapidement, parfois en quatre ou cinq jours. A Tautopsie, on trouve un abcès caséeux local et de la tuberculose généralisée dos organes, surtout du foie et de la rate. C'ette rapidité d'évolution du tubercule (4 jours) est un caractère difTérentiol de premier ordre. Vnc inoculation^ qui produit de la tuberculose du cobaye en quatre ou cinq jours y doit se» résultats à un des bacilles dits « ]>sfi/rf(*tuberculeux » et nonau B. de Koch. Il sullitdo cultiver le sang pour avoir des cultures pures. Enfin, le plus souvent, les ganglion.^ ne sont pas pris, ou tout au moins ne le sont pas unilatéralement comme dans la tuberculose de Koch, (voy. page 461).
La souris peut succomber à l'inoculation.
B) J. CoiRMONT* a décrit, en 1800 , une tuberculose bacillaire du bœuf. Il s'agissait d'un Ixt^uf atteint de pommeliere, en apparence classique. Ces lésions ne contenaient pas de B. de Koch,
• J. CoiRMONT, Sur une nouvelle tuberculose haciUa'we iVorigine bovine, ^Itiides sur la tulicrculosc i890.
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mais un bacille nouveau tout à fait spécial. Ce Bacille (Hg. 262) végète bien dans tous les milieux, il pousse encore à + ^6"» >l est aérobie, il se colore facilement avec toutes solutions de
Fig. 262.
li. hiberculeuj- de J. Cournionl.
Cullurc en bouillon h -h 3>.
couleurs basiques; il ne prend pas VEhrlich ni le Ziehl; les cultures se développent en quelques heures.
Une des particularités de ce bacille est que ses cultures, toujours pathogènes pour les animaux de laboratoire, ne font des tubercules (ju a un niomenl donné de leur évolution. A un certain âge la culture tuberculise le bœuf et le lapin, à un autre le cobaye et le rat blanc. En somme, la propriété tuberculigènc est passagère et indépendante de la virulence.
L'inoculation au cobaye d'une culture de vingt jours produit une tuberculose généralisée très rapide (4 à 6 jours) même pulmonaire à cellules géantes ;fig. 263). Les ganglions restent
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indemnes. Chez le lapin^ la marche n'est pas beaucoup plus rapide que celle de la tuberculose de Koch, mais la localisation est surtout hépatique. Le B. se trouve en abondance dans le sang, ce qui est important au point de vue hygiénique, pour une tuberculose bovine.
C'est avec ce bacille que ^ , *^"'** *:*• ^
J. CouRMONT a découvert les produits solubles favorisants (voy. page 339).
On peut rapprocher de la tuberculose de J, Courmont les cas de Lkrov, Pariktti (vaches), de Mos- NY et MEiiNix (lièvres).
.1. Coi'KMONT et Nicolas * ont décrit une autre tuberculose streptO' bacillaire d'origine bovine. Il s'agissait encore d'un cas de pommelière typique, dû non au B. de Koch, mais à
un bacille qui n'est pas celui précédemment décrit par J. Coir- MONT. C'est un streplo bacille qui végète bien sur tous les milieux, ne liquéfie pas la gélatine, est immobile, ne se colore ni par VElirlich ni parle Gram. I/inocuIation au cobaye et au lapin donne une tuberculose à marche rapide sans cellules géantes. Les ganglions sontpris chez le cobaye comme avec le B.de Koch. Le bacille est abondant dans le sang. Il est très pathogène par ingestion. Le chien, le moineau, le pigeon, le rat blanc sont à peu près réfraclaires.
11 y a donc des pommelières sans bacille de Koch, dues à des bacilles très redoutables qui pullulent dans le sang.
C) Nous avons déjà vu que la tuberculose zoogléique avait été découverte chez l'homme. Il est certain qu'il existe des
Fig. 263.
Tuberculose bacillaire de J, Courmont. Cellule géante d'un tubercule pulmonaire du cobaye, mort 5 jours après l'inoculation.
* J. CouRMONT et Nicolas, Tuberculose slreplobacillaire d'origine bovine. Archives de Parasitologie, 1898, p. 123.
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cas de tubercutese humaine dus à des microbes autres que le B. de Koch. Ces cas, d'après moi, sont moins rares qu'on ne le croit. Ayant systématiquement rechercbé, à difTérentes reprises, les aBcUles de Koch chez tous les tuberculeux de mon service, il m'est arrivé de rencontrer des tuberculeux atypiques^ dont les lésions n'étaient pas de la tuberculose de Koch,
Fi«. 2Ji4.
Sireplobacille tuberculeux humain de /*. Counnoni.
Culture de ii heures en bouillon.
sans pouvoir toujours isoler le véritable microbe causal. Kous- Kow, Charkin, Hayem ont signalé des cas semblables.
P. Courmoxt(1898) a étudié un cas humain d'hémarthrose torpide ayant entraîné la mort du malade et diagnostiqué arthrite hémorragique tuberculeuse, La pièce, enlevée sur le vivant, avait des tubercules typiques à cellules géantes, sans bacilles de Koch. L'agent était un strepto-bacille tuberculeux,
« J. CornMoxT, Congrès de la tuberculose, Paris. 1893. Berlin. 1899.
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sans rapports avec le B. de Koch, ne prenant ni ÏEhrlich ni le Gram, produisant la tuberculose chez le cobaye et le lapin, ne se rencontrant pas dans le sang des animaux (ilg. 2G4).
D) Ce chapitre des B, pseudo-tuberculeux est encore mal connu. Il est surtout impossible d'être fixé sur la parenté entre eux de tous les microbes décrits.
Ce qu'on peut affirmer, c'est qiiïi côté du B. de Koch, il existe des micf'obes, très éloignés de lui au point de vue botanique, qui édifient des tubercules. L'homme, le bœuf, le cobaye, le lapin, la poule peuvent être atteints de' tuberculose spontanée due à ces microbes.
On aura l'attention attirée de ce côté, toutes les fois que : 1® des cobayes ou lapins auront delà tuberculose spontanée; 2P l'inoculation d'une lésion engendrera, chez le cobaye, de la tuberculose en quelques jours; 3** les ganglions ne seront pas pris chez le cobaye (bien que certains B. pseudo-tuberculeux fassent de la tuberculose ganglionnaire) ou que la tuberculose aura une marche atypique chez cet animal; 4® la tuberculose expérimentale du lapin aura une prédominance hépatique. Presque toujours, le sang des animaux en expérience, les tubercules en tous cas, donneront facilement des cultures pures.
CHAPITRE m L'ACTINOMYCES BOVIS
Entrevu par Rivolta (1868), atliriné par Peuroncito (1875), baptisé par IIarz (1876), définitivement décrit par Bollinger (1877), dans les lésions bovines, VActinomyces bovisanne riche synonymie. On le dénomme surtout : Oospora bovis ou Nocardia bovis. C'est un streptotkrixy c'est-à-dire un bacille rcellC' ment ramifie.
Israël (1878) l'introduilen pathologie humaine. Nocard (1884) décrit la première observation française d'actinomycose du bœuf, et, avec Licet (1888), la première observation humaine.
A) Action PATHOGf:xE
1" Action naturelle. — L'actinomycose est une maladie commune à l'homme et à beaucoup d'animaux domestiques (bœuf, porc, cheval). Elle est surtout fréquente chez le bœuf y où elle forme plus spécialement (70 p. 100) des tumeurs ulcérées (ancien ostéosarcome) de la mâchoire et de la langue.
L'actinomycose humaine est de moins en moins rare à mesure qu'on sait la reconnaître. A. Poncet a montré sa fréquence dans la région lyonnaise'. Elle se manifeste non seulement par des tumeurs ulcérées de la mâchoire et de la langue, mais aussi par des ulcérations de toute la surface cutanée et des lésions tuberculiformes de tous les organes internes. Cliniqueraent, tous ces cas étaient, auparavant, attribués à la tuberculose de
* Voir l'excellent Traité clinique de VActimonycose humaine et des Pseudo-aclinomycoses, de Po.nget et Behard, Masson, 1898.
Koch OU parfois à la syphilis ; l'aspeot est franchement tuberculeux. On sait l'heureux effet du traitement par l'iodure de potassium.
2^ Action expérimentale. — A) L'inoculation du pus actinomycosique est très difficilement positive, même sur le bœuf. SoHNK (1880) réussit le premier sur le bœuf avec du pus bovin. IsRAiiL (1883), PoNFicK (1882) inoculent avec succès, des produits humains au lapin et au veau. Massklin et Liéna^x, Doh, DovKN ont (jnelques résultats positifs sur le lapin.
B) L'inoculation clcs cultures a rarement reproduit Taclinomycose. Cependant, Manderrai' (1887) infecte des rats et des lapins ; Wolff et Israël (1890) obtiennent des tumeurs péritonéales du lapin ; BERARo'et Don (1893), infectant le lapin par le corps vitré, ont une mort au 40" jour, avec actinomycose généralisée ; Deléardb (1895) infecte des lapins, par voie péritonéale, surtout avec des cultures sur pomme de terre ; le même auteur obtient la tumeur de la mâchoire, chez une brebis et une ànesse, par inoculation sous-périostée. L'inoculation au cobaye a toujours échoué. En somme : Vinoculalion intrapérUonéale ou intraoculaire au lapin est la plus recommandable. tout en échouant souvent. On peut observer des réussites, suivies de guérisons.
Cet insucc«''s fréquent des inoculations fait penser qu'il faut uu milieu végétal pour que le microbe récupère sa virulence.
3"^ Associations microbiennes. — Elles sont pour ainsi dire constantes, surtout dans le pus des tumeurs ulcérées. La plus intéressante est l'association fré<iuenle au /?. tuberculeux de Koch. Les associations aggravent le pronostic.
4"" Pseudo-actinomycoses. — On appelle ainsi des lésions ressemblant macroscopiquement à celles de l'actinomycose (grains jaunes , voir plus loin) et dues à d'autres agents que VActinomyces bovis, parfois cependant très voisins. Nous n'admettrons pas comme pseudo-actinomycoses tous lés cas dus à des Oospora qu'on a voulu distinguer peut être à tort du
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véritable Aclinomyces ; cependant, il faut citer : le pied de Madura ou mt/célome du pied, affection humaine due à VOospora madurœ ; le farcin du bœuf dû à un streptolhrix, \'Oo$' pora farcinica, décrit par Xocard. en 1888. Il y a encore une série d'affections à grains jaunes dues à des microbes tout à fait différents (Poncet et Dor, Sawtschexko, etc.).
Lir.xiKRES et SpiTz viennent de décrire (i 902 \ sous le nom lï Actinohacillose , une affection épizootique des bœufs de la République argentine, due à un petit bacille qui n'est pas un streptolhrix, mais donne cependant des massues et forme aussi des grains jaunes, VActinobacille. Les lésions ont une ressemblance frappante avec celles de la véritable actinomtjcose ; la plus fréquente est Tabcès froid superficiel du cou. Le cobaye est très sensible à l'inoculation des cultures. On reproduit la maladie chez le bœuf. Les cultures s'obtiennent facilement, si on broie les grains jaunes avant d'ensemencer. Le bacille ne prenrf pas le Gram, Pour Ligxiêres et Spitz, les massues sont des éléments actifs et non de dégénérescence ; ils rejettent les classifications microbiennes basées sur l'existence des massues ou des filaments dichotomisés (streptothrix).
R) Coloration, Caractères microscopiques
1^ Examen du pus actinomycosique. — Le pus actinomycosique est caractérisé par la présence de grains jaunes, petites masses, onctueuses au toucher, visibles à l'œil nu, ayant plusieurs dixièmes de millimètres, parfois grosses comme un grain de millet, opaques, de couleur jaune soufre, parfois blancs, verts ou même noirs. Il faut examiner ces grains à l'état frais, car ils se déforment rapidement.
L'examen direct, sans coloration, doit se faire dans la glycérine. On voit alors que chaque grain est composé de grains plus petits ; chacun des grains est un streptothrix. Il est bon de dissocier le pus, en le soumettant à la potasse à 3 p. 100 ou à l'acide acétique dilué, car les grains sont souvent entourés de productions dures, calcifiées.
Le microscope montre des cellules épithélioïdes à gros noyau,
entourant le parasite, parfois sous forme de cellules géantes, des leucocytes. Le microbe se présente en une masse composée de deux zones bien distinctes : 1® au centre, un enchevêtrement, un feutrage de mycélium ; 2^ à la périphérie, des filaments renflés en crosses ou en massues volumineuses (20 à 30 |Ji sur 10 |jl), ces dernières étant arrangées en couronne, en rayons, en étoiles (d'où le nom d^actinomyccs : àxT(; : étoile).
Telle est la constitution typique du grain Jaune.
L'élément essentiel est le mycélium ; il est seul dans les lésions jeunes; les massues ne se développent que plus tard. Pour la majorité des auteurs (Domec, çtc), ce sont des formes de dégénérescence hyaline de Texoplasme, qui se développent au bout d'un certain temps sous l'influence de la défense cellulaire.
Cette opinion n'est pas définitivement admise. Ce sont peut-être des éléments actifs. Dans les vieux grains, le centre est devenu vitreux ; les massues persistent seules. En tout cas, ces massues ne sont pas des spores; les spores sont petites et existent en semis dans le mycélium (fig. 266, S) et même autour des massues, sous forme de petits grains qu'on prend d'abord pour des cocci. Los massues sont une production protoplasmique qui entoure l'extrémité des filaments, ceux-ci les embrochant (fig. 263, M).
La coloration repose sur ces deux principes : l** le mycélium se colore facilement et prend le Cram, 2" les massues se colo-
Fig. 265 et 260.
Adinomyces bovitt. Schéma des massues (265 M) et des spores intramycéliennes ciOO, S; (d'après Bou-
TKÔM) .
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rent ditlicilement avec les couleurs basiques, mais sont teintées
^aH
Fig. 267.
Aciinomijcose. Grain jaune coloré au violet phéniqué et à l'éosine.
Les Glamcals mycélicns. les spores (m), les leucocytes </) sont violets. Les crossos sonl roses.
par les couleui-s acides (éosine, safranine, picro-carmin}. On
peut donc se contenter de colorer au picro-carmin ; les crosses sont jaunes sur fond rose. Ou bien, on colore par le Gram : les (ilaments et les spores sont violets, les crosses jaunes. Si on fait une double coloration avec Téosine, les filaments et les spores sont violets, les crosses roses (tig- 267).
Dans les coupe:; la recherche du microbe est difficile, car le grain se détache facilement par la
simple poussée du rasoir ou, ensuite, pendant la coloration.
Fig. 268.
Aclinomt^ces boris.
Culture jeune en bouillon.
On colorera au bleu et au picro-carmin. Les cellules seront roses, les massues orangées, le mycélium bleu.
2° Examen des cultures. — L'Actinomyces est un streptothrix, c'est-à-dire qu'il végète en filaments véritablement ramifiés (fig. 268). Il forme de petites spores qui sont arrangées en
Fiff. 269.
Actinomyces bovis.
Culture en bouillon, âgée de 7 mois (d'après BÉRAnn et Nicolas).
Filamenls en massues dont quelques-unes en voie do désintégration. — Fillamcnls
sporifères.
chaînettes dans le mycélium. Les bacilles jeunes sont tros courts. Il ne se forme ni crosses ni massues, cependant les vieilles cultures montrent des renflements très analogues (DoMEC, Berard et Nicolas) (fig. 269).
C) Isolement, Cultures
10 Isolement. — Il est très difficile à réaliser, en raison surtout des nombreux microbes vulgaires, végétant rapidement,
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qui sont dans le pus. Bien plus, l'Actinorayces disparait rapidement (0 à 10 jours) dans une culture impure. Le meilleur procédé consiste (Bidjwid) à faire des cultures dans le vide ; TActinomyces y végète bien, avant que les autres microbes, moins indifîérents, aient donné des cultures. On réensemence rapidement, encore dans le vide. Au bout de trois générations, on peut ensemencer à l'air ; on est débarrassé des impuretés.
2^ Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Végète aussi bien dans le vide qu'en présence de Toxygène. Températures limites = + 20*^ à + 50°; Temp. optima r= -f 37**. Végète surtout bien sur sérum et en milieux glycérines.
3" Cultures sur milieux solides. — A. Skkum. — Grains blanchâtres ou jaunâtres, secs, apparaissent le 5^ jour et deviennent rapidement conllueuts.
B. Gklose GLYcÊRiNKE. — Vers le ^ jeur : petites colonies jaunâtres, sèches, rugueuses, adhérentes. Vers le S*-' jour : large croûte coniluente jaunâtre, crevassée, couverte d'aspérités (fig. 270), ressemblant à un amas de lichens. Elle se recouvre peu à peu d'une poussière jaune de spores. La coloration peut être grise, jaune, verte, même noire.
C. Gélatine. — Culture grêle, avec liquéfaction légère et tardive.
D. (JKlk. — Utilisé par Israël et Wolfk.
E. Pomme de terre. — Vers le 8'- jour : petites colonies incolores, puis grisâtres. Bientôt : couche épaisse jaunâtre, mamelonnée, rugueuse, quelquefois cerclée de noir. La pomme de terre brunit autour.
F. Grains. — Bêrard etDoR (1894) ont obtenu de belles cultures sur des grains d'orge et d'avoine légèrement humides. Vers le 3" jour, les grains se recouvrent d'un enduit pulvérulent, jaunâtre, comme saupoudré, qui entoure la graine et la pénètre (tig. 271).
G. Plantes vivantes. — Liebman (i870) aurait réussi à obtenir des haricots, des lentilles, de Forge avec parasitisme de TActinomyces. A rapprocher que Heim (i897) a obtenu de belles cul-
Fig. 270.
Aclinomyces bovis.
Culture sur gélose glycérinée.
âgée de 12 jours.
Aclinomyces hovis.
Culture sur grains d'avoioe. âgée
de 4 ans (d'après Bèrard et Dou).
tures en imprégnant les milieux solides de jus de végétaux divers.
4'' Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon glyckkiné. — Au bout de 5 ou 6 jours : grains blanchâtres, granuleux, qui tombent au fond et prennent la grosseur d*un pois. A la surface, végètent des plaques avec duvet cotonneux (spores) qu'on
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a comparées à dos feuilles de nénuphar. I.e bouillon reste clair. Les spores apparaissent rapidement dans le mycélium. Dans les très vieilles cultures, on ne trouve plus que les spores.
H, Lait. — Pas coagulé.
D) Caractères biologiques
La résistance de l'Actinomyces est assez grande. Cependant ses spores sont bien moins résistantes que celles des autres microbes; elles sont tuées en 10 minutes par un chauffage à + 7y (DoMKc), en W minutes par le sublimé à 1 p. 1000. Lue goutte do solution de bleu de méthylène à 1 p. 100 stériliserait 40 centimètres cubes de culture en bouillon.
Hkharo et Nicolas ont vu que les spores sont tuées en 15 minutes par une chaleur sèche ou humide à 4- 80** et qu'elles résistent- (à l'état soc) à 238 heures d'ensoleillement.
Certaines cultures restent très longtemps virulentes. Bêrard et Nicolas ont constaté la vitalité et la virulence (lapinl des cultures sur grains, au bout de 6 ans.
E) Toxines
Df.lkarde a étudié les cultures lillrées. Elles no sont à peu près pas toxiques.
Fï Diagnostic bactbriologiqil
Le diagnostic doit être fait par lexamon microscopique; les cuUun^s sont un procédé trop compliqué.
LVxamon porto, on général, sur du pus. des crachats, des urines, dos matières focales, des fon;;i>>ité>. Les grains jaanes sont pro>t|uo toujours visibles à l'ail nu; ils peuvent cependant étrt» lostos ouilobos dans le tissu.
Ktondro les liquides ou tissus sur une lame de verre polie et les dissocier Svins les écraser. Uecuoillir les crains et les trans> porter sur une autre lame. Si U dissociation est imparfaite.
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immerger dans la solution de potasse (voir plus haut) et laver à l'eau.
Faire tomber une goutte de picro-carmin vieilli, et laisser 5 à 10 minutes. Recouvrir d'une lamelle dont le poids suffit à écraser le grain. Examiner d'abord à un faible grossissement. Voir plus haut, page 526, l'image du parasite.
Les injections sous-cutanées de tuberculinCf font réagir Jes actinomycosiques (Kahler, Illich, WoLFF);il est vrai que la tuberculose est souvent associée.
Même si on a reconnu l'actinomycose, rechercher toujours le B. tuberculeux de Koch; l'association est fréquente.
CHAPITRE lY BACILLE DE LA MORVE
Le B. de la morve ou Bacillus mallei a été découvert, en 1882, presque simultanément par Bouchard, Capitak et Char- Hix, en France, et par Lôffler et Schutz, en Allemagne. LôFFLERa fourni une description complète, en i886.
A) Isolement, Cultures
10 Isolement. — On étale le pus morveux sur plusieurs tubes de pomme de terre. Si le pus est trop impur, on inocule d'abord sous la peau de la cuisse du cobaye, et ou ensemence le pus du ganglion inguinal, avant qu'il soit abcédé.
2"^ Caractères généraux des cultures. — Aérobie strict. Température limite = -|- 25<* à + 42^. Température optima =
3^ Cultures sur milieux solides. — A, Sérum. — Le sénim de cheval est préférable. Dès le 2<» jour : colonies semitransparentes, devenant blanches et opaques en vieillissant.
B. Gélose. — Dès 24 heures : bande blanche, demi-transparente. Plus tard : s'épaissit et devient opaque.
Sur gélose glycérinée : culture plus abondante, envahissant toute la surface.
C. GÉLATINE. — Culture très grêle. Il faut une gélatine ne fondant qu'à + 25*^, car le microbe ne végète pas à + 22*^.
D. Pomme de tebre. — C'est le milieu de choix. La culture est caractéristique , surtout sur les pommes de terre riches en amidon et alcaiinisées (faire tremper, avant la stérilisation, pendant 3 heures, dans une solution de soude à 5 p. 1000). Dès le 2« jour : enduit épais, visqueux, humide et luisant, d^abord ambre jaune. La colonie envahit bientôt toute la pomme de terre qui devient verdâtre, pendant que la colonie prend une teinte marron chocolat, et devient opaque comme de la colle (fig. 272). Les colonies sont caractéristiques ; elles ne se rapprochent q\ie de celles du B. pyocyanique, qu'il est facile de distinguer avec la réaction de la pyocyanine (voy. p. 233).
40 Cultures en milieux liquides. — Les
cultures en bouillon sont troubles dès la 24° heure ; elles n'ont rien de caractéristique.
B) Caractères microscopiques Coloration
1*» Morphologie. — - Bâtonnets droits ou légèrement incurvés, de 3 à 5 |i, de la dimension des bacilles tuberculeux, mais plus épais. Les extrémités sont arrondies. Ils sont disposés en amas dans le pus. Dans les cultures, ils sont isolés. Dans les cultures anciennes, les formes d'involution (massues, chaînettes, etc.). ne sont pas rares. On a décrit des formes actinomycosiques (Marx, Conradi, etc.)
2'' Mobilité. — Assez mobiles.
3** Spores. — - Pas de spores connues. N'existent probablement pas, car le B. est très fragile.
Fig. 272.
Bacillus mal
Culture de
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nie de terre
lei.
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4P Coloration. — Il se colore assez mal avec les solutions aqueuses de couleurs basiques d'aniline, mieux avec les solutions à mordant: thionine phéuiquée, violet deZiehl, etc. Il ne
Fig. 273.
Bacillus mallei.
Culture sur poumie de terre, âgée de 3 jours.
Gr. « 1 ioo l).
prend pas le Gram. Son protoplasma se colore irrégulièrement;
il reste en général clair avec des extrémités formées (fig. 273).
Hien de spécial à noter pour la coloration dans les coupes.
C) Caractères biologiques
1** Vitalité, Virulence. — Très fragile. Les cultures meurent en moins d'un mois et sont détruites en quelques minutes par un chauffage à + 5j". Leur virulence est très grande, mais disparaît en quelques jours. Elles sont très atténuées au bout de 4 ou 5 générations artificielles.
Le B. est cependant très dangereux à manier. 11 a fait un certain nombre de victimes dans les laboratoires (cas de Kal>
NiNG, de Protopopokf, etc). La morve (lésions ou cultures) doit être maniée avec les plus grandes précautions ; les animaux, les cultures seront soigneusement stérilisés.
Les B. du pus meurent rapidement (trois jours) par dessiccation. Un chaufTage de quelques minutes à + 100** stérilise les organes. Le R. est très sensible aux antiseptiques : le sublimé à 1 p. 1000, l'acide phcnique à 3 p. 100 le détruisent en quelques minutes.
2** Agglutination. - Faydean (1896), Foulerton (1897) avaient signalé la propriété agglutinante du sérum des morveux. Wladimirofp, Nocard (1897) montrent que le sérum de cheval normal agglutine, moins cependant que celui de cheval morveux. Bourses et Méry (1900), Jensen (1901), Pokchichevsky (1902) confirment ces recherches. Voy. Sérodiagnostic, p. 542.
D) Action pathogène
1° Action naturelle. — La morve est une maladie des solipèdes. L'homme peut être contagionné par le cheval. On a quelquefois observé la morve spontanée chez des carnassiers.
On appelle plus spécialement morve : les formes où la muqueuse nasale (chancres de la pituitaire saccompagnant de jetage), puis les glandes, enfin les viscères sont atteints (tubercules morveux du poumon surtout). Ou appelle farcin les abcès cutanés morveux. Ne pas confondre avec le farcin du bœufdik à un streptothnxy et non transmissible à l'homme. La morve ou le farcin sont aigus ou chroniques. Les cas chroniques peuvent durer des mois et plus. Le diagnostic est parfois excessivement difficile. Les symptômes sont identiques chez l'homme et chez le solipède.
Le B. n'existe jamais dans le sang des solipèdes (Nocard). LôFFLRR l'aurait cependant trouvé dans le sang de l'homme morveux. Le lait n'est jamais virulent. La viande n'est pas dangereuse.
L'infection naturelle du cheval se fait le plus souvent par ingestion (voy. plus loin).
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2o Action expérimentale. — A. Ane. — L'animal le plus sensible. L'inoculation donne la morve aiguë. Il suffit de scarifier la peau du front ot de la frotter avec la matière morveuse ou une culture virulente. (Edème local. Ulcérations. Fièvre (40^, et 41^'). Engorgement ganglionnaire. Jetage. Mort en quelques jours. A l'autopsie : papules, ulcérées ou non, des muqueuses nasale et pharyngo-lrachéale ; petits abcès pulmonaires, parfois hépatiques, rénaux, etc. L'inoculation sous-cutanée engendre, en trois ou quatre jours, un vaste ulcère, fourmillant
de bacilles, avec 40®. Mort en cinq à vingt jours, avec lésions suraiguës.
B. Cobaye. — De suite après l'âne, comme sensibilité. C'est V animal de choix pour l'expérimentation.
Inoculé sur le dos, par scarification ; il succombe en 40 jours environ. Chancre local. Tubercules miliaires, à centre purulent, dans les viscères et les ganglions.
L'inoculation sous-cutanée (base de la cuisse) donne un abcès local avec lymphangite morveuse, tuméfaction et ulcération des ganglions, amaigrissement, mort en trente jours. Tubercules généralisés. Parfois, si l'inoculation a été pratiquée chez le mdle, vers le dixième jour, il se produit de l'orchite ulcéreuse.
L'inoculation intrapcritonéale est l'opération de choix. Si le pus est trop impur, on peut commencer par une inoculation sous-cutanée et injecter un second cobaye avec le pus gan-
Fig. 274.
Orchite morveuse du cobaye.
glionnaire (avant Touverture de Tabcès) du premier. Elle doit toujours être pratiquée chez le mâle. Au bout de deux ou trois jours, les testicules font saillie, Vorchite se développe; la peau du scrotum devient rouge, adhérente. La lésion atteint son maximum le dixième jour (fig. 274). Mortvers le quinzième jour. On constate, sur la vaginale, la présence de granulations grosses comme une tête d'épingle ; les deux feuillets de la séreuse sont étroitement soudés par un exsudât purulent, épais, riche en bacilles. Le testicule n'est pas altéré. Telle est l'orchite, ou mieux la vaginalite morveune, qui s'obtient quelquefois avec rinoculation sous-cutanée, mais toujours par Tinoculation intrapéritonéale (voy. plus loin : Diagnostic y page 540).
C. Mulet. — Moins réceptif que l'âne, plus que le cheval. L'inoculation cutanée donne une morve subaiguë ou chronique, avec chancres de la pituitaire et tubercules morveux du poumon.
D. Cheval. — Forme identique, mais plus chronique encore. L'inoculation par scarification de la peau ou sur la pituitaire donne un chancre local. L'ingestion de cultures donne des tubercules pulmonaires (Nocard) ; dès le 15° jour, l'animal réagit à la maliéine ; il peut guérir et être infecté de nouveau par ingestion.
E. Mouton, Chkvre. — Très sensibles.
F. Chat. — Très sensible. Chancre local. Mort en quinze à trente jours. Tubercules viscéraux.
G. Souris des champs. — Très sensible. Meurt en quelques jours, d une inoculation sous- cutanée, avec les viscères (rate surtout] farcis de tubercules.
H. Spermophile. — Idem. Pour Gamaleïa, le passage en séries exalterait la virulence du bacille.
I. Lapin. — Très peu sensible. Le chancre local guérit spontanément. Il faut des doses massives, injectées dans les veines, pour tuer (Lôffler), ou des bacilles exaltés (Gamaleïa).
J. Chien. — Très résistant. Chez le jeune chien, l'inoculation donne une morve mortelle (Galtier). L'inoculation par scarifl-
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cations sur le front produit, en trois à quatre jours, des chancres morveux, avec pus liquide grisâtre abondant et très virulent. La région s empâte, les ulcérations se rejoignent et forment un vaste ulcère caractéristique. Ces chancres guérissent en deux ou trois semaines. La généralisation est très rare (quelques cas de morve chronique de Nocard). L'inoculation intraveineuse massive peut engendrer une morve généralisée (Straus).
Pour Trasbot, des bacilles provenant du lion peuvent tuer le chien. Pour Tedeschi, on peut tuer le chien en finoculant dans le système nerveux.
K. Porc — Réfractaire, à moins d'affaiblissement par une maladie antérieure (Cadêac et Mallet).
L. Rat, Souris blanche. — Réfractaires. Pour Nicolle et MoRAX, la souris blanche serait sensible.
M. Bovidés, Oiseaux. — Réfractaires.
E) Toxines
Les cultures, tuées par la chaleur, sont très toxiques ; elles peuvent entraîner la mort (Helman et Kalning, ProtopopoFF, etc.).
La malléine est un extrait glycérine du protoplasma des bacilles (absolument comme la tuberculine pour le B. de Koch). On la prépare ainsi : on exalte une culture par plusieurs passages chez le lapin (inoculation intraveineuse). On sème en bouillon glycérine. On met à -f- 37<*. Au bout d'un mois, on chauffe trente minutes à + 100**.. on concentre au bain-mari e jusqu'au lO^' du volume primitif. On filtre sur papier Chardin. C'est la malléine brute (voy. Diagnostic ^ page 541). Elle tue le lapink Icc. Le principe actif est précipitable par l'alcool (Foth).
F) Immunisation
La morve ne confère pas l'immunité. Le chien, qui a guéri de ses chancres morveux, peut être réinoculé plusieurs fois de suite, avec succès (Galtier).
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On peut créer un état réfrac taire en inoculant des cultures atténuées. Straus, avec des cultures âgées, a vacciné le chien contre les inoculations massives intraveineuses. Les chiens immunisés peuvent, quand même, contracter le chancre, Sakaropp et FiNGER ont augmenté la résistance du lapin avec des cultures âgées ou chauffées à + iOO®. Sakaroff aurait vacciné des chevaux, avec des bacilles, atténués par passages sur le chat.
La malléine n'est pas immunisante (Nocard).
G) Diagnostic bactériologique
La morve, déjà souvent méconnue chez Tanimal, est encore plus difficilement diagnostiquée chez l'homme, en raison de sa rareté relative. Le médecin qui la soupçonnera devra immédiatement s'adresser au bactériologiste pour établir le diagnostic, par une des méthodes courantes dans Part vétérinaire.
On peut affirmer la morve par quatre procédés : J^ la culture du bacille, 2^ l'inoculation à l'animal; 3^ l'injection de la malléine ; 4^ l'agglutination.
1^ Culture. — Elle sera employée toutes les fois que le produit recueilli sera pur ou à peu près pur (pus d'un abcès, suc ganglionnaire). On ensemencera sur pomme de leire à -|- 35" à + 38" (voy. plus haut, page 533).
Une préparation montrera qu'il s'agit d'un bacille long et grêle, ayant à peu près les dimensions du bacille tuberculeux, avec condensations protoplasmiques aux deux extrémités, et ne restant pas coloré par la méthode de Gram (fig. 273).
2" Inoculation. — L'inoculation à Teine est trop coûteuse et ne peut entrer dans la pratique.
Galtier a, le premier, fait le diagnostic expérimental de la morve en inoculant le c/a'e», par scarifications du front. Toutes les inoculations cutanées ont l'inconvénient de pouvoir ne donner aucun résultat si la matière expérimentée était peu riche en bacilles.
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L'inoculation au cobaye est la méthode de choix.
L'inoculation sous-cutanée est parfois infidèle.
Straus a recommandé Yinoculation intrapéritonéale au cobaye mâle (voy. plus haut, p. 537).
Dans Tesprit de Straus, Vorchite morveuse était caractéristique, et son apparition au deuxième ou troisième jour suffisait à faire le diagnostic; le bacille morveux était le seul microbe qui, inoculé dans le péritoine du cobaye mâle, donnait une orchite. Le diagnostic était ainsi facile et à la portée de tout le monde, n'exigeant ni microscope ni technique spéciale. Ces prétentions étaient malheureusement bien exagérées. Kutscmer a produit, chez le cobaye, une orchite semblable à l'orchite morveuse avec un microbe sans rapports avec celui de la morve. Hallopeau et Bureau ont fait la même lésion en inoculant du pus de mycosis fongoîde. Enfin, Nocard, ayant inoculé soixantesept chevaux suspects de morve, a obtenu cinquante-neuf fois le « signe de Siraus », alors que seize d'entre ces derniers animaux n'étaient pas atteints de morve, mais d'une lymphangite spéciale, simulant le farcin, due à un microbe bien différent du bacille de la morve, poussant mal sur pomme de terre, et se colorant par le Gram. Seize fois sur cinquante-neuf le signe de Straus faisait commettre une erreur de diagnostic. Il faudra donc toujours compléter la constatation de Vorchite du cobaye par la culture ou V examen microscopique du pus de la vaginalite. Dès que l'orchite est bien nette (vers le quatrième jeur) on ponctionnera la vaginale et on ensemencera sur pomme de terre: un examen microscopique montrera immédiatement une grande abondance de bacilles caractéristiques, ne prenant pas le Gram.
£îi résumé, si le produit à examiner est pur : cultiver sur pomme de terre et inoculer dans le péritoine du cobaye mâle comme moyen de contrôle; dès rétablissement de l'orchite, ponctionner la vaginale, examiner le pus retiré et le cultiver comme contrôle; si le produit est impur, ne pas tenter la culture mais inoculer plusieurs cobayes (de crainte de mort rapide par septicémie), et même inoculer au chien par scarification de la peau (pour avoir un animal inoculé, en cas de mort de tous les cobayes).
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3^ Injection de malléine. — La malléine (voy. plus haut p. 538) a été découverte par Hrlman, en 1888. Kalning, Nocard se sont surtout préoccupés d'étudier ses effets sur les animaux morveux, au point de vue du diagnostic de cette affection.
La malléine brute est un liquide brun foncé, sirupeux. On remploie après dilution au 1/10® dans l'eau phéniquée à 5 p. 1 000 ; ce mélange, maintenu à Tabri de Tair et de la lumière, conserve ses propriétés pendant plusieurs mois.
L'animal suspect est mis en observation pendant quarantehuit heures; on prend sa température. S'il n'a pas de fièvre on lui injecte \ le troisième jour, sous la peau de l'encolure un demi-centimètre cube de malléine brute, ou 5 centimètres cubes de malléine diluée. Si l'animal est morveux, on observe la réaction organique et la réaction thermique. La réaction organique est constituée par les symptômes suivants : une tuméfaction inflammatoire, parfois énorme, chaude, très douloureuse, se forme, en quelques heures, au niveau de l'infection. Du contour de la tumeur partent des traînées lymphatiques sinueuses, se dirigeant vers les ganglions. Cette tumeur, qui ne doit pas suppurer, s'accroît pendant trente-six heures et dure plusieurs jours, ne disparaissant que vers le dixième. L'animal est indifférent, le regard anxieux, le poil hérissé, complètement abattu. La réaction organique peut être très faible. La réaction thermique est toujours accusée. En quelques heures, la température centrale monte de i°5 à 2*^5 ou même plus (3® et 4**). Cette fièvre, appréciable dès la huitième heure, atteint son maximum vers la douzième ou quinzième, et dure pendant trente-six et quarante-huit heures.
C'est exactement le même procédé que celui des injections de tuberculine.
Tout animal morveux (à part quelques cas à lésions très avancées) réagit ainsi à la malléine. Une pareille réaction estelle toujours due à la morve? Chez l'animal sain, l'injection de malléine, même à dose plus considérable, reste sans effets.
' On injectera autant que possible de huit à dix heures du soir pour que la réaction se produise pendant la journée du lendemain.
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Exceptionnellement, certaines affections (gourme, emphysème pulmonaire, mélanose) peuvent entraîner la réaction. Il faudra donc associer Vinjection de la malléine et l'inoculation au cobaye, suivie d examen microscopique, pour avoir un diagnostic absolument certain. Un seul de ces deux signes restant négatif suffit à éliminer la morve : il faut les associer, en cas de résultat positif de l'un d'eux.
Nous ne savons pas qu'on ait jamais injecté la malléine à riiomme.
4^ Sérodiagnostic par l'agglutination. — Le sérum des chevaux sains agglatine déjà le B. des cultures à 1/100 et 1/300. Le sérum des animaux monreux agglutine à 1,500 et 1/1000 (Bourges et Mery, 1900). Il faut attendre dix-huit à trente-six heures pour se prononcer. 11 faut regarder an microscope. L'injection préalable de malléine ne modifie pas le pouvoir agglutinant.
Ce sérodiagnostic est très recommandé par Rabieaux (1902^ surtout dans les cas hyperthermiques (où la malléinisation ne peut donner aucun résultat) et sur le cadavre (inspection des viandes de boucherie).
Dans un cas de morve humaine, P. Courmoxt a constaté que le sérum du malade agglutinait mieux et pins vite que d*antres sérums humains ; mais la différence est faible. - En somme : pratique délicate.
Le Bacille du charbon, ou Bactéridie charbonneuse, ou Bacillu anthracis a été découvert par Davaine et Rayer (1850; 4863); mais, c'est Pasteur, (i877), Koch (1876), Toussaint, Chauveau (1880), qui en ont fait une étude systématique. En raison de sa découverte à l'aurore de la Bactériologie, en raison de la facilité avec laquelle il se prête à l'expérimentation, en raison aussi du grand intérêt économique qui s'attachait à la connaissance du charbon, le B, anthracis a été, pendant longtemps, le microbe d'étude favori dans les laboratoires, avant que les B. diptiérique et tétanique l'aient supplanté, lorsque les efforts des expérimentateurs se sont tournés du côté des toxines.
A) Isolement, (Cultures
10 Isolement. — A) On peut ensemencer directement en bouillon le sang ou les parties non ulcérées des lésions; il es préférable d'inoculer un cobaye sous la peau de la cuisse, et de cultiver le sang du cœur. — B) Pasteur a isolé le B. anthracia du sol des champs maudits en inoculant au cobaye la terre broyée, diluée, décantée et chauffée, quinze à vingt minutes, à + 85<*- Le chauffage détruisait les microbes pyogènes et respectait les spores charbonneuses. On peut éliminer les anaérobies, tels que le V. septique et le fî. tétanique en faisant des cultures aérobies d'isolement sur gélatine avec la terre; on inocule au cobaye les colonies qui ressemblent au B. anthracis.
Fig. 275.
B. anthracis.
Culture sur gélatine au 8» jour.
2^ Caractères généraux des cultures. —
Très aérobie. Végète entre + i^** et+ 43»*. Tempér. optima = 33^ Les milieux de culture neutres ou légèrement alcalins sont plus favorables. La végétation est très rapide sur tous les milieux.
3^ Cultures sur milieux solides. — A. Se-
HUM. Colonies blanc mat, tournant au gris, et liquéfiant légèrement le sérum.
B. GÉLOSE. — Culture blanchâtre, à bords dentelés.
C. Gélatine. — Liquéfiée lentement
a. Piqûre. — Trait blanchâtre avec nombreux filaments très délicats, plantés à angle droit (sapin renversé) (fig. 156,4). Ces arborisations peuvent manquer. Au bout de cinq ou six jours, la gélatine se
Fig. i76.
B. anthracis. Colonie sur gélatine. Préparation par impression.
liquéfie à la partie supérieure (fig. 275); vers le douzième ou
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quinzième jour la liquéfaction est totale. De gros flocons blancs finissent par tomber au fond de la gélatine liquide. * b. Plaques. — Petites colonies blanches, qui deviennent ensuite brunâtres, sinueuses. Au microscope, elles ressemblent à des cheveux enchevêtrés, les filaments étant groupés en torsades élégantes (flg. 276). Cette disposition est caractéristique. Il sullitde faire une préparation par impression^ en laissant tomber sur la colonie une lamelle légèrement chauffée; on l'enlève, on fixe et on colore.
La gélatine se liquéfie à partir du cinquième ou du sixième Jour.
D. (iÉLATiNE LACTosÉE ET TOLTRXEsoLÉK. — Rougit faiblement.
E. Pomme de terhe. — Colonies blanchâtres, brunissant ensuite.
Fig. i77.
li. anlkracis. Culture en humeur aqueuse datant de 48 heures.
4"" Cultures en milieux liquides. — A. Bolillon. — Culture en flocons, le bouillon restant à peu près clair. Parfois le
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bouillon est uniformément trouble, avec flocons au fond. Les albuminoïdes sont transformés en ammoniaque, en même temps que se forment des acides volatils, tels que l'acide formique, l'acide acétique, etc. Les substances ternaires sont transformées en acides lactique et acétique qui flnissent, eux-mêmes, par disparaître (M'^^ Napias).
B. Séium. — Flocons nuageux.
C. Lait. — Coagulation vers le troisième ou quatrième jour. Hedissolution du coagulum vers le huitième jour. Cultiver en tube et non en ballon,
D. Hlmeuh auueuse. — Culture rapide (fig. 277).
B) Coloration, Caractères microscopiques
10 Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d aniline. Prend le Gram^ ce qui rend la double coloration très commode dans les frot-
^. - . ^ tis ou les coupes. Les spores se co-
' «te^ - ^ ' lorent par les méthodes ordinaires.
2o MobUité.
Immobile.
3« Forme. — Dans le sang : bAtonnets de 5 à 10 jjl sur i à 1,5 [jl, homogènes, droits, isolés ou en chaînettes de deux ou trois articles placés trTîs près les uns des autres (fig. 278). Les extrémités sont coupées carrément ; la cassure est un peu festonnée, si on l'examine à un très fort grossissement.
Dans l œdème : bacilles un peu plus longs.
Dans les cultures liquides : filaments longs, flexueux, parfois enchevêtrés comme des paquets de fil. Une sont jamais ramifiés. Les extrémités sont coupées carrément. Ils sont constitués
Fig. 278.
B. anlhracis.
Préparation du saog d'une
souris charbonneuse.
par une gaine hyaline, contenant les articles homogènes, placés bout à bout, dont chacun est un bacille. Ce sont des streptobacilles enfermés dans une gaine.
Fig. 279.
B. anlhracis.
Coupe du foie d'un cobaye charbonneux.
Les filaments sont très longs, avec spores, dans l'humeur aqueuse (fig. 277).
Dans les cultures solides : beaucoup de bacilles courts (fig. 280).
40 Spores. — Découvertes par Koch, en 1876. N'existent jamais dans le corps vivant de Tanimal charbonneux. Elles sont au contraire très rapidement abondantes dans les cultures. Chaque article des filaments donnera naissance à une (rarement à plusieurs) spore (fig. 281).
KocH a étudié la formation et l'évolution des spores charbonneuses dans une goutte suspendue (voy. p. 157) d'humeur
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aqueuse, ensemencée avec du sang, et maintenue à-f- 35°. Au bout de quelques heures, apparaît dans le protoplasme microbien un point réfringent qui grossit rapidement : c'est la spore. Bientôt le protoplasma se désagrège, la spore est mise en liberté. Celle-ci grossit, perd sa réfringence, son enveloppe
Fig 280.
B. anthracis.
Culture sur géloge. âgée de 24 heures (d'après Thoixot et Masselin).
se résorbe, son proloplasma bourgeonne et forme un nouveau bacille. Pour la formation des spores, loxygène et une température de + 18^* à + 41" 5 sont indispensables. Pour Wkil, les spores pourraient se former à l'abri de l'air. Chaque article ne produit en général qu'une spore; quelques-uns restent stériles.
On obtient, en vingt-quatre heures, des spores en cultivant sur agar pauvre (sans peptone) .
Variétés asporogènes, — Nous venons de voir que les cultures
en bouillon ne contiennent pas de spores, si elles ont végété audessus de -f- 41**,5; mais, ces cultures, réensemencées à + 35^ donnent des bacilles sporogènes. On peut arriver à fixer une race de B. définitivement a.sporo^è/ie* (Lehmann (1887), Behrix(i
Fig. i8l.
B, anlhracis
Préparation d'une vieille culture en bouillon, avec spores.
Gr. = 1000 l>.
(1880), Pastelk, Chamhkhlani), IU)i:x, Ghauveau, Phisalix).
On a employé pour cela divers artifices : la culture en bouillon additionnée de bichromate de potasse à 1/2000 (Chamber- LAXD et Uoux), d'acide phénique à 1/10 000 environ (Rorx), d'acide chlorhydrique (Behring), les cultures successives à 42^,5 (Phisalix), etc. Tous ces procédés sont bons mais inconstants; on ne peut prédire les résultats; il arrive souvent que la faculté sporogène reparaît; certains échantillons deviennent plus facilement asporogènes que d'autres, etc. En tous cas, la possibilité
de créer une race asporogène est un fait acquis. Pour savoir si une culture renferme ou non des spores, il ne faut pas se contenter de l'examen microscopique (fausses spores de Chaiveau), il faut la chaufTer pendant quinze minutes à -1- 65^-70^', dans une pipette scellée, et réensemencer. Si la végétabilité a résisté au chauffage, cVsl que la culture était sporulée.
PastkIjR avait déjà constaté que les vieilles cultures sur gélatine perdent parfois la propriété de faire des spores.
C) Caractères biologiques
1^ Vitalité, Virulence. — La Bactéridie est fragile quand elle n'a pas encore formé de spores; un chaufTage de trente minutes à + 5r stérilise le sang charbonneux; le manque d'oxygène, l'oxygène comprimé la tuent.
Les spores sont, au contraire, très résistantes. Humides, elles survivent à un chaufTage de cinq minutes à + 85<*. Desséchées, elles ne sont pas tuées par un chauffage à + 100^, par les rayons solaires, par l'oxygène comprimé, etc.
La virulence des spores se conserve très longtemps dans la terre et les cadavres. On connaît les champs maudits. Le B. aiif/iracis peut donc exister dans le sol (voy. plus haut, p. î>43..
2^ Agglutination. — Les cultures ordinaires ne sont pas homogènes ; elles ne se prêtent donc pas à l'agglutination. Les cultures atténuées sont homogènes; elles sont agglutinées de 4/10 à 1/50 par le sérum de certains animaux sains, tels que cobaycy lapùiy bœuf y cheval, et à i/200 ou môme à 1/500 par le sérum de V homme sain.
(iEXtiou (1899) a étudié, à propos du charbon, les rapports qui existent entre les lysines et lesagglutinines. II conclut à la différenciation.
D) Action pathogène
1° Action naturelle. — Le charbon est une maladie commune à Vhomme et à un grand nombre d'animaux, spécialement les bovidéii et le mouton, également le cheval.
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Chez Vhomme, il revêt le plus souvent la forme de j)ustulc maligne k la. suite d'une inoculation cutanée (bouchers, mégissiers, bergers, etc.); la forme pulmonaire s'observe aussi (trieurs de laine) ; la forme intestinale (ingestion de viandes charbonneuses) est plus rare. L'homme n'est pas très sensible au charbon. Les cas de guérison de la pustule maligne sont fréquents. L'apparition du B. dans le sang est d'un pronostic à peu près fatal.
Les animaux s'infectent presque toujours par la voie digestive, les spores pénétrant facilement la muqueuse intestinale à la faveur des érosions produites par les corps durs mêlés au fourrage. Ces spores ont été ramenées des cadavres charbonneux à la surface du sol et sur les herbes par les vers de terre (Pasteuh). Les champs où ont été enfouis les cadavres charbonneux sont, pour cette raison, les champs maudits. Le charbon du mctuton a été longtemps appelé « sang de rate • ; celui du cheval : « fièvre charbonneuse » ; celui de la vache : « maladie du sang ». En raison de la voie d'introduction, l'accident local (pustule maligne) n'existe presque jamais; l'infection est d'emblée générale ; la mort est la règle. Le sang est noir et poisseux; la rate est grosse. Le sang et la pulpe des organe^ fourmillent de bacilles. Il peut cependant arriver que le sang de la vache ne contienne pas de bacilles au moment de la moi^t.
Les ravages du charbon sur les troupeaux de certaines régions étaient considérables, avant les découvertes ;pastoriennes (mortalité de 10 p. 100 et plus).
2^ Action expénmentale. — A, Mouton. — Le mouton français est ultra sensible à rinoculationsous-culanée et àl'ingestion. La marche est foudroyante. Les lésions sont identiques à celles du charbon spontané. L'hématurie est fréquente. Le mouton algérien est beaucoup plus résistant (Chauveau). Pour réussir l'inoculation par ingestion, il faut arroser, avec une culture sporulée, du fourrage mêlé d'épines (Pasteur et Chamberlaxd). Les cultures sont surtout virulentes à l'âge de deux ou trois jours.
B. Bovidés — Très sensibles à l'ingestion, moins à l'inocu-
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lalion sous-cutanée. Diarrhée sanguinolente, coliques. Mort subite ou dans des convulsions. Mort très rapide, quelques heures après le début des symptômes.
C. EgriiiÊs. — Plus résistants à Tingestion, plus sensibles à l'inoculation sous-cutanée.
D. Cobaye. — Réactif au charbon dans les laboratoires. Très sensible à Tinoculation sous-cutanée; très peu sensible à Tingostion.
Fig. 282.
liacillus anthracis.
Coupe du foie d'an cobaye charbonneux.
Au bout de douze à quinze heures : gonllement œdémateux local; tuméfaction des ganglions voisins, fièvre. L'œdème augmente rapidement. Vers la vingt-quatrième ou trentième heure, Tétat général s'aggrave : dyspnée, hypothermie (34^ 32^, 28«>), coma, mort.
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Autopsie : œdème gélatineux local, légèrement rosé, s'éten- (lant parfois jusqu'au milieu du ventre et fourmillant de bacilles; ganglions voisins tuméfiés, ecchymotiques, fourmillant de bacilles, entourés d'oedème ; sang asphyxique, noir, poisseux (sang dissous), avec globules rouges déformés et
Hacillus antfiracis.
Frottis de rate coloré à Thématoxyline, au Grain et à l'éosine.
agglutinés, avec hyperleucocytose, contenant un nombre inouï de bacilles (lig. 278); rate turgescente» molle, friable; congestion de tous les organes; vessie pleine d'une urine marc de café. Les bacilles apparaissent dans le sang vers la quinzième heure ; ils ne sortent pas des vaisseaux dans les parenchymes, mais pullulent surtout dans les capillaires, aussi les viscères sontils gorges de bacilles (flg. 282).
Les préparations d'épiploon sont très instructives à ce sujet, car elles montrent les bacilles en place dans les vaisseaux, et
n'en sortant pas (plus commodes à faire avec le lapin). La rate contient plus de bacilles que de cellules (fîg. 283). Les muscles, le tissu nerveux en contiennent peu. Les cellules épithéliales des parenchymes sont saines, non dégénérées; la lésion paraît exclusivement sanguine.
Les bacilles passent exceptionnellement, par e/fraciion, dans le lait, dans l'urine, chez le fœtus (Toussaint, Straus et Chamberland) .
L'emploi du jeune cobaye sert à mesurer lar virulence des cultures. On dit qu'une culture tue le cobaye d'un jour, ou de deux jours, etc., (voy. p. 314).
£. Lapin. — Mêmes symptômes que chez le cobaye. Le lapin est moins sensible. L'œdème est moins considérable. Les symptômes généraux n'apparaissent qu'au bout de quarante-huit heures; la mort est plus lente.
F. Souris — Très sensible. Mêmes symptômes. Voyez la ligure 278.
G. Hat. — Le rat ordinaire adulte est assez résistant. Le rat blanc est presque toujours réfraclaire (Behring). Metchni- KOFF a obtenu, par passages chez le rat blanc jeune, des cultures tuant le rat adulte. Les rats sunwcHt's sont sensibles (Charhin et Roger). Le sérum des rats blancs contient une substance lysinanle qui dissout i;i vitro le B. anikracis (Behring, Metchni- KOFF, etc).
H. Chien. — Gomme tous les carnassiers, est à peu près réfractaire. L'inoculation intrapleurale tue cependant le jeune chien (Nocard). Le jeune chien serait d'ailleurs aussi sensible que le cobaye (Straus). Le chien adulte peut être infecté par des injections intraveineuses de culture ou très abondantes (Malm) ou mélangées à des poudres ; l'ablation de la rate, d'autres infections (rage) favorisent la réussite. Le virus, ayant réussi à forcer la résistance du chien, est exalté pour le chien (Martel).
/. Chat. — Est réfractaire adulte; jeune il est sensible.
J. Porc. — Presque complètement réfractaire.
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K. Oiseaux. — Le pigeon est réceptif quand il est jeune: le pigeon adulte ne succombe qu'à l'inoculation dans la chambre antérieure. Les bacilles, ayant passé par le pigeon ou le chien, sont exaltés et tuent alors facilement le pigeon par inoculation sous-cutanée. L'immunité du pigeon serait due à une phagocytose active (Metchnikofp, Thiltges).
La poule est encore plus réfractaire, à moins d'être refroidie, par immersion des pattes dans l'eau froide (Pasteur), ou par injections répétées d'antipyrine (Wagner). Cette immunité tient aux propriétés bactéricides de son sérum, d'après Thiltges.
L. Vertébrés a saxc; froid, — Les Batraciens sont réfractaires. L'hippocampe est réceptif (Sabrazès et Colombot).
E) Toxines
Les cultures ordinaires en bouillon, filtrées ou tuées par la chaleur, sont peu ou pas toxiques. Normalement, le microbe sécrète peu de toxines extraproloplasmiques.
Toussaint (1878) avait signalé une substance phlogogène dans les cultures du B. anthracis,
Brieger et Fb.«skel (1890) ont isolé des cadavres charbonneux une toxalbumine assez active. Hankin (1889) aurait extrait des cultures une albumose qui serait très toxique pour les réfractaires et très peu pour les sensibles ; elle conférerait une certaine immunité à la souris.
Marmier (1892) a serré le problème de plus près. Il purifie avec soin la peptone du commerce et fait le liquide suivant :
Eau 1 000 centimètres cubes
Peptone 40 grammes
Chlorure de sodium ... 15 —
Phosphi^te de soude ... 0 gr. 50
— de potasse . . 0 gr. 20
Glycérine pure 40 grammes
On filtre. On stérilise à + 115^. On ensemence avec une culture virulente, et on met deux jours à -|- 37°. On retire de
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Tétuve, et on laisse à la température du laboratoire. On filtre. On sature de sulfate d'ammoniaque pendant quinze heures. On filtre sur papier, et on lave le filtre avec une solution saturée de sulfate d'ammoniaque. On recueille le précipité sur le filtre, et on le traite par une très petite quantité de glycérine. On décante au bout de deux jours, on remplace la glycérine, on décante de nouveau. On réunit les liqueurs glycérinées ; on les précipite par quatre fois leur poids d'alcool fort. Le précipité est lavé à l'alcool absolu, à l'éther et desséché dans le vide. On obtient une substance amorphe, brune, soluble dans l'eau distillée, qui n'est pas albuminoïde.
Cette subtance est toxique. Le lapin succombe à des doses variant de 25 à 200 milligrammes. La mort survient en hypothermie, avec de la diarrhée, de la paraplégie, du deuxième au vingtième jour. Les cobayeSy les souris sont sensibles. Les animaux réfractaires ou immunisés ne sont pas sensibles.
La toxine n'est qu'atténuée par un chaulTage à -|- 110^.
Marmier a extrait la même toxine active des cultures jeunes sur gélose.
Cette substance est intraprotoplasmique.
F) Immunisation, Cultures atténuées
Le problème de la vaccination anticharbonneuse s'est posé à l'aurore de la bactériologie. 11 avait à la fois un intérêt économique (vacciner les troupeaux) et un intérêt scientifique de premier ordre (on ne connaissait encore que les cultures atténuées du choléra des poules).
On savait que le charbon ne récidive pas chez l'homme; Pasteur avait remarqué que les vaches ayant guéri du charbon étaient devenues réfractaires, que des moutons ayant résisté à une première inoculation étaient également réfractaires. La possibilité de la vaccination s'imposait.
C'est au lyonnais Toussaint, que revient l'honneur d'avoir, le premier, réalisé la vaccination charbonneuse [i2juilletl880). Il filtrait du sang charbonneux, sur plusieurs doubles de papier, le chauffait à + 55° et obtenait ainsi un liquide vaccinal.
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Que les microbes aient été ou non détruits par ces opérations, que la vaccination ait été le fait de microbes atténués ou de produits solubles, peu importe au point de vue spécial de l'histoire de la vaccination charbonneuse. La même année, Chal'veau montrait qu'on pouvait obtenir la vaccination par inoculation d'un petit nombre de bacilles, et que les agneaux, nés de mères charbonneuses, étaient réfractaîresau JR. anthracis. En 1881, Pasteir, Chamberland et Roux (28 février et 21 mars] publiaient la découverte d'un vaccin charbonneux constitué par des cultures ayant une atténuation permanente, transmissible, qu'on pouvait donc manier comme des vaccins. En 1882 et 1883, Chauveau faisait connaître ses vaccins obtenus soit par le chauffage, soit par l'emploi de Toxygène comprimé. La valeur de la vaccination par cultures atténuées a été consacrée par la fameuse expérience de Pouilly-le-Fort, où 25 moutons vaccinés résistèrent à l'inoculation qui tua les 25 témoins.
Ajoutons que Woluridge aurait vacciné avec des cultures filtrées obtenues en bouillon de thymus et de testicule de veau. Rappelons que l'albumose de Marmier peut immuniser. Haxkin disait aussi avoir immunisé avec sa toxine. Ce sont là les seuls exemples (après l'expérience de Toussaint) de vaccinations chimiques.
l'' Vaccins obtenus par cultures à des températures dysgénésiques. — Ce sont les vaccins Pastecr. (Voy. p. 363.) Le principe est d'avoir des cultures sans spores. Nous avons vu (p. 548) que les spores ne se formaient pas au-dessus de 41^,5. Il sullit donc de cultiver à + 42*^,5. Cette culture atténuée, inoculée au mouton, lui donne une maladie légère qui lui confère l'immunité. Cette culture, réensemencée à + 37^ donne une culture à spores, mais ces spores donnent naissance à une race de même virulence, c'est-à-dire atténuée. La race est fixée. On peut rendre au bacille sa virulence, en se basant sur ce fait que les jeunes animaux sont plus sensibles que les adultes. Tel vaccin qui est inoffensif pour le cobaye adulte, tuera le cobaye d'un jour ou de deux jours, etc.; si bien que
raction pathogène sur le cobaye de un. deux, trois ou quatre jours est une véritable mesure de virulence. On inoculera donc des cobayes ou des souris très jeunes, et, avec leur sang, des animaux un peu plus Agés, et ainsi de suite. On arrivera ainsi à rendre la virulence aux vaccins.
En pratique, on opère sur les moutons de la façon suivante. On a deux vaccins (délivrés à l'Institut Pasteur en tubes de 100 doses). Le premier est très faible: il tue la souris, mais ne tue ni le lapin, ni le mouton. Le second est plus fort, il peut tuer la souris, le cobaye et même parfois le lapin. On inocule, à la face interne d'une cuisse, le premier vaccin (vache r= 1/4 de ce; mouton = 1/8 de ce). On attend douze jours. On inocule le second vaccin, aux mêmes doses, à l'autre cuisse. L'opération est faite avec du vaccin pur et frais et avec une seringue stérilisée. L'immunité est acquise douze jours après la seconde inoculation. Cette pratique a presque supprimé le charbon dans des contrées où il était endémique. On vaccine, chaque année, en France, plus de 300 000 moutons et de 50000 bovidés.
La vaccination des petits animaux de laboratoire (cobaye, lapin) est ditïicile à obtenir, en raison de leur sensibilité; ils sont presque toujours tués par les vaccins. Il faut commencer par un troisième vaccin, encore plus atténué que le second. Marchoux est arrivé à vacciner le lapin avec les vaccins ordinaires, en injectant d'abord des doses faibles de premier vaccin cultivé et âgé de vingt-quatre heures.
2^^ Vaccins obtenus par le chauffage. — Ce sont les vaccins de Toussaint, puis de Chauveau. (Voy. les vaccins Chauveau, p. 364). Il chauffe à + 47° des cultures sans spores obtenues à 4- 42*^,5. Pour obtenir des races définitivement atténuées, il opère de la façon suivante : i^ cultiver à + 42*,5 pendant vingt-quatre heures ; 2^^ chauffer trois heures à + 47® ; Z^ semer et placer cinq à sept jours à -|- 37° (culture sporulée) ; 4<* chauffer pendant une heure à une heure et demie, à + 84** ou -f- 82^. Ces spores fournissent un vaccin à virulence fixe, qui ne peut tuer le mouton. Le premier vaccin a été chauffé à-f- 84<>; le second à -+- 82".
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Ces vaccins conservent leur virulence atténuée plus longtemps que les vaccins Pasteur ; par contre leur activité disparait en quelques mois.
Pour Chauveau l'influence de l'oxygène est nulle, dans son procédé.
On peutemployer ces vaccins comme ceux de l'Institut Pasteur.
3*^ Autres Taccins. — Toussaint avait atténué le sang charbonneux avec des antiseptiques (voy. p. 366). Chamberland et Roux l'ont imité. Chauveau a fabriqué d'excellents vaccins en employant l'oxygène comprimé (voy. p. 365). Arlodîg a utilisé la lumière solaire (voy. p. 366).
G) Diagnostic bactériologique
Il est facile à faire avec les données précédentes. On se rap pellera que le B. ne passe dans le sang, chez l'homme, qu'à la dernière période, tandis qu'il existe presque constamment dans le sang des vaches ou des moutons. 11 faudra donc, pour le diagnosiic de la pustule humaine, rechercher le bacille dans la sérosité des vésicules ou dans un morceau excisé de la pustule. Pour les animaux, on s'adressera au sang périphérique (pendant la vie) ou au sang du cœur, ou mieux aux ganglions (autopsie).
1^ Examen microscopique. — II suiUt souvent; les allures du B. anthracis étant bien spéciales et son abondance dans le sang étant considérable.
2"^ Culture. — Elle peut être tentée avec la sérosité ou le sang. Mais comme on sera toujours obligé d'inoculer les cultures, il vaut mieux inoculer de suite.
30 Inoculation. — Sous la peau de la caisse du cobaye, c'est le procédé de choix (Voyez plus haut p. 552) les résultats. Si on utilisait le lapin, on inoculerait, autant que possible, dans le sang, le V. septique étant inoffensif par cette voie. Il va sans dire que l'inoculation d'un parenchyme quelconque (sauf pro-
venant de l'homme) doit donner le charbon au cobaye. L'œdème souscut-ané du cobaye est blanc, tandis que celui du V. septique est sanguinolent, rouge.
En été, les cadavres des herbivores sont envahis en quelques heures par le V, septique qui tue rapidement les animaux inoculés: voilà pourquoi nous avons insisté sur les moyens de ne pas confondre ce microbe et le B. anthracis. Le V. septique <?st d'ailleurs très rare dans le sang.
4^ Sérodiagnostic. — Il n'a pas donné de résultais (voy. plus haut, p. 550).
H) Sérothérapie
Behring avait montré que le sérum des rats blancs jouit de propriétés bactéricides vis-à-vis du B. anthracis. Ce sérum n'est cependant ni préventif ni curateur. 11 faut qu'il soit mélangé à la culture pour en atténuer les efTets. Injecté séparément, il ne préserve pas (Metchnikofp et Roux).
Marchoux (1895) aurait obtenu un sérum thérapeutique en vaccinant des animaux comme il a été dit plus haut (v. p. 55h) Les moutons rer.oivent progressivement des doses énormes de cultures virulentes et à de nombreuses reprises. On saigne quinze et vingt jours après la dernière inoculation.
Ce sérum est actif à i/2000 ; il préserve le lapin, si on Tinjecte vingt-quatre heures avant la culture virulente (un centimètre cube pour un lapin de deux kilogrammes contre 1/4 de centimètre cube de culture virulente inoculée sous la peau). Il faut des doses vingt fois plus fortes de sérum si Tinoculation virulente est intraveineuse. Ce sérum ne préserve pas le cobaye.
Injecté en même temps que la culture, il préserve inconstamment le îapin, même à de fortes doses. Injecté après Tinoculation, il peut encore guérir le lapin, si l'œdème n'a pas encore apparu.
Ce sérum n'a jamais été appliqué en médecine ni en vétérinaire.
Sclavo (1895) a préconisé un sérum anticharbonneux, qui a
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été recommandé par nombre d'auteurs contre la pustule maligne de Thomme.
Mendez, (1900) aurait obtenu un sérum assez actif pour guérir le mouton et le bœuf à la dose de i /2 à i centimètre cube, et l'aurait appliqué au traitement de l'homme et des animaux.
PRÉCIS DE BACTÉRIOLOGIE, 2* édît. 3G
Le Bacille de la peste ou Bacille de Yersin a été découvert par Yersin, en 1894. à Hong-Kong. Celui de Kîtasato, n'est pas le véritable bacille (il se colore par le Gram).
11 doit tHre placé à côté des coccobacilles hémorragi pares engendrant les pasteurelloses (voy. p. 12), qui correspondent au groupe créé, en 1886, par Hceppe, sous le nom de septicémies hémorragiques. Ces maladies, étant exclusivement vétérinaires, ne sont pas décrites dans ce Précis. Disons que la ressemblance du B. de Yersin est surtout grande avec le Coccobacille du choléra des poules.
A) Isolement, Ciltures
lo Isolement. — L'isolement se fait facilement en ensemençant du suc de bubon humain non ouvert, ou mieux du sang de rat ou de cobaye, inoculés par une voie quelconque.
2^ Caraotères généraux des oultures. — Presque exclusivement aérobie. Cultive aisément et rapidement dans tous les milieux, surtout légèrement alcalins. Végète déjà à -f- 5". Temp. optima := 30^. Développement assez rapide à + 20**. Ne forme pas d'indol.
S^ Cultures sur milieux solides. — A. Sérum, Gélose. — Colonies blanches, transparentes, à bords irisés, formant ensuite
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un enduit gluant, blanchâtre (comme le M. du choléra dès poules). Développement rapide et très abondant sur gélose glycérinée ou non.
B. Pomme de terre. — Colonies blanc-jaunâtre, maigres. Développement lent et quelquefois nul.
C Gélatine. — Pas liquéfiée, La piqiire produit à la surface une lacke jaunâtre et une ligne bleutée dans la profondeur. S\xv plaquer : colonies rondes, jaunâtres, granuleuses, à bords souvent découpés. Développement en trois ou quatre jours. Ressemblent un peu aux colonies du B. d'Eberth.
4f^ Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Reste clair. Grumeaux neigeux le long des parois {caractéristique pendant vingt-quatre heures), tombant au iuid au bout de vingtquatre heures. La culture ressemble à celle des streptocoques. Le réensemencement d'une culture en bouiflon et Tagitation peuvent donner un trouble uniforme. Si on verse de l'huile à la surface du bouillon, les microbes ne se développent qu'à la surface et pendent sous forme de stalactites (Haffkine).
B. Solution de peptone a 2 p. iOO — Cette solution, alcaline ^ et additionnée de 1 à 2 p. iOO de gélatine, est le meilleur milieu (Yersin) .
C\ Bouillon Martin. — Très favorable .
D. Lait. — Culture pauvre. Coagule pas. Vire au rouge, si addî* tionnée de teinture de tournesol bleue (production d'acides)*
B) Coloration, Caractères morphologiques
1^ Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d'aniline. Ne prend pas le Gram. La thionine est le meilleur colorant.
2" Mobilité. — Immobile.
30 Forme. — Dans le suc des bubons : bacille court (2 pt su^
\ {Ji), trapu {cocco-bacille) , k extrémités arrondies, plus colo-
Fig. 284. Fig. 285.
B. de la peste. Formes d'involu- /?. de lapesle. Culture sur gélose tion, sur gélose salée (Netter). (Netter) .
rées que le centre, d'où l'aspect en navette (fig. 288), parfois semblant entouré d'une capsule. Dans le sang : un peu
Fig. 286.
/?. de la peste. Culture en bouillon (Netter).
plus allongé (fig. 287). Dans les cultures liquides : chaînettes (strepto-bacilles), avec quelques éléments plus renflés (fig. 286).
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Sur gélose : grosses chaînes constituées par des bâtonnets accolés latéralement, ou bâtonnets isolés (fig. 285) Les formes renflées se colorent mal ; elles sont abondantes, dans les cultures anciennes, parfois ressemblant à des levures, (fig. 284).
4^ Spores. — Pas de spores.
C) Caractères biologiques
1" Vitalité, Virulence. — Dans le pus desséché, il conserve plusieurs semaines sa vitalité et sa virulence. Il reste vivant plusieurs mois dans le sol (Yehsix). La putréfaction des cadavres le fait disparaître en quinze à trente jours.
Dans les cultures, il est très fragile. Un chauffage de une heure à + PS*^, de une minute à -(- lOO*» suffit à le tuer. Les solutions faibles d'antiseptiques (acide phénique à 1 p. 100, sublimé à 1 p. 1000) stérilisent rapidement les cultures. Une insolation de trois ou quatre heures est mortelle (Kita-
sATo;.
Les cultures d'isolement sur gélose, sont de virulence variable ; les plus grosses, celles qui se développent le plus rapidement et étouffentlesautres, sont les moins viioilentes (Ykrsi.n)* Une culture âgée de plus de trois mois n'est plus virulente. Cependant ScnrLTZ aurait vu la virulence se conserver plusieurs années en bouillon de Marmorek. Celles qui proviennent d'animaux inoculés avec des crachatsde pneumonie pesteuse sont les plus virulentes.
Les cultures successives atténuent rapidement la virulence. On peut exalter cette virulence, en faisant des passages successifs sur une espère animale (cobaye, souris, lapin). On arrive à avoir une culture de virulence fixe pour respèce employée, mais souvent moins virulente pour les autres animaux ; l'exaltation n'a été obtenue que pour telle espèce animale. La culture qui tue, d'une façon fixe, la souris en deux jours, tue difficilement le lapin ; après quelques passages sur le lapin, elle le tue ea trois jours, mais alors elle ne tue que lentement la souris (Yersfn, Caf.mettk et Borrel). Nous avons
déjà signalé cette adaptation de la virulence à une espèce donnée (voy. p. 345).
2» Agglutiiiation. — Les cultures deB. de Kers/nsontagglutinables (Wysokowitch, Zabolotny, Aujeszky et Wenhardt, etc.), par le sérum antipesteux (1/25 le sérum de Paris, i/12 le sérum de Yersin, 1/200 le sérum de Markl), par le sérum des malades ou des convalescents (1/iO à i/100). Malheureusement, pour le sérodiagnostic, l'apparition de la propriété agglutinable est très tardive, elle n'a lieu qu'à la deuxième semaine. Le sérum du cheval normal ou immunisé contre la diphtérie n'agglutine pas. Les hommes injectés préventivement avec du sérum antipesteux n'ont pas un sérum agglutinant. Les lapins traités par la méthode de Hakfkine n'agglutinent pas. Les cultures de Haffkink sont agglulinables, moins toutefois que les normales.
D) Action pathogêne
±^ Action natiirelle. — La peste est essentiellement une maladie des rats. Elle frappe secondairement r/iorwwc, les porcsn les buf/leSj {es mouches. C'est la puce qui est l'intermédiaire entre le rat et le rat, entre le rat et l'homme, ensuite entre l'homme et l'homme (une puce de rat pesteux broyée et inoculée à la souris lui donne la peste). Le& punaises , les moustiques peuvent également propager la peste. Les mouches prennent la peste et peuvent aussi la propager.
En somme, le plus souvent la peste pénètre chez l'homme par elFraction de la peau (phlyctènes) et envahissement des lymphatiques voisins (bubons) ; c'est la forme bubonique, La pénétration par les voies respiratoires donne la redoutable forme pneumoniquc. Enfin, les cas suraigus, sans localisation, constituent la forme scpticémique. Certaines épidémies revêtent le caractère hémorragique {peste noire) .
Dans la forme bubonique, les bacilles sont très nombreux dans les phlyctènes, dans le suc des bubons non encore suppures ; ils sont rares dans le sang. Us disparaissent des bubons.
lorsque ceux-ci sont franchement suppures. Dans la forme pneumonique, les bacilles existent toujours dans les crachats (jusqu'au huitième jour après la défervescence), souvent dans les ganglions même non tuméfiés et dans le sang. Dans la forme septicémique, les bacilles existent dans les ganglions et dans le sang.
Chez le rat et la souris, morts de peste, on trouve à Taisselle et à laine des bubons volumineux ; la rate est hypertrophiée, rintestin congestionné. Les bacilles sont abondants dans le sang, dans les ganglions^ dans les frottis d'organes.
2"" Action expérimentale. — Etant donné le mode de pro< pagation de la pesle, par les puces, le maniement des cultures du B. de Yersia, aussi bien que celui des animaux inoculés, doit se faire avec la plus grande prudence. Les cultures ne seront jamais abandonnées sans être stérilisées ; les animaux pesteux seront placés dans des conditions telles que la contagion par les mouches ou les puces soit impossible. On se souviendra du D' Mûller qui mourut, à Vienne, de peste pneumonique, ainsi que son garçon de laboratoire et une infirmière; tous trois avaient contracté la peste en expérimentant des cultures (1898). On exposerait, en outre, toute une ville ou môme tout le continent en ne prenant pas les plus minutieuses précautions. Les petits animaux (rats, cobayes) seront placés dans des bocaux en verre recouverts de treillis métallique très fin. Les grands animaux (chevaux, pour la fabrication du sérum) seront maintenus dans des écuries spéciales, cimentées et vernies, à fermetures hermétiques avec un tambour à double porte grillagée. Les autopsies seront faites dans un local sûr, privé de rats, de puces et de mouches. Les cadavres seront immédiatement crémés. 11 faut donc une installation spéciale, pour étudier la peste.
A. Rat, Souris. — Animaux très sensibles. Les inoculations sous-cutanée, intraveineuse, intrapéritonéale sont rapidement mortelles (vingt-quatre à soixante -dix heures). Il suffît de déposer quelques bacilles sur une muqueuse (nasale, con-
jonctivale, rectale, etc), sans l'excorier, pour donner la peste ; c'est le moyen le plus sûr (Rorx et Batzaroff). L'ingestion est moins efficace (Simoxd). mais peut réussir (Hankix, Kolle). En mélangeant des souris saines et des souris pesteuses^ les premières prennent la peste (Yersin).
Si la mort tarde : bubons énormes avec éruption miliaire du foie et de la rate.
Les B. Font nombreux dans le sang. Les mononucléaires dominent.
B. Cobaye. — Aussi sensible que la souris ou le rat. Animal de choix pour les expériences.
a. Inoculation sous-cutanée. — En quelques heures : œdème
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li. de la peste, dans le sang du coba^^e.
localisé. Ganglions se tuméfient [bubowi). Au bout de vingtquatre heures : animal tombe, crises convulsives. Mort en deux à cinq jours. Autopsie : Œdème rosé local et autour du gan-
glion voisin qui est tuméfié. Viscères congestionnés. Raie volumineuse avec éruption de tubercules miliaires. Un peu de sérosité dans la plèvre et le péritoine. Les bacilles sont nombreux dans le sang (fig. 2S7), dans les ganglions, dans le foie, dans la rate (comme chez les rats. Si la maladie se prolonge : abcès de la paroi abdominale et des ganglions (bubons suppures).
Par passages de cobayes à cobayes, faits avec du sang ou de la pulpe de rate, on obtient un virus fixe qui tue le cobaye en deux ou trois jours.
b. Inoculation épidermique. — Elle réussit encore p/as sûrement (Weichselbaum). On rase la peau de Tabdomen, on la désinfecte; on gratte et on dépose le virus. Vésicules locales. Bubons multiples. Mêmes symptômes que ci-dessus. Quelquefois : des nodules pulmonaires.
c. Inoculation vitraveineuse. — Mômes symptômes. Pas de lésions locales. Mort plus rapide.
d. Inoculation intrapéritonéale. — Très sévère. Mort en vingtquatre heures. Exsudât purulent et nodules dans le foie et la rate. Roi^xa exalté la virulence par cultures en sac de collodion.
e. Inoculation par les muqueuses. — Comme la souris. Exaltation de virulence par passages successifs sur la muqueuse nasale-
f. Inhalation. — Réussit très bien. Un virus atténué, ne tuant plus par inoculation sous-cutanée, donne une pneumonie pesteuse.
g. Ingestion. — Réussit ditlicilement.
C. SiNTiE. — Très sensible. La plus légère excoriation de la peau souillée de virus pesteux donne la peste (Wyssokowitch et Zabolotnv). Symptômes de la peste bubonique. Mort en quatre à cinq jours. L'inoculation dans la trachée donne la bronchopneumonie pesleusp. L'infection intestinale est impossible.
D. Lapin. —Moins sensible. H faut beaucoup de virus. L'inoculation sous-cutanée ne tue qu'en quatre à sept jours. L*inoculalion par les muqueuses réussit à coup sûr. On obtient par passages, un virus fixe qui tue en trois jours le lapin, mais s'est atténué pour la souris.
Ë. Ghikx, Chat, Cheval, Bœuf, Mouton, Chèvre. — Peu sensibles. Le chat s'infecte par ingestion, une fois sur deux (Kolle)
F. Oiseaux. — Réfractaires. Le pigeon, la poule sont légèrement réceptifs, si on les fait jeûner (di Mattki, Calmette et BoRRKh). Les petits oiseaux sont sensibles (Nocard).
Eîi somme, d'une façon .générale, on reproduit Informe bubonique par piqilre de la peau, et la forme pneumonique en mettant le virus sur la muqueuse nasale.
E) Toxines
Le B. de Yersin sécrète peu de toxines extra-protoplasmiques. Les cultures filtrées sont peu toxiques (Ykhsix, Calmette et Bohhel). Le poison reste adhérent au corps des microbes (Markl; 1898).
Houx a réussi à préparer une toxine active en cultivant, en bouillon gélatinisé à 5 p. 100, des bacilles exaltés par passages en sacs de coUodion dans le péritoine du cobaye. La culture filtrée tue la souris à 1/70^ de centimètre cube ; les mêmes cultures, filtrées sur papier àTûge de plusieurs semaines, et traitées par le sulfate d'ammoniaque, donnent un précipité qui lue la souris à 1/4 de milligramme.
La toxine pesteuse est rapidement détruite par l'air, la lumière ; elle ne résiste pas à un chauffage à -|- T0<^.
LusTiG et Galkotti (1898) ont préparé une toxine pesteuse en précipitant par l'acide chlorhydrique une solution de potasse caustique à 1 p. 100, mise en contact, pendant douze heures, avec des cultures. Elle tue à 5 ou 6 centigrammes par kilogramme. Elle est immunisante (Galeotti). Ce serait une nucléine (Fkdkrici).
F) Immunisation
Elle a fait l'objet des recherches de Yersin, Roux, Calmette, Borrel (1895), en vue de vacciner des animaux.
Les toxines, étudiées ci-dessus, ne confèrent pas d'immu-
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nité durable; sauf peut-être, celle de Lustig (Galeotti) et celle de Markl (chèvres; 1901).
Les cultures tuées par la chaleur, donnent de meilleurs résultats. Si on injecte dans les veines ou dans le péritoine du lapin des doses de culture chauffée une heure à + 58^ (culture sur gélose délayée et chauffée en tubes scellés), insuffisantes pour le tuer, on le vaccine contre une inoculation virulente ultérieure. Si on injecte le vaccin sous la peau, il faut trois ou quatre séances de quinze jours en quinze jours, pour obtenir rimmunisation.
Le cobaye, le cheval sont difficiles à immuniser par cette méthode.
Haffkine (1897) vaccine, en injectant sous la peau du bras de l'homme, 2 à 3^^,^ (Occ,l à Occ^3 aux tous jeunes enfants) de culture en bouillon chauffée pendant une heure en tubes scellés à -h 70^. Il se produit un peu de lymphangite et de la fièvre. Au bout de 8 à 10 jours, Thomme est vacciné, mais pour 15 jours seulement. On fait une seconde inoculation, si la pt'emière a été trop faible.
L'immunité la plus solide s'obtient en inoculant des doses minimes de cultures vivantes et en augmentant progressivement ces doses. C'est le procédé d'immunisation du cheval. L'inoculation sous-cutanée produit un abcès local et des symptômes généraux graves. Il vaut mieux injecter le virus dans les veines. La réaction est intense et dure longtemps. Souvent le cheval succombe. S'il résiste, on attend son rétablissement, vingt jours au moins, et on injecte une nouvelle dose plus forte dans la jugulaire. L'animal maigrit. On répète les inoculations à intervalles éloignés. On peut commencer par des cultures chauffées 1/2 heure à -}- 70^, qu'on injecte sous la peau, puis dans les veines. On n'injecte qu'ensuite les cultures vivantes.
Lorsque l'animal est immunisé, son sérum est préventif et curatif;il est bactéricide et antitoxique.
Le sérum de lapin immunisé préserve un lapin neuf, à la dose de 3 centimètres cubes; à la même dose, il guérit l'animal s'il est injecté moins de douze heures après l'inoculation virulente.
Le sérum de cheval (3 semaines après la dernière injection) préserve la souris à la dose de i/20^ de centimètre cube et la guérit (dans les douze heures qui suivent l'inoculation) à la dose de 14 de centimètre cube. II guérit le singe, injecté deux heures après l'apparition des premiers symptômes. Il le préserve à 2 centimètres cubes (Calmette).
Le sérum de l'homme guéri de la peste est légèrement préventif et curateur.
G) Diagnostic bactériologique _
±^ Chez l'homme. — a. Supposons-le vivant.
A. Forme bubonique. — Se rappeler que les bacilles disparaissent des bubons avec la suppuration franche. On choisit un
Fig. 288.
B. de la peste, dans un frottis de bubon (thionine).
bubon non ouvert, on aseptise la peau, on incise ou on aspire la pulpe avec une seringue stérilisée. Avec cette pulpe, on fait les 3 opérations suivantes :
i*^ Examen microscopique. — On fait un frottis et on colore
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au Grain d'abord et à la Ihioniae phéniquée, pour avoir de belles préparations (fig. 288) ;
2^ Culture. — Il vaut mieux cultiver sur gélose, les bubons même non ouverts contenant fréquemment des microbes pyogènes. On ensemence en bouillon, pour inoculer (voy. plus haut les caractères des cultures) ;
3<* Inoculation. — Elle se fait soit au rat (sur la conjonctive ou sous la peau), soit mieux au cobaye (grattage de la peau du ventre). On inocule 4 à 6 animaux. Voy. ci-dessus, les effets de Tinoculation.
B. Forme pulmonaire. - Examiner des crachats colorés, et inoculer comme ci-dessus au cobaye [qui n'est pas sensible au Pneujnocoque).
C. Forme septicémique. — Puiser 30 centimètres cubes de sang dans la veine, avec une seringue stérilisée. Ensemencer quelques gouttes sur gélose et en bouillon. Inoculer, avec le reste, des cobayes (par grattage) ou des rats (sur la conjonctive ou dans le péritoine).
6. Chez riiomme mort : Opérer de même, mais ne pas s'arrêter aux cultures : inoculer de suite. Faire des frottis de rate.
Z"^ Chez le rat. — Faire des frottis avec les ganglions, la rate (surtout), le sang; colorer au Gram; examiner. Inoculer des rais et des cobayes avec les ganglions et le sang. On peut se contenter de faire manger le cadavre du rat par d'autres rats, qui deviendront pesteux.
Le Sérodiagnostic est trop tardif pour être pratiqué (voy. Agglutination, p. 566).
II) Thérapeutique bactériologique
10 Vaccination de Haffkine. — La vaccination de Haffkine (voy. p. 511) a paru donner des résultats encourageants dans rinde (Leumann, SiMOND,etc.). Il vaut mieux mélanger le vaccin avec un peu de sérum, qui rend l'inoculation moins pénible et confère de suite une certaine immunité, en attendant celle
de la vaccination. Calmette propose d'injecter d'abord 5 ce mètres cubes de sérum et, trois jours après, 2 centimètres cubes de culture de Hafkkine.
Rappelons que la durée de Timmunité ainsi acquise est très courte (15 jours environ).
2*^ Sérothérapie. — Pour la Séro hérapie voyez page 85i.
CHAPITRt: VII LE VIBRION SEPTIQUE
Le Vibrion septique {BaciUus septicus) est Tanaérobie pathogène le plus anciennement connu. Pasteur l'avait vu dès 1876. En 1877, Pastf.ur et Jol^bert en fixent les principaux caractères et appellent .septicémie expérimentale aiguë la maladie expérimentale produite. Koch et Gafkky le décrivent, à nouveau, en 1881, sous le nom de Bacille de l'œdème malin (maladie de la souris, du cobaye),
A Chauveau et Arloing revient Thonneur d'avoir, dès 1880, (1880-1884), montré que ce vibrion, connu jusqu'alors comme un agent pathogène purement expérimental, était le microbe de la Gangrène gazeuse de l'homme (septicémie gangreneuse). La gangrène traumatique de certains animaux est également due au V. septique.
Le V. septique a servi à faire un grand nombre d'expériences fondamenttiles sur l'inlluence de la dose, de la porte d'entrée, sur l'immunisation, etc., (Chauveau et Arloing).
A) Isolement, Cultures
!«> Isolement. — On l'isole du sang ou de la sérosité des animaux inoculés avec de la terre (Pasteur) (voy. p. 211) ou avec des produits pathologiques.
2"" Caractères généraux des cultures. — Anaérobie strict (voy. les méthodes de culture des anaérobies, Chap. vi). Végète ii-Tair libre, ensemencé en mince couche de bouillon,
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s'il est mélangé à certains microbes aérobies (J. Courmont et Nicolas, 1894). Roux Ta cultivé, séparé de Tair par un culot de culture aérobie. Se cultive de + 15° à + 41°. Terapér. optima = 37°. Production d'acides.
Colore en noir la gélatine additionnée de 3 p. 100 de tartrate de fer.
3"^ Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Une trainée i)lanchàtre nuageuse se développe rapidement le long de la piqûre. Des bulles de gaz fragmentent bientôt la gélose (fig. ib8,3; p. 228).
B. Sérl'm. — Rapidement liquéfié.
Fig. 289.
V. sepiique. Culture en gélatine (d'après Fr/Kx- KEL et Pfeiffeb).
Fig. 290.
V. sepiique. Colonie sur plaque de gélatine vue à un faible grossissement.
C. Gélatine (Hesse). — Le long de la piqûre (profonde) vers le troisième jour, longue traînée nuageuse, blanchâtre (fig. 289). Bulles de gaz fissurent (fig. 158, 1 ; p. 228). La liquëfac-
lion arrive rapidement et est complète. Les colonies sur plaques sont nuageuses, blanchâtres liquéfiantes (Ûg. 290).
D. PoMMK DE TERRE. — Culturc nulle.
4* Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — A + 37^, trouble dès la douzième ou quinzième heure. Gaz en abondance, à odeur fétide. Le bouillon s'éclaircit rapidement et forme un dépôt pulvérulent.
L'addition de sang, de liquide d'ascite, de sérum donne des cultures plus abondantes.
B. Bouillon Martin. — Excellent milieu ; végétation en douze heures.
C. Sérum. — Excellent milieu
D. Jus UE VIANDE. — Excellent milieu (Besson)
B) Coloration, Caractères microscopiques
±0 Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d aniline. Prend le Gram, mais seulement à condition de le laisser longtemps dans le violet phéniqué. Prend bien le Claudius.
20 Forme. — Bc\tonnet plus fin que le B. anthracis, mais long (3 à 15 |jisur 0,6 à 1 îji), souvent en chaînettes (lig. 200,1). Les chaînettes sont longues (jusqu'à 40 jx) dans le sang des cadavres putréliés.
Les bt\tonnets sont souvent flexueux, ondulés (fig. 291,2). Les extrémités sont coupées carrément, un peu arrondies aux angles. Contrairement à celle du B. anthracis, la cassure est nette, non sinueuse (voy. p. b46;.
S'' Mobilité, Cils. — Mobile, si on l'examine à labri de Toxygène (centre de la préparation). Mouvements lents de reptation des formes longues. Mouvements plus vifs des formes courtes. Cils Ivcfi nombreux et très longs (lig. 292) faciles à colorer dans une culture en surface sur géloî^v
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4.^ Spores. — Elles se forment rapidement (20 heures) dans le cadavre des animaux et dans les cultures. Elles constituent
Fig. 291.
Vibrion septique. !• Préparation d'une culture de 48 heures.
2« Préparation d*une vieille culture.
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à elles seules le dépôt pulvérulent des cultures en bouillon. Elles renflent le milieu ou l'extrémité d'un bâtonnet (fig. 294).
C) Caractères biologiques
1« Habitat. — Le V. septique est très répandu dans la nature. Il existe dans la terre (voy. p. 211) dans les vases (Arloing, Lor- TET, G. Roux), dans les poussières des rues, etc. On Ta isolé des matières fécales de l'homme et des animaux. Il envahit rapidement le sang après la mort.
2® Vitalité. — Les vibrions non sporulés sont fragiles ; un chauffage à + 60® les tue. Les spores ne se forment qu'à Tabri
de l'oxygène, mais sont très résistantes. Les solutions antiseptiques usuelles sont sans action sur elles (Chauveau et Arloin(î). Seul l'acide sulfureux à l'état gazeux peut tuer le virus frais, après vingt-quatre heures de contact. Humides, les spores résistent plus de trente minutes à + 90° (Besson). Desséchées, elles résistent à + 100°- Une exposition de cinquante heures au soleil, une dessiccation de plusieurs mois (San Felice) ou môme de neuf ans (Arloing) ne les tuent pas.
Fig. 292.
F. neplique^ Cils.
C'est avec le V. septiquc que Chauveau et Arloing ont fait leurs expériences sur l'augmentation du pouvoir des antiseptiques par la chaleur.
30 Virulence. — La spore conserve la virulence, pour ainsi dire indéfiniment. Il suffit de la faire germer et d'inoculer la culture.
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On peut facilement exalter la virulence, par passages en série sur le cobaye. Voyez plus loin, les procédés d'atténuation.
A^ Agglutination. — Le sérum de Leglainche (voy. p. 587) agglutine une culture jeune à 1/30 et 1/30000, mieux au contact de Pair. Il n'agglutine pas le B. Chauvœû
5° Qaz. — Dégage beaucoup de gaz, étudiés par Arloixg, en 1885. Les hydrocarbonés fermentent rapidement : il y a production d'acide carbonique et d'hydrogène» d'acides gras. Les albuminoïdes fermentent aussi, avec production d'acide carbonique, d'hydrogène et d'azote. Les propriétés virulentes et zymotiques sont bien distinctes, les secondes pouvant se perdre facilement (Arloing, Linossier, Kerry).
D) Action p.\thogène
±^ Action naturelle. — Le V. seplique produit la gangrène gazeuse [septicémie gangreneuse) de l'homme (Chauve.vu et Arloing) et des animaux (Renault, Nocard).
Les associations microbiennes joueraient un rôle, comme dans la production du tétanos (Bessun). Les spores pures, inoculées à doses colossales, ne tuent pas le cobaye ; elles sont phagocytées. Les vieilles cultures à+ 37^ sont dos spores pures, sans toxine. 11 suffit d'ajouter un peu d'acide lactique ([)rocédé de Chauveal' et Arloing) ou un peude toxine, qui ont des propriétés cliimiolactiques négatives, pour que les spores végètent et que l'animal succombe. On arrive au môme résultat eu enveloppant les spores dans du papier filtré ou en associant certains microbe.s, tel que le Staphylocoque pyogcnc^ le Micrococcus prodigiosus, etc. Les traumatismes , la modification des tissus produisent le même résultat. Ce serait, en somme, un rôle identique à celui joué dans le tétanos (voy. p. 594).
2"" Action expérimentale. — Presque tous les animaux sont sensibles.
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Voici un tableau, dans l'ordre de réceptivité (Ghauveau et Arloing) :
Homme.
Cheval.
Ane.
Mouton.
Porc.
Chien.
Chat,
Cobaye.
Rat blanc.
Lapin ^récepli vite moyenne).
Poulet.
Canard.
Rat d'égoût.
Les bovidés sont réfrac taires.
Ces notions sont très importantes à connaître. La gangrène gazeuse est très voisine du charbon symptomatique du bœuf dû oiîalement à un anaérobie, découvert par Arloixg, Cornevin el Thomas, le Bactérium Chauvœi. Seulement Tordre de sensibilité des animaux vis-à-vis du B. Chamœi est :
Bœuf Très sensible
Mouton —
Cobaye —
Rat blanc Réceptivité moyenne.
Solipédes . . ' A peine sensibles
Lapin —
Homme Réfractaire.
Ce qui différencie nettement ces deux microbes, qu on avait voulu rapprocher. \ji sensibilité des animaux de laboratoire différencie encore la gangrène gazeuse des septicémies de Coze et Fellz, de Davaine etc., pour lesquelles le cobaye est peu récepteur, etc.
Les symptômes (œdème, phlyctènes, gaz, etc.) sont à peu près les mômes chez tous les animaux.
Décrivons la maladie du cobaye inoculé sous la peau ;i;10 centimètre cube de sérosité). H se produit rapidement, au point inoculé, un œdème crépitant considérable. Au bout de quelques heures, l'animal se blottit à l'abri de la lumière, son poil se hérisse, il crie dès qu'on le touche. Les secousses convulsives apparaissent. La mort survient en huit à quinze heures en hypothermie (l'âne meurt avec 35<>). L'œdème est d'autant
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plus accusé que la maladie est plus lente. Le vibrion est très rare dans le sang vivant (lîg. 293). A Vautopsic : cadavre rapidement puant; les poils s'arrachent d'eux-mêmes; sérosité roussâtre de l'œdème; muscles voisins infiltrés; bulles de gaz cré-
Fig. 293.
V. sepliqne, dans le sang du cobaye (après dissolution des globules
et centrifugation).
pitantsous le doigt, dans le tissu conjonctif sous-cutané jusque sous Taiselle; sérosité assez claire dans le péritoine; rate diffluente; roie décoloré, lavé; poumons normaux. Le V. est abondant dans la sérosité de l'œdème, qui ne contient pas de leucocytes (fig. 294). La sérosité péritonéale fourmille de vibrions (aspect de culture) (fig. 295); le sang (au bout de quelques heures à -+- 35") contient beaucoup de vibrions. Les spores existent rarement chez l'animal vivant (sauf dans la sérosité locale), mais apparaissent rapidement après la mort, si la température ambiante est un peu élevée.
Les épanchements séreux des plèvres, du péricarde sont abondants chez le moutan. On peut ainsi obtenir une grande
quantité de sérosité virulente pure, commode pour Texpérimentation.
La grenouille, inoculée dans le sac dorsal, est réfractaire, à la température ordinaire; elle succombe en deux ou trois jours,
Fig. 294.
Vibrion septique. Préparation de l'œdème local du cobaye.
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avec pullulation en formes courtes de V, septique, si on la chauffe à + 26^, 28«> (Chauveau et Arloing).
Vinoculation intraveineuse^ à un animal quelconque, reste toujours sans effets sauf pour des doses très fortes; lanimal n'est même pas malade (Chauveau et Arloing). G*est un des plus beaux exemples de Tinfluence de la porte d'entrée. J'ai pu injecter, dans les veines d'un chien 162 centimètres cubes d'une culture très virulente, sans le rendre malade. Les animaux ainsi traités ont acquis l'immunité.
Si on injecte un bélier dans le sang et qu'on le bistourne, la gangrène gazeuse se produit et débute parla région testiculaire (Chauveau et Arloing).
LK VIBRION* SRPTigl'E
Les voies respiratoire, digeslive sont plus qu'infidèles. On ne donne pas non plus la gangrène gazeuse en arrosant avec une culture virulente ou la sérosité une plaie exposée à Vair (ChauvKAr et ARLOTNT.). Voyez plus haut, page 580 le rôle des asuty-
Fig. 295.
Vibrion septique.
Préparation de la sérosité péritonénle du cobaye. (Jr. ^ 1000 1).
dations microbiennes qui s'ajoute à l'anaérobiose, pour expliquer ces faits.
La septicémie gangreneuse peut se transmettre de la mère au fœtus (Chauveai' et Ahloixg).
E) Toxines
La culture filtrée du V. septique ou la sérosité musculaire des animaux morts de gangrène gazeuse, également filtrée, sont peu toxiques. Il faut plusieurs centimètres cubes (jusqu'à 40*"^ de sérosité fdtrée), injectés dans le péritoine, pour tuer le cobaye (Roux et Chamberland, 1887}.
IMMUNISATTON 58^1
La culture en pulpe de viande, filtrée le 6^" jour, donne une toxine qui lue le cobaye à la dose de 5 à 10 centimètres cubes (Besson, 1895).
La toxine est atténuée par un chauffage modéré, par l'air et la lumière ; elle se conserve bien dans le vide, à Tabri de la lumière.
Elle a des propriétés cbimiolacliques négatives (Besson), (|ui deviennent positives par un chauffage à + 85*^ pendant 2 ou 3 heures.
BoDKT et J. CorRMONT* ont fait, sur le chien et le iapin, une élude graphique des effets toxiques du V. scptique. Os animaux recevaient dans la veine (porte d'entrée inoffensive) des doses considérables de sérosité virulente ou de cultures, sans aucune filtration ou atténuation. La respiration, le pouls carotidien étaient enregistrés par la méthode graphique. La respiration est surtout compromise (action inhibitrice sur le centre inspirateur). La mort arrive par arrêt respiratoire. La tension artérielle s'abaisse. Le pouls a des alternatives de ralentissement et d'accélération. Il faut 30 centimètres cubes de sérosité, ou plus, pour tuer un lapin. Il est presque impossible de tuer le chien.
F) Immunisation
1*^ Inoculation intraveineuse de V. virulents. — Chai- VEAi' et Arloixg (188!) ont montré que l'inoculation intraveineuse de vibrions très virulents (10 à 15 centimètres cubes de sérosité) est inoffensive, mais confère l'immunité (expériences sur l'einc). L'inoculation sous-cutanée ne produit alors qu'un abcès. Ils ont également vacciné Tdne par inoculation dans la trachée.
2'> Injection de produits solubles. — Rorx et Chamberl\no (1887) onlvaccinéle cobaije en lui injectant, dans le péritoine,
* Consulter les Leçonssurla tuberculose et les septicémies àWMLowù^ rédigées par J. Couumomt. Asselin. 1802 : Leçons I à IX. sur les Septicémies.
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à trois reprises dilTérenles, à 3 jours d'intervalle, par lOO grammes de poids, 10 centimètres cubes de culture chauffée 10 minutes à + 110^ puis filtrée, ou, à 7 ou 8 reprises, i centimètre cube de sérosité filtrée. Llmmunité était encore solide au bout de 30 jours.
Besson (1895) a vacciné le lapin en lui inoculant, dans le tissu de l'oreille, des doses progressivement croissantes de sérosité virulente.
Voyez Sérothérapie, j^age 587.
3" Inoculation de microbes atténués. — Le procédé d'atténuation du B, Chauvaei (Ch. symptomatique) est applicable au V. septique (Leclaixche et Vallée). On recueille du sang d'animal gangreneux, on le porte 5 jours à l'étuve A + 37<>, dans des ampoules scellées. On traite le contenu de ces ampoules par le procédé d'ÀHLoiNG (voy. p. 364). Cette poudre, inoculée aux animaux, leur confère l'immunité.
Déjà, en 1888, Cornevin avait vacciné des chiens avec des vibrions atténués par les antiseptiques.
Gj Diagnostic bactériologique
11 est très important. En effet, on n'admet plus aujourd'hui que la gangrène gazeuse de l'homme soit toujours due au V. septique. Il y a des gangrènes gazeuses. Celle qui est due au V. septique est toujours mortelle : le diagnostic impose le pronostic. Colles qui sont dues à d'autres microbes (Ahloixg, Legros (Thèse de Paris, 1902), Veillon (voy. p. 799), les uns anaérobies, d'autres aérobies (Legros) sont bénignes ou graves.
Chez l'animal, le charbon bactéridien, le charbon sympiomatique, les septicémies de Coze et Feltz, de Davaine peuvent être confondus avec la gangrène gazcuze.
lo Examen direct. — La sérosité roussâtre des phlycténes, celle qui infiltre le tissu conjonclif, les lambeaux mortifiés, les séreuses, plus rarement le sang, contiennent le V, septique. Dans les phlycténes, dans Toedème, on voit des bacilles courts
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très mobiles, dont quelques-uns sont renflés à une extrémité, sporulés (fig. 294). Dans la sérosité péritonéale, les individus sont longs, grêles, en chaînettes, non sporulés (fig. 295). Après un examen direct, sans coloration, on traitera par le Claudius,
2^ Cultures. •— On pourrait faire des cultures avec la sérosité. Il vaut mieux inoculer de suite. La culture peut servir à différencier le V. septique (anaérobie) du B. anihracis (aérobie).
3^ Inoculation. — On inocule la sérosité, sous la peau du cobaye (voy. plus haut, p. 581, les résultats). On peut favorise^ la réussite par addition de quelques gouttes d'acide lactique à 1/5.
Les symptômes et la rareté du V. dans le sang feront aisément le diagnostic avec le charbon bactéridien (les cadavres charbonneux sont spécialement envahis par le V. septique). Pour la septicémie de Davaine, le cobaye est presque réfractaire. Le charbon symptomatique du bœuf (l'homme est réfractaire) donne des résultats à peu près identiques sur le cobaye, mais le lapin est* réfractaire au Ch, symptomatique et sensible au V. septique; on inoculerait donc comparativement lapins et cobayes. Les solipèdes sont réfractaires au Ch. symptomatique. Le bœuf est réfractaire au V. septique. On peut donc, par des inoculations comparées, faire le diagnostic différentiel. Le B. Chauvœi (Ch. symptomatique) n'est pas agglutiné par le sérum antigangréneux qui agglutine le V. septique.
Le Sérodiagnostic n'existe pas.
11) SÉROTHÉRAPIE
Leclainxhk a vacciné Tàne en lui inoculant, dans le sang, puis dans les muscles, de la sérosité virulente, à doses croissantes. Le sérum de lanimal mélangé à la sérosité septique (2 centimètres cubes de sérum pour 5 gouttes de sérosité) la rend inoffensive. Les animaux qui ont reçu le mélange n'ont pas acquis l'immunité. Ce sérum, mélangé à la sérosité du Ch. sympto7natique est sans action. C'est ce sérum qui est agglutinant (voy. p. 580).
GHAPITRi: VIÏl LE BACILLE TÉTANIQUE
Le Bacille du tétanos a été décrit par iNicolaïeh, en 1884. (H. de Nicola'ier), et cultivé ])ar Kitasato, en 1889. C'est lapent du tétanos do l'homme et dos animaux, (dont l'étude a donné naissance à un nombre incroyable de travaux). C'est, grâce à sa toxine, le microbe pathogène le mieux différencié*.
A) Isolement, Cultlre.s
10 Isolement. — L'isolement du B. do Nicolaïer est assez délicat, car il existe dans la terre, au milieu d'impuretés de toutes sortes : il reste cantonné dans la plaie parmi les souillures, ot en disparaît même assez rapidement.
On inocule un cobaye avec de la terre des jardins ou avec dos produits pathogènes (pus d'une plaie tétanigène). Dès le^ premiers symptômes, on recueille la sérosité du point inoculé, on la chauffe à + 80" pendant une heure, ou à+ lOO* pendant une ou 2 minutes, et on fait des cultures anaérobios, qu'il faudra souvent encore purifier.
On peut commencer par la culture dans le vide, qu'on chauffe à + 80^* vers le 6*^ jour et qu'on roensemence ; on opère ainsi plusieurs fois de suite. Si les cultures sont contaminées de
* Consultez : J. Colrmont et Doyon. Le tétanos. Actualités médicales. Baillière, 1899 : et von Leyden et F. Blumenthal : Der Tétanus. Specielle Pathologie, von Nothnagel, V, 2. Wien, 1900.
ISOLEMENT. CULTLUES
V. septiquc, on fera l'isolement sur gélatine eu tubes de Roue (p. 215) ou de Vigml (p. 213).
2^ Caraotères généraux des cultures. — moins strictement que le V. septique. Il se développe dans les milieux légèrement aérés, et s'y accoutume (voy. p. 185). On ne doit cependant lé cultiver que dans le vide ou dans l'hydrogène ; l'acide carbonique ne lui convient pas. Végète de + 14*^ à + 43**. Tempér. optima =:: 38^. Se développe bien sur tous les milieux usuels neutres ou faiblement alcalins ou mêmes acides. Les cultures liquides deviennent rapidement alcalines.
Anaérobie, mais
3"" Cultures sur milieux solides.|— A . Cmè- LosE. — Par piqûre profonde, culture nuageuse peu caractéristique. Gaz fragmentent.
B. Sêhum. — Culture nuageuse. N'est pas liquéfié.
C. GÉLATINE. — En profondeur : vers le 6'' jour, petits points nuageux, armés d'aiguilles plantées à angle droit (llg. lo8,2 et 290). La liquéfaction commence vers le 10° jour ; lorsqu'elle est complète : liquide clair avec dépôt lloconueux au fond. Quel- <|ues bulles de gaz.
D. Pomme i>k terhe. — Culture maigre, mince, humide, ressemblant à celle du B, d'Ebcrth,
It. tëtaniifuc.
Culture en ^olatine (d'apivs Fh/KNkkl et Pfeifkëk).
4!" Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Le trouble apparaît, en môme temps que des bulles de gaz, vers la 36« heure, parfois plus tard si le bouillon est ancien. La cul-
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trrre «slcM»{ilète vers le 15° jour ; le bouillon s'éclaircit ; il se forme un préràfM an fond. Quand on débouche la culture : odeur puante, très fbHt» ^Êractéristique, comparée à celle de la corne brûlée ou du fromage «noàcé. Le bouillon de bœuf récent est le milieu le plus favoraWe.
B, SÉRUM. — Culture pauvre.
C. Lait. — N'est pas coagulé
B) Coloration, Caractères microscopiques
±° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d'aniline. Prend le Gram.
Fig. 297.
B. tétanique. Culture en bouillon âgée de 48 heures. B. sporulés
et non sporulés (Ziehl et bleu).
2° Forme. — Dans les cultures à basse température, dans les cultures très jeunes à + 37^ et parfois dans le pus, on ren-
contre des bacilles non sporulés. Ce sont des bâtonnets, fins, allongés, (3 à 4 {x sur 0,3 à 0,4 fi). Dans les cultures à + 37^ dès l'âge de 36 heures, c'est-à dire presque immédiatement, dans la plupart des pus, les bacilles sont sporulés. La spore est terminale, ce qui donne Vaspect en épingle signalé déjà par NicoLAïER ; la spore est 3 ou 4 fois plus large que le bacille qui est court ; c'est plutôt l'aspect d'un clou que celui d'une épingle (fig. 297) ; on Ta aussi comparé à une baguette de tambour. Dans les vieilles cultures, on ne trouve presque que des spores : à côté d'elles sont des débris bacillaires et des formes très variées d'involution. Il est très difficile de déclarer pure, au seul examen, une vieille culture.
Fig. 298.
B. tétanique. Cils.
30 Mobilité. — Mouvements assez vifs. Cils très nombreux, très longs, répartis sur toute la surface (fig. 298). Le B. tétanique est le plus chevelu des microbes. Pour les colorer, utiliser
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une colonie de quelques heures sur milieu solide. Les cils tombent dès que la spore se forme.
4^ Spores. — Se produisent très rapidement dans les cultures (voy. ci-dessus); existent dans le pus, dans la terre, etc. Elles se produisent beaucoup plus tardivement dans les cultures à + 20**. Voyez plus loin leur résistance, leur virulence, leur sort dans l'organisme, etc.
Cl Caractères biologiques
1" Habitat. — La spore tétanique est très répandue ; elle existe (comme celle du V. septique ; voy. p. 211) dans la terre des jardins, dans les vases, dans les poussières, dans les matières fécales des herbivores, etc.
2^ Vitalité. — Le B. est assez fragile.
Les spores sont très résistantes. En vase clos, elles supportent pendant 6 heures un chauffage humide à -h 80^, et pendant plus de deux heures un chauffage identique à + 90". Il faut 8 minutes d'ébullition pour les détruire. Les antiseptiques sont presque sans action.
Desséchées, mélangées à la terre, à l'abri de la lumière, elles se conservent pendant plusieurs mois (Kitasato). Elles supportent -f 110" pendant 15 minutes (Maljeax).
La lumière les tue en un mois, si elles sont à Tétat sec et à l'air; dans le vide, elles se conservent bien plus longtemps.
C'est probablement le passage dans l'intestin des herbivores qui permet au B. tétanique de se multiplier et de résister à toutes les causes de destruction qu'il rencontre à la surface du sol.
Desséchées avec le pus, dans des corps albumineux, à la surface d'éclats de bois ou de vieux clous, les spores conservent longtemps vitalité et virulence.
3" Virulence. — Les B. de ^icolaier sécrètent des toxines ifaolivité très variable. 11 est même fort probable que certains
bacilles ont complètement perdu celte propriété. On trouve parfois, dans la terre, des bacilles anaérobies, en clou, qui ne sont pas pathogènes;
La virulence des spores se conserve aussi longtemps que leur vitalité. MtyuEL a donné le tétanos à des cobayes, en leur inoculant de la terre conservée, depuis 48 ans, en tubes scellés.
4» Agglutination. — Bordet (1896) avait vu l'agglutination parle sérum de cheval. Sabrazés et Rivière (1897) avaient cru, à tort, à la possibilité d'un sérodiagnostic. J. Courmont et JuLLiEN (1899) ont étudié à fond la question. Voici leurs conclusions : le sérum de l'homme et d'animau.x très sensibles (souris) ou réfractaires (tortue) n'agglutine pas. Le sérum du cheval et de l'âne normal agglutine à 1/50 à l'IOO. L'intoxication tétanique ne s'accompagne pas de propriétés agglutinantes du sérum ; il n'y a pas de sérodiagnostic. Le sérum de cheval fortement immunisé agglutine à 1/2 000 ou môme 1/50 000. L'injection de sérum antitétanique ne développe le pouvoir agglutinant qu'à doses considérables.
6« Gaz. — CO^ et CH^
D) Action pathogène
1<* Action naturelle. — V homme et les solipèdes sont le terrain de prédilection du tétanos naturel. Cependant, la plupart des animaux domestiques (bovidéSy porc, mouton, etc.) peuvent prendre le tétanos, surtout après certaines opérations, telles que la castration.
Le symptôme constant est la contracture, d'abord locale, puis généralisée à tous les muscles. Chez l'homme, la contracture débute rarement au point infecté, mais par les masseteis. Chez les animaux, la contracture envahit presque toujours en premier lieu les muscles du voisinage de la plaio, sauf chez le cheval où les deux modes de début peuvent s'observer (J. Gour- MOXT et Doyon) .
Le tétanos est relativement rare chez rhomme, depuis que
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la chirurgie est aseptique ; il est plus fréquent chez le cheval; il l'était surtout jadis, avant le sérum, à la suite de la castration. Pourquoi cette rareté relative, étant donnée la fréquence des spores tétaniques dans le sol, le fumier etc. ? On avait remarqué depuis longtemps que les plaies anfractueuses, souillées, par écrasement, étaient les plus fréquemment compliquées de tétanos. L'anaérobiose du B. de Nicolaïer explique les faits en partie ; on comprend pourquoi la plaie doit être privée d'air.
Les recherches de Vaillard et de ses élèves Vincent et Rouget (1891) ont montré le rôle des associations microbiennes dans la production du tétanos. L'inoculation d'une culture tétanique donne à coup sûr le tétanos, parce qu'oninjecte de la toxine préformée ; les bacilles ou spores n'y sont pour rien. Si on prend soin de laver les spores afin de les débarrasser de toute toxine (filtrer sur bougie Chamberland et faire passer plusieurs litres d'eau après épuisement des liquides de culture), ou de détruire la toxine par un chauffage de la culture, pendant 3 heures à + 80°, et qu'on introduise ces spores sous la peau d'un animal très sensible tel que la souris ou le cobaye^ même à des doses formidables (2500 spores), on ne produit aucun symptôme tétanique, si l'opération est faite très aseptiquement. C'est que les phagocytes s'emparent de ces spores et les digèrent, sans leur laisser le temps de produire des bacilles, qui fabriqueraient la toxine {ûg. 299). Donc : les spores tétaniques à l'état de pureté, ne se développent pas dans les tissus sains. Pour que les spores engendrent le tétanos il faut occuper ailleurs les phagocytes. On y arrive : 1» en mélangeant les spores avec de l'acide lactique (chimiotaxie négative); 2P en injectant, en même temps, du charbon pulvérisé dans le sang ; 3® en les protégeant contre les phagocytes par un sac de papier filtre, de sureau ou de collodion ; 4° en les mélangeant à d'autres microbes (associations microbiennes). Ainsi s'éclaire la pathogénie du tétanos. Il faut une plaie anfractueuse et souillée d'autres microbes. Ily a toujours, dans un pus tétanique, un grand nombre de microbes aérobies. Le Micrococcus prodigiosus est un excellent favorisant. Ces faits expliquent aussi pourquoi le
tétanos n'est pas indéfiniment réinoculable eu séries ; la purification du pus entraînant Tinsuccès.
Les spores ainsi phagocytées peuvent rester vivantes pendant plusieurs mois et se libérer ensuite pour donner un tétanos
Fig. 299.
Spores tétaniques (en rouge) phagocytées.
(Ziehl et bleu).
dont Tétiologie devient très obscure, en raison de cette longue période latente.
Les B. tétaniques disparaissent assez rapidement du foyer infectieux. Souvent, ils sont déjà très rares, au moment où éclatent les contractures. On verra que la toxine exige, ellemême, une incubation pour engendrer le tétanos. Le B. ayant fabriqué sa toxine antérieurement, peut donc bien être absent au début des symptômes. 11 faut savoir cela, car le pus de la plaie tétanique, inoculé, ensemencé, peut ne pas déceler le li. de Nicolaïer,
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Le B. tétanique ne quitte jamais la plaie; il Qe se répand jamais dans le sang ou dans les organes. Celte notion est capitale. Le tétanos est le type des intoxications microbiennes; le B. reste in situ et fabrique des toxines qui vont, dans les centres nerveux, engendrer la maladie.
2^ Aotion expérixiientale. — L'inoculation en série du pus tétanique ne réussit pas ; au S* ou 4" passage, elle ne donne plus le tétanos (voy. p. 593).
Le tétanos- expérimental s'obtient presque toujours, dans les laboratoires, par injection de toxine. On emploie très rarement rinoculation de la culture, ce qui d'ailleurs équivaut à injecter la toxine (voy. plus haut, p. 594). Nous dirons plus. loin comment est obtenue cette toxine (p. 605). Tout ce qui va suivre correspond aux injections de toxine, privée de bacilles et de spores.
A. Symptômes. — Les symptômes objectifs sont les mêmes que chez l'homme et aussi les mêmes chez toutes les espèces ; ils se résument en la contracture musculaire, localisée, puis généralisée.
Il est un autre symptôme qui est variable, c'est l'état de la température rectale. Chez l'homme, la température monte beaucoup pendant la période terminale et môme après la mort. J. CouRMONT et Pehu (1900) ont étudié la marche de la température rectale dans le tétanos expérimental. Elle diffère suivant l'espèce animale considérée. Pour les adultes, le tétanos est hyper thermique chez Thomme, le cheval, la chèvre, le chien; il est hypothermique chez la souris, le cobaye, le lapin, la poule. Cette élévation ou cet abaissement de température ne débutent qu'au moment de la généralisation dos contractures. L'âge peut avoir une inlluence considérable ; la jeune chèvre, le jeune chien présentent de l'hypothermie.
A la période terminale, on note une dyspnée formidable, et de Vaccélération du cœur.
La mort survient après un temps variable, suivant les espèces, et, pour cliacune d Viles, avec la dose inoculée. La mort est
d'autant plus rapide que rincubation a été plus courle; et, pour rincubation miniraa (voy. p. 600) que la dose de toxine a dépassé la dose limite.
Il est très facile d'obtenir un tétanos curable; il suffit de diminuer la dose injectée. Le tétanos, même généralisé, peut guérir chez le chien, le lapin, et même chez le cobaye ; les contractures disparaissent progressivement en quarante ou cinquante jours. Le plus souvent le tétanos curable reste local. On peut même, en injectant une très petite dose dans un muscle (en mettant une goutte très diluée sur la conjonctive du cobaye) ne tétaniser que ce muscle.
En somme, on peut graduer le tétanos expérimental avec la plus grande facilité, en modifiant les doses de poison injecté.
B, RÈcEi»TiviTÉ DES ESPÈCES ANIMALES, DosEs. — Presque tous les animaux sont sensibles. On peut les classer ainsi, si on tient compte de la quantité de toxine nécessaire pour tuer un individu, sans s'inquiéter des différences de volume et de poids des espèces animales :
Souris blanche.
(lobnye.
Lnpin.
Grenouille.
Solipèdes.
Chien. Chèvn».
Pigeon.
Poule.
Vno mémo toxine», par exemple, injectée sous la peau, tuera une souris à 1 I 000000 de centimètre cube, le cobaye à 1/10000, le lapin à 1,8 de centimètre cube, la grenouille à i/2 centimètre cube, le cheval à 2 centimètres cubes, le chien à 4 centimètres cubes» la poule à iO centimètres cubes.
Vhomme devrait probablement être placé en tête de ce tableau. Nicolas (1893), alors notre préparateur, a contracté un tétanos généralisé, suivi de guérison au bout de quaranteun jours, pour s'être piqué avec une aiguille simplement humide de toxine.
La souris blanche^ le cobaye^ le lapin sont couramment employés. Nous avons souvent utilisé le chien, le cheval et Vâne,
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La grenouille n'avait pas été utilisée avant J. Couhmont et DoYON (1892). Pour devenir tétanique, elle exige, ainsi que nous Tavons montré, des conditions spéciales de température ambiante. On injecte deux lots de grenouilles (1 centimètre cube de toxine sous la peau de la cuisse) ; on laisse le premier à une température inférieure à +20°; on place l'autre (voy. p. 30i) dans l'étuve à +30** ou +38^'. Les grenouilles du premier lot résisteront indéfîniment ; celles du deuxième deviendront tétaniques le sixième jour et mourront vers le quinzième. En été, par des températures supérieures à +20*^, la grenouille prend le tétanos sans avoir besoin d'être chauffée. La toxine se conserve longtemps dans le corps de la grenouille froide. Si on met celle-ci à l'étuve, même plusieurs mois après l'injection, elle devient tétanique après une incubation de six jours, comptés à partir du commencement du chauffage. Nos expériences ont été confirmées par Ruschke et OErgel (1893), Gum- PRECHT (1894), Metchnikoff (1897), Knorr (4898), Coluna (1898), etc.
La poule passait pour être réfracUiire. J. Courmont et Doyon ont montré (1893) (ju'il n'en était rien. Il faut seulement de ortes doses.
Le pigeon est plus sensible que la poule (Behring et Ransom).
La tortue, le caïman, le scorpion (même chauffés) sontréfractaires (Metchnikoff).
Si, au lieu de considérer les individus, on calcule la dose qui tue un gramme d animal, l'ordre de la sensibilité change. Le cheval est alors le plus sensible de tous (Knorr); il faut 13 fois plus de toxine pour tuer 1 gramme de souris et 2000 fois plus pour tuer un gramme de lapin.
C. Voies d'lntroduction. — Les doses que nous venons de donner, les symptômes que nous venons de décrire, correspondent à l'injection sous-cutanée ou intramusculaire. Doses nécessaires et symptômes varient suivantla voie d'introduction.
La voie sous-cutanée ou musculaire donne un tétanos local, puis généralisé (parfois le début n'est pas local, chez les solipèdes (J. CouRMOMT et Doyoin).
Is'injection intraveineuse produit un tétanos généralisé d'emblée. Il faut une dose 8 ou 10 fois plus forte que sous la peau.
Vinjection intracérébrale (Roux et Borrel; i898) engendre une forme spéciale : excitation, crises convulsives intermittentes, troubles moteurs, polyurie, etc. {tétanos cérébral), au lieu des contractures permanentes (lapiny cobaye, rat). Le lapin est sensible à des doses 25 fois plus faibles que sous la peau, tandis que le rat exige des doses plus fortes.
Vinjection dans la carotide donne un tétanos généralisé, mais la dose mortelle est sensiblement la même que pour l'inoculation sous-cutanée.
Vinjection dans la cavité arachnoïdienne produit les mômes effets que Tinjection intraveineuse (Tizzoni et Cattani, C. Brun- NER, etc.).
BiNOT (1899) a tenté l'injection de la toxine dans les différents viscères du cobaye. Ce tétanos splanchnique a des allures spéciales. La dose nécessaire est à peu prfts la même que sous la peau, l'incubation est plus longue, mais la marche plus rapide ciprès l'apparition des premiers symptômes. Ceux-ci sont : frémissement vibratoire symétrique, dyspnée, hoquet, spasmes musculaires du membre débutant loin du point inoculé, jamais de contractures permanentes, mort en hypothermie, flaccidité pendant l'agonie. C'est probablement le tétanos du grand sympathique à opposer au tétanos moteur. L'injection de sérum antitétanique est etticacc plusieurs heures après Tinoculalion de la toxine.
Vingestion, l'inoculation dans /a vessie échouent. L'introduction dans le jmumon^ dans les fosses nasales, donne un tétanos splanchnique. L'inoculalion dans la moelle osseuse donne le tétanos moteur.
D. FnACrrONNEMENT et DISSEMINATION DES DOSES. — J. COURMONT
et DoYON (1899) ont montré que la dissémination et le fraction^ nement d'une seule dose mortelle de toxine, injectée sous la peau du cobaye, augmentent la puissance de l'injection. En injectant, en 4 ou 8 points de la surface cutanée, une seule
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doso mortelle, c'est-à dire euiujectant, dans chaque point, seulement 1;4 à 1 ,8 de la dose, donc, pour chacmi d'eux, une dose insuttisantp à elle seule, on produit un tétanos généralisé d emblée et une mort plus rapide que si la dose est injectée massive. On peut même tuer avec une dose, non mortelle, en fractionnant et disséminant celle-ci. Ce fait est curieux, rapproché de ]a moindre action de la dissémination par la voie sanguine (voy. p. 599). Il a été confirmé par Binot. La toxine py océanique et le venin de vipère se comportent de même ; l'elTet est inverse avec la toxine diphtérique.
E. Période d'ixcubation. — L'injection de toxine ne produit pas immédiatement les contractures, comme Tinjection de strychnine par exemple. Il y a toujours une période d'incubation entre l'injection et Tapparition de la première contracture. J. CouHMoxT et DoYON (1893-1898) ont établi : l^que cette période d'incubation est fatale, elle ne peut être supprimée ; 2^ que l'augmentation des doses injectées la raccourcit jusqu'à une certaine durée, qu'on ne peut plus abréger. Une dose très faible de toxine peut donner une incubation assez longue; une dose sullisante donne l'incubation minima; à partir de celle-ci, on peut centupler la quantité, on ne raccourcira plus l'incubation. Ainsi l'incubation minima pour le cobaye est de douze heures avec 100, 30000 ou 90000 doses mortelles.
Elle n'est, en outre, pas supprimée par l'inoculation dans le sang, dans les nerfs, même dans le cerveau. Quel que soit le point de l'économie où la toxine est déposée, il n'y a jamais de contracture immédiate.
Voici la longueur moyenne de la période d'incubation :
Souris blanche 8 à 12 heures
Cobaye 43 à 18 —
Lapin 18 à 36 —
Chieu oGâ 48 — '
Homme (cas de Nicolas) 4 jours
Poule. 4à9 —
Ane 4 —
Cheval 5 —
Grenouille 4à6 —
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Pendant cette périocLe d'iucubation, la méthode graphique ne décèle aucun trouble de la circulation ou de la respiration, chez le chien (J. Couhmont et Doyon). C. Brunner (1898) a noté une augmentation de l'activité des échanges gazeux. D'Arson- VAL et CiiARRiN ont vu de petites oscillations de la température, au calorimètre, à partir de la quatrième heure de l'incubation. C'est l'indice des actes chimiques qui occupent cette période.
F. Influence de la TKMPÊRATrRE ambiante. — Voy. plus haut (p. 598), les expériences de J. Courmont et Doyon sur la grenouille chauffée.
, G,' Sort de la toxine dans l'organisme. — On s'attendrait à trouver dans le corps de l'homme ou des animaux tétaniques une quantité de toxine progressivement croissante jusqu'à la mort. Il n'en est rien. La présence du bacille était déjà éphémère dans la plaie ; celle de la toxine Test également, au moins dans l'état où nous sommes habitués à la reconnaître^ Il en est de même chez les animaux injectés expérimentalement.
Pour déceler la présence de la toxine dans un liquide, dans un organe, on inocule ceux-ci à un animal très sensible. la aouris blanche. Lorsqu'un lapin a reçu, par exemple, 2 ou 3 centimètres cubes de toxine, chaque parcelle de son corps devrait tétaniser la souris (1/1000 000 de centimètre cube étant suffisant pour cela), si la toxine était régulièrement diffusée et n'avait pas été transformée.
Pestana (1891) étudiant le sort de la toxine, chez le cobaye^ pensait qu'elle était retenue par le foie. Contrairement à Bri's- CHBTTrNi (1892), qui avait retrouvé la toxine dans les urines. Kartulis (1893), F. Blumenthal (1890J, Jacob (1897), Knorr (1897) nient cette élimination. J. Courmont et Doyon (1894) n'ont pas vu la toxine s'éliminer chez le chien tétanique.
A. Marie (1897) a recherché, d'heure en heure, le sort de la toxine, chczle lapin, injecté avec 10 centimètres cubes de toxine dans le sang. Le sang du lapin ne tétanise plus la souris à partir de la dix-septième heure, les contractures ne devant apparaître
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que vers la (juarante-huitième heure. A la dix-seplièmc heure, on saigne le lapin, on émulsionne tous ses organes ; aucune émulsion ne tétanise la souris. La toxine ne s'est pas éliminée, pourtant elle a disparu. F. Blumenthal (1898) a montré que la toxine disparaît bien moins vite chez le cobaye. Il ne faut pas généraliser les conclusions.
Ransom (1898) retrouve la toxine dans les organes du pigeon, sauf dans le système nerveux central. Taubkr (1898) ne la retrouve pas chez l'homme. Metchnikoff (1897) a vu que la toxine se conserve longtemps chez les animaux à sang froid et finit par s'éliminer sans faire d'antitoxine (sauf chez les caïmans dont le sérum devient antitoxique).
J. CouRMOXT et DoYON (1898) ont étudié la grenouille à ce point de vue. La toxine est plus abondante d«ins le sang que dans les organes ; elle disparaît plus vite chez la grenouille chauffée ; elle disparaît d'autant plus lentement de la grenouille froide que la dose injectée est plus forte ; elle existe toujours dans le sang au moment où éclatent les contractures, mais disparaît toujours avant la mort ; elle n'existe, à aucune période, dans le système nerveux, si la dose est suffisamment faible.
Chez la poule injectée avec une dose non efficace, la toxine se conserve longtemps (Vaillahd) ; elle disparaît sans s'éliminer (AsAKAWA). Chez le chien la toxine peut exister dans le sang, à la période des contractures (J. Gourmont et Dovon).
On ne peut tirer de tous ces faits que trois conclusions : 1^ la toxine peut avoir disparu de l'organisme de certains animaux avant l'apparition des contractures; 2^ la toxine peut se conserver longtemps intacte chez des animaux réfraçtaires ou peu sensibles; 3^ lorsque la toxine disparaît, ce n'est pas par élimination, mais par transformation.
La diffusion de la toxine est très rapide ; injectée sous la queue du rat, elle produit le tétanos, même si on ampute la queue au bout de trois quarts d'heure.
Sa fixation doit aussi être très rapide. On injecte une seule dose mortelle de toxine dans le sang du lapin ; on le saigne au bout de dix heures, on retire une quantité de toxine supérieure
à la moitié de celle injectée; on triinsfuse du sang neuf; le lapin devient cependant tétanique, et meurt, n'ayant conservé qu'une dose non mortelle.
H, Neutralisation de la toxine par la substance nerveuse. — Wassermann et Takaki (1898) ont découvert que si on mélange, in vitro, dix doses mortelles de toxine avec 1 centi- * mètre cube d'une émulsion de cerveau de cobaye (1 cerveau dans 10 centimètres cubes d'eau salée), le mélange, inoculé, ne donne pas le tétanos. Le retentissement de cette expérience fut immense et exagéré. On crut avoir trouvé la raison d'être : 1° de la période fatale d'incubation, 2^ de la disparition de la toxine dans l'organisme. La toxine, fixée sur les centres nerveux et retenue par les cellules nerveuses, ne pourrait plus diffuser; ainsi s'expliquaient les inoculations négatives de substance nerveuse des tétaniques. Wassermann et Takaki crurent, à tort, avoir trouvé une méthode curative et préventive (injection de substance nerveuse). Les cerveaux d'homme, de lapin, de cheval, jouissent des mômes propriétés.
Tout se borne à une action de contact in vitro ; il faut que les substances soient bien broyées et mélangées ; c'est une expérience absolument artificielle. L'inoculation de toxine et d'émulsion de cerveau, en deux points différents du corps, est toujours suivie de tétanos.
Metchnikokf (1898) a montré qu'il n'y a aucun rapport entre la sensibilité d'un animal au tétanos cl l'aptitude de son cerveau à fixer la toxine ; bien plus, le cerveau du cobaye tétanique peut encore neutraliser la toxine. J. Courmont et Dovon (1898) ont ruiné complètement la portée de l'expérience de Wassermann et Takaki, en montrant que les centres nerveux de la grenouille chauffée (sensible) ou non (réfractai re) étaient, dans les deux cas, incapables de neutraliser la toxine in vitro. L'expérience qui réussit avec le cobaye, ne réussit pas avec la grenouille chauffée. Elle n'a donc aucun rapport avec la pathogénie du tétanos. D'ailleurs, la névrine, le chlorhydrate de bétaïue neutralisent la toxine (Roger et JosuÊ).
I. LÉSIONS nerveuses chez les tétaniques. — On ne trouve
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aucune lésion notable chez Tiiomme et les animaux ayant succombé au tétanos. Cependant, on a cru, il y a quelques années, avoir découvert une lésion spéci figue des centres nerveux, qui aurait expliqué la période d'incubation, par le temps nécessaire à sa production. Marinksco (1896) a prétendu que la méthode de Nissl décelait des lésions caractéristique^ du téta- *nos : hémorragies diffuses, chromatolyse des cellules nerveuses. J. Coi'RMoxT, DovoN et pAVioT (1897; 1898) ont fait justice de ces soi-disant lésions spécifiques. Il n'existe pas de lésions pouvant être considérées comme l'origine des contractures ; la conlrnctUTc nest pas fonction d'une Icaion des cellules nerveuseii médullaires appréciable par les méthodes actuelles. Ces lésions existent chez le cobaye, mais n'ont pas la même topographie que les contractures ; elles n'existent pas chez le chien tétanique. En somme, ces lésions sont banales, elles se rencontrent dans une foule d'intoxications ; elles peuvent exister sans tétanos, et le tétanos sans elles. Nos conclusions ont été confirmées par tous : GoLDSGHRKiDKR et Flatai' (1898), F. Blumexthal (1898). Nagkottk et Ettmngkr (1898), Donetti (1898), Pechoi'tre (1898), De Buck et De Moor (1899), Joukowski (1900), etc.
Une autre lésion, également non spécifique, est la phagocytose des cellules nerveuses par des cellules migralrices, dans les cas subaigus de V homme, du cobaye (J(U'kowski), aigus du cheval (J. COURMONT. DOYON Ct PaVIOT).
J. SrnSTANCKH immédiatement STUVCHNISANTES DANS l'oRGANISMK
r>Es TÉTANiorfis. — L'extrait aciueux des muscles tétaniques injecté à la grenouille est parfois immédiatement strychnisant (J. Coi'HMONT et Doyon). Ce fait a été confirmé par IUsghke et OEhuei. (1893), par F. Blumexthal (1897), par Taurer (1898) ; par contre, C. Brunxer, Oi'chinsky, A. Marie, G. Brunxer ont échoué. En réalité, l'existence d'une substance immédiatement strychnisanle dans le sang et les muscles tétaniques est inconstante, et nous ne connaissons pas le déterminisme de son apparition. Les urines du chien tétanique sont bypertoxiques et convulsivantes avant l'apparition des contractures (J. Cui'RMONT et Doyox).
K. Localisation des effets du poison tétaniuik sur l'appareil NEiRo-MirscuLAiRE. — Sur quel point de Tare seusitivomoteur agit le poison tétanique? J. Gourmont et Doyon (1892) ont conclu, de nombreuses expériences physiologiques, que n le poison tétanique ne modifie pas l'excitabilité des nerfs moteurs. Il agit comme s'il s'adressait au système sensitif. » Ce serait un poison soisitif.
Telles sont les propriétés qui font du poison tétanique une toxine si particulière et si curieuse à étudier.
E) Toxines
NiGOLAÏEu avait déjà supposé que le bacille qu'il venait de découvrir agissait par ses toxines. C'est Knid Faher qui isola la toxine tétanique, en 1890. Son expérience est classique : on filtre une culture de B. tétanique et le produit de filtration, injecté, à doses infinitésimales, à l'animal, reproduit tous les symptômes du tétanos mortel, sans l'aide d'aucun élément figuré. Knitd Faber crut qu'un chauffage de cinq minutes à +65^ détruisait la toxine et admH sa nature albuminoïde. TizzoNi et Cattani (1890), Vaillard et Vincent (1891) etc., confirment celte découverte.
La préparation de la toxine est simple. On ensemence un grand flacon (fig. 300) de bouillon de bœuf additionné de 1 p. 100 de gélaline avec uncî culture pure de ij. de Nicolaicr. On fait le vide (voy. Première partie, chap. VI}, on met à l'étuve. Au bout de vingt jours, on retire de l'étuve. on laisse à la température du laboratoire en agitant cha(|ae jour. On fil Ire sur bougie Chamberland F, et on recueille dans un flacon, stérilisé avec une couche de 1 centimètre cube d'huile de vaseline, qui surnagera sur le liquide et le préservera de l'air (fig. 301). (llette conserve est mise à l'abri de la chaleur et de la lumière.
On peut aussi utiliser les récipients que j'ai décrits (p. 201, fig. 133 et 13t), mais ils sont très fragiles.
On augmente beaucoup la toxicité des cultures en bouillon
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CQ cultivant le bacille deux ou trois fois de suite dans de la culture filtrée. On filtre et on réensemence ; le bacille pousse bien.
Debrand (1902) a utilisé, pour -^ la préparation de la toxine téta-
nique, la propriété, découverte
Fiff. 300. B. tétanique. Culture dans le vide pour préparation de la toxine.
a, (ampou d'ouato. — 6, bouchon de caoutchouc. — c, tampon d'ouate, dans lo tube d'aspiration (|>rul ôtrc supprim(^).
Fig. 301.
Toxine tétanique. Conserve.
<7, lubo d arrivôo (scellé). — 6, tube pour !>»ouflncr. — c, tobo de sortie de la toxine. — rf, toxine. — e, couche d'huile de vaseline.
par J. CoiRMONT et Nicolas, en 1894 (voy. p. 190) de faire végéter un anaérobie mélangé à un aérobie, sans être obligé de faire le vide. Il cultive le B. de A7co/aïer à Tair, en présence du h. sub~ tilis. La toxine obtenue est immunisante et peut être employée pour la préparation du sérum On conserve cette semence mixte en mettant en tubes scellés une culture de 6 jours chauffée deux minutes à + 100*>.
La toxine est parfois conservée à l'état sec ; elle est alors comptée par milligrammes ou fractions de milligramme. On la dessèche dans le vide, dans de larges vases, à +30°. Aussitôt l'évaporation terminée, le résidu est pulvérisé et conservé dans
un récipient où le vide est maintenu et placé à l'abri de la chaleur et de la lumière. On refait le vide après chaque prise.
Je préfère conserver la toxine à l'état liquide. Elle s'atténue très lentement, sous l'huile. Au bout d'un an, elle a perdu, au plus, un quart de sa puissance. Je ne comprends pas les auteurs qui déclarent ne pouvoir conserver une toxine liquide active.
L'action pathogène de cette toxine (contractures après incubation) a été étudiée (p. 596). En général, la toxine tétanique liquide tue le cobaye à i /500 de centimètre cube ; certaines cultures filtrées (préparées cependant de façon en apparence identique) sont bien plus actives et tuent le cobaye à 1/10 000 centimètre cube.
La toxicité de la culture du B. de Nicolater est un des exemples les plus saisissants de la puissance des produits solubles microbiens. Il y a bien peu de substance réellement active dans 4 centimètre cube de culture filtrée ; ce centimètre cube peut cependant tétaniser 1000000 de souris ou 10000 cobayes.
La substance active, tétanisante des cultures filtrées du B. de Nicolaïer est une toxalbumine qu'il faut rapprocher de la toxine diphtérique, des venins, etc. (voy. p. 341). Elle est atténuée par la chaleur, Toxygène.
Il faut un chauffage de 80^ pendant 30 minutes pour la rendre inoffensive. Sèche (précipitée parle sulfate d'ammoniaque) elle supporte (comme les diastases, Hufner, Salkowski) des températures bien supérieures. 135" pendant 20 minutes ne l'altèrent pas ; il faut 154^ pendant 15 minutes pour l'atténuer légèrement et 159^ pour l'atténuer sérieusement, sans toutefois la détruire. Elle est donc, à l'état sec, plus résistante que les spores qui sont tuées en 20 minutes à + 155" (Morax et A. Marie; 1902).
Elle est précipitable par l'alccol (10 à 15 volumes maintenus vingt^uatre heures en contact), ne dialyse pas, adhère à certains précipités (phosphate de chaux ou d'alumine). Elle liquéfie la gélatine. Tous ces caractères sont ceux des toxines albuminoïdes, voisines des diastases.
Certains auteurs (OrcHixsKYjVoy.p. 343) ont aflîrmé avoir produit la toxine tétanique en cultivant le bacille dans un milieu non albumineux. Fermi etPERNOssi (1894) le nient avec raison.
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>'ous signalons pour mémoire les premières recherches de Brieger (1886) qui avait cru, à tort, isoler des alcaloïdes strychnisants des produits tétaniques {tétanincy tctanotoxinc ^ spasmo toxine).
La toxine tétanique jouit de propriétés chiraiotaxiques négatives énergiques.
F) Immunisation
La culture filtrée, dont nous venons d'étudier les propriétés toxiques, est également immunisante.
Knud Faber avait échoué. Behrisg et Kitasato (1890) ont vacciné des lapins, en leur inoculant des cultures complètes avec du trichlorure d'iode. Cette méthode, peu pratique (60 p. 100 des lapins succombaient), a cependant sulïi à la décour verte des sérums anti toxiques. Vaillaru (1891) montre qu'il vaut mieux utiliser la culture filtrée, en injectant d'abord des doses massives de toxine chauffée à -\- 60<*, + 55*^, + 50»^, puis des doses progressives de toxine active. Roux, Vaillard fl892) remplacent le chauffage par l'addition d'iode. De l'eau iodée à 1/500, mélangée à son volume de toxine, neutralise celle-ci pour le cobaye. Briegkr, Kitasato et Wassermanx (1892) vaccinent avec des cultures complètes mélangées à de l'extrait de thymus. Vaillard a pu immuniser le lapin en lui inoculant à plusieurs reprises des spores privées de toxine et additionnées d'acide lacti«iue (le sérum du lapin ne devient pas antîtoxique).
On peut immuniser tous les animaux. On opère surtout sur le c/teya/pour la production du sérumantitétaniquc (voy. p. 848). On choisit un cheval assez jeune, sain (on le mallcine, voy. p. ">4I), de caractère facile. On fait les injections sous la,,peau du flanc ou de J'encolure, avec toute l'asepsie désirable. On commence par des doses faibles (1/10, 1/6 de centimètre cube) de toxine, mélangées avec quelques gouttes de solution iodée. Ou prend, matin et soir, la température de l'animal. Les premières injections produisent une légère réaction locale et fébrile. On recommence au bout de cinq ou six jours, en augmentant légèrement la dose de toxine et en diminuant celle
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de solution iodée. Au bout de trois ou quatre injections, on supprime définitivement l'iode. On augmente, chaque fois (être très prudent), la dose de toxine. Il ne doit se produire aucune contracture. On arrive ainsi à pouvoir injecter au cheval, en une seule séance, 250 centimètres cubes, et plus, de toxine sans aucune réaction. Il faut pai*fois douze ou quinze mois pour arriver à ce ré.sultat; cela dépend des chevaux. L'immunisation est acquise, mais il faut la continuer encore pour avoir le maximum du pouvoir antitoxique du sérum (voy. p. 841). L'immunisation ne doit jamais être cessée, sous peine de voir Tétat vaccinal disparaître assez rapidement. On continuera donc d'injecter le cheval, au moins tous les mois, avec 250 à 400 centimètres cubes de toxine.
G) Diagnostic bactériologique
Le diagnostic bactériologique du tétanos est, en général, inutile, le diagnostic clinique étant facile. Le premier est d'ailleurs souvent presque impossible. La culture, Tinoculalion du pus de la plaie peuvent très bien ne plus contenir de bacilles, au moment de l'apparition des contractures (voy. p. 5P4). On inoculera le pus ou les produits suspects sous la peau de la souris ou du cobaye. On fera des préparations directes avec le pus, et on les colorera par leGram, pour chercher les formes en épingle.
Le SérO'diagnostic est impossible (voy. agglutination^ p. 593).
H) Sérothérapie
Il n'existe pas de traitement efficace du tétanos confirmé. Le traitement de Baccelli (injections sous-cutanées d'à. phénique) a échoué contre le tétanos expérimental entre les mains de J. Courmont et Doyon, Josias, Guillermin.
Le seul traitement est le traitement préventif par les injections de sérum antitétanique.
En 1890, Behring et Kitasato avaient annoncé que le sérum des animaux immunisés était préventif et curateur, c'est-à-dire
PRÉCIS DE BACTÉRIOLOGIE, â« édit. 39
610 LE BACILLE TETANIQUE
qu'il prévenait le tétanos, injecté avant la toxine, et qu'il guérissait les souris déjà en proie aux contractures. Tizzoni et Gattani (1891), Vaillard confirment la propriété antitoxique, préventive du sérum, mais ne peuvent guérir le tétanos confirmé. Vaillabd (1892) montre que le sérum est antUoxique mais non bactéricide ; le B. végète et sécrète sa toxine dans le sérum des animaux réfractaires. Houx et Vauxard (1893) reprennent la question. Ils voient que le sérum est plus actif mélangé in vilro qu'injecté préventivement; 15 000 doses mortelles de toxine mélangées in vitro à un volume égal de sérum sont neutralisées, tandis que la même quantité de sérum, iiijectée préventivement, ne préservait pas le cobaye contre 15 000 doses de toxine. L'immunisation est acquise immédiatement, mais ne dure que quelques jours. Le sérum esi préventif et nest pas curateur; injecté avant la toxine ou dans les premières heures suivantes il préserve; injecté à la fin de la période d'incubation ou après les premières contractures, il est sans action. Ces conclusions sont classiques.
Le sérum antitétanique a servi à toutes les expériences sur les antitoxines, la mesure de l'activité des sérums. etc., que nous ne pouvons relater ici (voy. p. 819).
Voyez page 849, son mode d'emploi.
CHAPITRE IX
LE BACILLE DIPFITÉRÏQUE
LKS ANGINKS A FAUSSES MEMBRANES LE BACILLE PSEUDO-DIPHTÉRIQUE
Le B. diphtérique a été vu par Klebs (4883), et cultivé par LôFFLER (1884) {B. de Lof fier). Mais, l'incertitude sur son rùle spécifique dans la diphtérie a régné jusqu'aux travaux de Houx et Yersin (1888).
C'est un des microbes pathogènes les plus intéressants à bien connaître, tant en raison de l'importance de la diphtérie qu'en raison des nombreuses publications concernant la toxine diphtérique et le sérum anti-diphtérique.
A) Isolement, Cultures
1<> Isolement. —On cultive le produit suspect sur sérum gélifié (voy. plus loin p. 634) et on ensemence rapidement (1 6« à 20^ heure) les premières colonies, avant l'envahissement du tube par les impurelôs. On recommence deux et ti'ois fois s'il le faut.
2^ Caractères généraux des cultures. — Surtout aérobic ; se développe plus rapidement en présence d'un courant d'air : donne cependant des cultures (grêles et éphémères) à l'abri de l'air. Végète de + SO^» à + 42« T. optima = 35« à S?*^. Il faut réensemencer fréquemment (tous les huit jours) les cultures liquides pour les conserver avec une virulence fixe, bien que leur vitalité et un certain degré de virulence se conservent plusieurs mois.
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3*) Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. — C'est le milieu de choix. On emploie du sérum de bœuf, de cheval, de mouton. L'addition d'un peu de peptone rend les cultures plus abondantes, mais n'est pas indispensable. Le développement est très rapide. Avec V ensemencement en surface, les colonies apparaissent dès la seizième ou la dix-huitième heure. Ce sont de petits points grisâtres, plus opaques et plus épais au centre, prenant bientôt le volume d'une tête d'épingle (fig. 308). On a comparé leur aspect à celui de taches de bougie. En vieillissant, elles jaunissent^ s'agrandissent jusqu'à 5 millimètres de diamètre, mais restent régulières. V ensemencement en stries donne une bande grisâtre à bords irrégulièrement découpés.
B. Gélose. — Développement plus lent. Colonies plus blanches et plus étalées.
C. Gélatine. — Petites colonies grêles, blanches, ponctiformes. Pas de liquéfaction. Développement très lent.
D. Pomme de terre. — Rien d'apparent.
E. Blanc d'oeuf. — Petites colonies convexe^, moins blanches que le fond (Sakaroff).
4^ Cultui*es en milieux liquides. — A. Bouillon. — Od emploie de préférence le bouillon de veau peptonisé.
Dés la douzième heure, apparaissent à la surface, le long des parois du vase, des petits flocons grumeleux, qui se réunissent bientôt en un voile qui recouvre toute la surface. Une partie du voile finit par tomber au fond. Le bouillon reste à peu près limpide.
L'aération de la surface (voy . p. 823) rend la culture plus rapide et plus abondante.
Le bouillon devient très rapidement acide, grâce à la fermentation du sucre de la viande (voy. p. 90). Cette acidité gêne le développement du bouillon et la formation de la toxine. Elle fait place, au bout de quelques jours, t\ une réaction alcaline qui s'accompagne d'un précipité de phosphate ammoniaco-magnésien. La réaction acide est plus forte et persiste dans les mi-
lieux glycérines et dans le vide ; aussi le bacille y périt-il rapidement.
Nicolas est arrivé ù. faire pousser le B. de Lof fier dans le bouillon sous forme de trouble homogène, en agitant journellement les ballons (voy. Agglutination, p. 617).
B. Bouillons Martin (voy. p. 90), Massol (voy. p. 91), Spronxk (voy. p. 91). — Ce sont des milieux non sucrés où le B. de Lof fier végète abondamment, sécrète une toxine très active et se conserve très virulent (pas de production diacides) .
C. Lait. — Culture abondante. Pas de coagulation (Schotte- Lius).
B) Coloration, (.aractkres microscopiques
1*^ Coloration. — Se colore facilement par toutes les couleurs basiques d'aniline. Garde le Grain (ne pas trop décolorer). On emploie habituellement le bleu de Roux (p. 267) ou le bleu alcalin de Loffler, pour colorer les frottis.
Nkisskr (1897) a attiré l'attention sur W
les condensations protoplasmiques polaires qui se colorent eu bleu tandis que le corps du bacille reste brun (fig. 302), si on traite ' w
une colonie de vingt heures sur sérum par : " *
1^ une solution hydro- alcoolique de bleu Fig- 30i.
de méthylène acide (2"), 2° une solution fi- diphtérique. aqueuse foncée à 3 p. 100 de brun de Bis- ^^^!^^^ de la réacmarck (4 ). L est la reaction de Neisser ou (Lesieih). de Ernst-Neisser, Voy. B. pseudo-diphtérique ^^ ,^^^ij^„ ^^.^^^j^^ p. 627. On peut varier les colorants. ' ^rc'-nciionposiu^p.
Falikres (1902), remplace le sérum (comme milieu) parle blanc d'œuf coagulé et substitue au bleu acétique, le bleu suivant :
Bleu de méthyle 2
Eau 100
Borate de soude 0,50
Alcool : Vin gouttes.
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2° Forme. — Bacille de dimensions très variables. On distingue :
1° les B. courts (2,5 jx sur 0,6 fi), presque coccifomcs, souvent
Fig. 303.
D. diphtérique court.
Culture de 2^ heures sur sérum.
(ir. = 1 iîoo I).
groupés par deux suivant leur longueur, parfois accolés en groupes parallèlement à leur grand axe (fig. 303).
2*' Les B. longs (4 à 5 fi sur 0,7 fi), qui sont les plus fréquents, les plus caractéristiques, les plus actifs. Les extrémités sont arrondies, un peu plus larges que le rentre (bacilles en semelles). Les B. longs sont fréciuemmcnt accolés, càie à côte, en palissades, d'autres fois enchevêtrés en paquets broussailleux (fig. 304). On en rencontre qui sont recourbés avec une seule extrémité renflée [bacilles en cornichons). D'autres sont soudés deux par deux en V.
3^^ Les B. moyens (3 à 4 \j.) se rapprochant davantage des B. longs que des courts.
CARACTÈnES Ml CUOSCOPIQUES
Nous verrons que toutes ces formes appartiennent bien au B. de Lôf/ler. C'est à tort qu'on a voulu créer une espèce spéciale pour les B. courts. Ils sont moins actifs, se rencontrent dans des
Fi-. 304.
B. diphtérique long.
Culture de 24 heures sur sérum.
angines plus légères, mais ce sont de vrais bacilles diphtériques (voy. p. 629, la discussion sur le bacille pseudo-diphtérique). Il est impossible de les distinguer par l'aspect macroscopique des cultures.
Dans les vieilles cultures existent des fermes d'involution (en poires, en massues, en haltères, etc.), avec espaces vacuolaires, prenant très mal la couleur.
Le voile des cultures en bouillon est un véritable feutrage de bacilles.
Certains auteurs (Babks, Klein, Kanthack, Concktti, Mever- HOFF, etc.), ont signalé des formes myccliennes, actinomycosiques, ramiOées, dans les cultures sui' blanc d'œuf cuit. On a
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tendance actuellement à rapprocher le Bacille de Loffler des slreptothrix.
3^* Mobilité. — Immobile.
4** Spores. — Pas de spores.
C) Caractères biologiques
1° Habitat. — Hors de l'homme et de l'animal, il peut se rencontrer dans les poussières des salles d'hôpital, sur les vêtements des infirmiers, les livres des écoliers ajant eu la diphtérie, etc.
2^ Vitalité. — Les cultures restent vivantes pendant plusieurs mois. Elles sont très sensibles à la chaleur; une culture en bouillon est tuée par un chauffage de quelques minutes à + î>8^
Les B. desséchés peuvent résister quelques minutes à + 05°.
Une fausse membrane desséchée peut donner des cultures, après une heure à + 95*^. KHo est virulente pendant cinq à six mois, si on la conserve à l'abri de la lumière (Roux et Yersin) ; elle est stérile en un mois et demi si elle est exposée ù l'air et au soleil.
Les antiseptiques sont très efficaces si on les mélange aux cultures ; l'acide phénique à 1 p. 100 stérilise immédiatement celles-ci. Ils le sont moins sur des bacilles desséchés sur des fils ; encore moins sur des fausses membranes.
30 Virulence. —Elle est excessivement variable. Ce n'est pas un caractère très stable du bacille. Elle peut être artificiellement atténuée et exaltée. Elle peut arriver à manquer totalement (Voy. B. pseudo-diphtérique: p. 6*26). Elle n'est pas, en tous cas, toujours en rapports avec la gravité de la diphtérie d'où provient le bacille. Tous les moyens d'atténuation connus peuvent être appliqués au B. de Lôf/ler ; on peut ainsi obtenir des variétés définitivement privées de virulence. Roux et Yersin ont rendu la virulence à des 13. atténués en inoculant au cobaye ceux-ci mélangés de Streptocoques très virulents.
4<» Agglutination. — Nicolas (1895-1900), ayant obtenu des cultures homogènes de B. de Lof fier par agitation, a vu que le sérum antidiphtérique les agglutinait à 1/10. Nicolle, Lands- TEiNER ne peuvent répéter ces expériences, qui sont, par contre, confirmées par Martini, Spronck, Bruno (1898), Fr.^nkel, LuBowsKi (1900). Nicolas, ayant repris la question, a constaté que Tagglutinabilité n'est ni égale ni constante pour tous les bacilles diphtériques ; un B., primitivement non agglutinable, peut le devenir après un certain nombre de générations artificielles. Celte inconstance de l'agglutinabilité rend difficile l'emploi du procédé pour la diagnose de l'espèce (Voy. B. pseudodiphtérique, p. 629).
Nicolas a établi que le sérum des malades atteints de diphtérie ou des animaux intoxiqués n'était pas agglutinant, à moins qu'ils aient reçu du sénim antidiphtérique. 11 n*y a donc pas de Sérodiagnostic de la diphtérie.
D) Action pathogène
1" Action naturelle. — Le B. de Loffler est l'agent de la diphtérie in fausses membranes de Vhomme (angines, laryngites, diphtéries nasale, cutanée, etc.) ; il peut aussi occasionner des angines, des coryza sans fausses membranes. Par contre, d'autres microbes peuvent faires des fausses membranes. Il y a donc des diphicries sam fausses membranes et des fausses membranes sans diphtérie.
H se conserve longtemps dans la gorge et le nez de certains convalescents de diphtérie ; il peut exister aussi chez des personnes saines approchant les diphtériques.
Les bovidés sont sujets à la diphtérie ; les vaches laitières ont parfois au pis des ulcères à B. de Loffler (Klein). La diphtérie des veaux est différente, elle est duc â un strcptothrix [S. cuniculî) .
Les oiseai^r (poules, faisans, etc.), peuvent aussi contracter la vraie diphtérie à B. de Loffler (Ferré), et, par conséquent, contagionner l'homme.
La véritable diphtérie aviaire est une maladie propre aux
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oiseaux. Elle est due k un cocxo-bacille; c'est une pasleurellose (voy. p. 12). Ce rocco-bacille (LOkfleh, Piana etGALLi-VALEum, (iuÉHix, etc.), ne prend pas le (iram, il est surtout pathogène pour \g pigeon ; exalte, il tue le cobaye par septicémie. Gi'êhin a vacciné le pigeon, le cheval, et obtenu un sérum préventif. Un bacille isolé par Loir et Dicloux sur les volailles tunisieanes serait différent (petits bâtonnets mobiles).
(^c qu'il faut retenir, c'est que la diphtérie aviaire classique n'est pas due au B. de Uiffler. Les oiseaux sont cependant susceptibles de contracter la diphtérie humaine.
Le U. de Lôffler reste cantonné dans la fausse membrane où il fabrique la t4)xine, qui produit les symptômes généraux de la maladie. U se comporte donc comme le B, tétanique. Cependant, cette localisation est moins rigoureuse que pour ce dernier ; dans quelques cas graves, le B. de Lôffler passe dans le sang {Babès, Sproxck, Paltaup, etc.) ; on l'a aussi retrouvé dans des foyers de broncho-pneumonie compliquant la diphtérie (Lôffler). 11 s'agit probablement de cas où il a passé dans le sang à la faveur d'associations microbiennes.
L'importance des associations microbiennes est capitale (Roux et Yersin). La fausse membrane contient toujoure des microbes vulgaires, mais ceux-ci peuvent ne jouer aucun rùle. Dans d'autres cas, au contraire, la diphtérie est véritablement une infection mixte [Streptocoque pyogène, Staphylocoque pyo~ gène, Cocci divers, B. coli, Pneumocoque, etc.). L'association la plus redoutable est celle du Streptocoque ; ce pyogène est véritablement la cause de la malignité de la plupart des diphtérics graves; il se répand dans le sang et ainsi cause une véritable septicémie concurremment avec l'intoxication diphtérique. On conçoit que le .sérum antidiphtérique ne puisse rien contre une [)areille association. Le diagnostic de cette forme est donc d'importance caïutale pour établir le pronostic de la diphtérie (voy. p. 636). Le Staphylocoque constitue également une association grave. Les autres le sont moins ou pas du tout.
On a institué quelques expériences pour élucider cette question des associations microbiennes. Métix a montré la gravité de Tinoculation au cobaye des mélanges de B. de Lôffler et de
Streptocoques ou Staphylocoques ; le B. passe dans le sang. Blasi et Krsso-TRAVALLi ont vu que l'association du li. coli augmente la toxicité des cultures du ii. ik Lôf/ler,
Pour avoir des coupes de fausses membranes : durcir à l'alcool, inclure dans la parafûne, couper perpendiculairement, colorer auGram. On constate trois couches : l'^a couche sous-jacente au derme, formée de mailles fihrineuses englobant des leucocytes et des cellules épithéliales, 2" la couche moyenne fibrineuse, granuleuse, 3" la couche superficielle où se trouvent tous les microbes, mais recouverte d'un mince feuillet fibrineux. Les B, de Lôf/lcr y ^ont (formes non associées) ù. l'état de pm*eté.
2" Action expérimentale. — A. (Iouayk. — Cest V animal de c/ioic,
a. Inoculation souS'CUlance. — Une culture de moyenne intensité (inoculer des cultures de vingt-quatre heures ou quarante-huit heures) tue le cobaye de 500 grammes à 1 centimètre cube ; une culture très active le tue à un vingtième de centimètre cube. Si l'animal survit, il se produit simplement une escarre qui s'élimine. S'il meurt (vingt-quatre heures d cinq jours), on constate de l'œdème local, puis des symptômes généraux : dyspnée, etc.
A l'autopsie : congestion intense des viscères, surtout des capsules surrénales, pleurésie double abondante (jusqu'à 20 centimètres cubes), parfois hémorragique. Cette pleurésie esta lymphocytes (W'iDAh et Havaitt, J. Couhmoxt et F. Arloixo, 1001).
Le bacille reste cantonné dans le point inoculé, il ne |»assc jamais dans le sang ou dans les viscères. 11 disparait même rapidement de l'œdème local; très abondant jusqu'à la huitième heure, il diminue progressivement, et est très rare à l'autopsio. Los inoculations en série échouent très vile (comme pouV le tctano'.i) pour celle raison.
b. Inoculation intra-péritonéale. — Mort plus lente. Mêmes lésions, avec, en plus, de l'ascite contenant seule le bacille.
c. Inoculation intra-trachéale. — On fait la trachéotomie, on excorie la muqueuse trachéale, on y dépose un pou de culture. Véritable croup à fausses membranes. Mort ra[ddo. La muïiuense saine est rêfraclaire.
620 LE BACILLE DIPHTÉRIQUE
d. Inoculation sur les muqueuses. — Les muqueuses saines résistent; excoriées, elles se recouvrent de fausses membranes.
B. Lapin. — Moins sensible que le cobaye.
a. Inoculation sous-cutanée. — L'inoculation de trois c. c. de culture virulente tue en cinq jours. Œdème local. Congestion généralisée avec piqueté hémorragique. Foie graisseux. Pleurésies rares.
b. Inoculation intra-péritoneale. — Il faut de fortes doses. Mêmes symptômes.
c. Inoculation trachéale, sur les muqueuses. — Réussit encore mieux que chez le cobaye. C'est l'expérience type pour reproduire les fausses membranes.
d. Inoculation cutanée. — Vésicatoire sur la face interne de rorcille. Inoculation en préservant l'oreille de la dessiccation (sac de caoutchouc). Belles Fausses membranes (Roux et Yersin'.
c. Inoculation intraveineuse. — Mort rapide. Néphrite aiguë. Le B. disparaît rapidement du sang. Mêmes lésions intestinales que chez le chien, si la dose inoculée est forte.
C. Chien. — Beaucoup plus sensible que le lapin. ^inoculation sous-cutanée, tue en trois ou quatre jours.
OKdéme local. Ictère. Paralysie progressive. Sang stérile. L'inoculation daiis la trachée ne produit pas de fausses membranes. Voy. la toxine (p. 623) pour les résultats de Vinoculation intraveineuse qui sont identiques.
D. Chat. — Succombe en six à treize jours. Mêmes lésions.
E. Vache. — Succombe, inoculée sousda peau. Klein aurait reproduit les ulcérations du pis.
F. EguiDÉs. — Très sensibles (voy. Immunisation, p. 626).
G. OisEATx. — Lapoule, le pigeon succombent en quarante-huit heures à l'inoculation dans le muscle pectoral de \ centimètre cube de culture virulente. Autopsie : œdème gélatineux local, muscle pectoral ocreux, congestion des viscères. Si la guérison survient : paralysies. Vinoculation intra-trachéale donne le croup comme chez le lapin. L(^s petits oiseaux sont encore plus sensibles.
TOXINES C2i
H, Grenouille. — Voy. injection de toxine (p. 024) Mêmes symptômes.
J. Uat et SOURIS. — Réfractaires.
E) Toxines
La toxine diphtérique a été bien étudiée par Roux et Yersin (1888-1890) qui ont définitivement démontré le rôle pathogène du B. de Lôffler en reproduisant, avec la toxine, les paralysies post-diphtériques.
1® Préparation. — Pour préparer la toxine diphtérique on ensemence en bouillon de veau peptonisc, ou mieux en bouillons Martin, Massol ou Spronck (voy. p. 90 et 91), des bacilles virulents (tuant le cobaye de 500 grammes en vingt-quatre heures à un demi-centimètre cube). La virulence n'est cependant pas toujours en rapport avec la fabrication d'une toxine très active ; aussi vaut-il mieux chercher et conserver avec soin une souche d'un bacille expérimenté comme très toxigène (les cultures en bouillon Martin, sorties de Tétuve au bout de huit jours, se conservent longtemps toxiques à l'abri de la lumière). Voyez page 612, l'importance de la composition du milieu. Les cultures seront faites en couches minces dans de larges ballons. Primitivement, on faisait passer un courant d'air, jour et nuit, sur la culture (voy. p. 823, fig. 357) ; on en a reconnu la faible utilité, surtout depuis quon emploie des milieux non sucrés. En réalité, sans prendre aucune précaution, on obtient des toxines suffisamment actives dans des bouillons ordinaires.
Le moment où on doit filtrer la culture est très variable. On recommande d'attendre vingt à trente jourâ. Nous avons souvent obtenu des formes très actives en filtrant le sixième jour. En moyenne : filtrer vers le huitième jour.
2^ Conservation. — La toxine est conservée comme il a été dit plus haut. Il est inutile de la recouvrir d'une couche d'huile, mais il est important de la mettre à l'abri de la lumière. Elle se maintient active pendant plusieurs mois.
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Desséchée dans le vide, elle donné une poudre, soluble dans l'eau, qu'on peut purifier par la dialyse. 1 centimètre cube donne 1 centigrarame de résidu sec ; il faudra donc 08'',0001 de ce dernier pour tuer un cobaye, si la toxine tuait à un centième de oenliniètre cube. Ce dixième de milligramme contient en majorité des substances étrangères ; on voit quelle quantité infinie de substance active suftit à tuer un animal (voy. Toxine tétanique, p. 007).
3^ Action pathogène. — Les effets pathogènes sont à peu près identiques à ceux de l'inoculation de la culture complète. C'est encore un rapprochement avec la toxine tétanique. Toutes les voies sont favorables k l'intoxication, sauf les muqueuses saines (ingestion, etc.).
Il faut toujours essayer une toxine (des cultures faites dans des conditions en apparence identiques ne donnent pas toujours des toxines identiques). On fait cette épreuve sur le cobaye de 500 grammes. La toxine doit le tuer en trente-six heures à un vingtième de centimètre cube au moins.
A. Cobaye. — Mort en vingt heures (1/4 de centimètre cube de toxine active ou plus) à deux ou trois jours (1/40 à 1/200 de centimètre cube) . Mêmes lésions qu'avec la culture ; œdème et escarre locaux, congestion générale, pleurésies, etc. ; la lésion caractéristique est l'hypertrophie, la congestion intense et le ramollissement des capsules surrénales. La survie peut s'accompagner de paralysies, finalement mortelles.
La dissémination et le fractionnement des doses atténuent la gravité de l'infection, contrairement à ce qui a lieu pour la toxine tétanique (J. CouRMoxTct 1)()von).
B. Lapin. — Mêmes symptômes qu'avec les cultures. La mort survient en hypothermie, après une première période d'hyperthermie (J. CorRMONT et Doyon). De fortes doses ne peuvent supprimer la période d'hyperthermie.
Le lapin est l'animal type pour la production des paralysies analogues aux paralysies post-diphtériqiies : il suffit d'injecter une dose suffisamment faible pour que l'animal survive un cer-
loin temps. Il flnit presque toujours par succomber à ces paralysies. Notons, toutefois, que ce n'est pas une qualité spécifique de la toxine diphtérique ; plusieurs autres toxines font des paralysies chez le lapin, mais moins constamment.
Certains auteurs (Rogkr et Baveux, Morax) auraient produit (les fausses membranes avec la toxine.
L'injection de fortes doses dans le sang donne les mêmes lésions intestinales que chez le chien (J. Courmost et Dovon).
C. Chien. — De faibles doses engendrent seulement des paralysies curables. Des doses moyennes (1/4 de centimètre cube) luent en quarante-huit heures avec ictère, hypothermie (jusqu'à 23^) après une période d'hyperthermie de vingt-quatre heures (J. CouRMONT et Dovon). i centimètre cube d'une toxine, ne tuant le cobaye qu'à 1/20 de centimètre cube, peut tuer le chien en quinze à vingt heures ; on remarque déjà de la congestion intense de Tintestin grêle. L'injection de fortes doses (iiO centimètres cubes) engendre des lésions intestinales des plus remarquables (J. Courmont et Doyon *). 11 y a une période d'incubation de trois heures ; puis l'animal devient triste et émet par l'anus des matières jaunâtres, pseudo- membraneuses, noyées dans un enduit gélatineux, teinté de sang. La mort survient subitement vers la cinquième heure. A l'autopsie : congestion généralisée ; lésions intenses de l'intestin grêle : la muqueuse est infiltrée, épaissie, recouverte d'un épais enduit jaunâtre, ocreux, non adhérent, formant des lambeaux tremblotants; au-dessous : la muqueuse est recouverte d'une pellicule nacrée très adhérente ; en somme : entérite membraneuse violente. L'ictère est fréquent. L'histologie (Paviot) montre qu'il s'agit de lésions inflammatoires véritables (véritable membrane organisée non fibrineuse). C'est une entérite formée, loin du point inoculé, non microbienne, témoignant de l'exode de la toxine par l'intestin grêle.
L'injection intraveineuse produit, en quelques heures, une
J. CouniiosT et Doyox, Dcft lé.9iom intestinales dans V intoxication diphtérique expérimentale aiyue. Arch. de physiologie, juillet 1895.
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hépatite nodulaire décrite par J. Cocrmont, Doyon et Paviof (1895) et par J. Teissier et Guinard, qui représente le foie infectieux des auteurs. Cette rapide altération du foie explique Victère si fréquent.
MoLLARD et Regaud (1897) ont étudié les lésions aigués et chroniques du myocarde, chez le chien, le lapin, le cobaye, injectés avec la toxine diphtérique. Us ont également reproduit de Tathérome de l'aorte.
D. Ruminants. — Les chèvres, les vaches sont très sensibles ; le mouton est plus résistant.
E. SoLiPÈDES. — Voy. Immunisation y p. 625.
F. Oiseaux. — Très sensibles.
G. Grenouille. — La grenouille, chauffée à -t- 38^ (voj. p. 304 J. est sensible à la toxine diphtérique (J. Courmont et Doyon). Vers le quarantième jour apparaissent des paralysies généralisées ; la mort survient en deux mois, avec névrites parenchjmateuses périphériques.
H. Rats, souris. — Presque insensibles. La souris résiste à 100 doses mortelles pour le cobaye, inoculées sous la peau. L'inoculation intra-cérébrale (Roux et Borrel) tue le rat, à faible dose, avec des symptômes paralytiques.
En somme : poison vaso-dilatateur (Roux et Yersin), hypothermisant^ s'éliminant en grande partie par l'intestin grêle (J. Courmont et Doyon), produisant à la longue des paralysies (Roux et Yersin).
L'injection intraveineuse produit des effets immédiats, appréciables à la méthode graphique, puis une accalmie, et enûn, au bout de plusieurs heures (incubation) les effets définitifs (EnriuuEz et Hallion, J. Courmont et Doyon, Guinard et Artaud).
4^ Nature. — La nature de la toxine diphtérique a donné lieu à de nombreuses recherches (Roux et Yersin (1888), Brieger et Frienkel (1890), Wassermann et Proskauer (1891), etc.). Nous ne pouvons que répéter ce que nous avons dit pour la toxine
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tétanique ; la substance active est une toxalbumine, voisine des diastases (sensibilité au chauffage à + S8® qui atténue considérablement, et à + iOO*' qui détruit, solubilité dans Teau, précipitation pai; i'acool, adhérence aux précipités, dialyse difficile, etc.). Les fern^ents pepsiqucs détruisent la toxine, la précipitation par l'alcool l'atténue. Les oxydants (eau oxygénée, iode, etc.), l'affaiblissent considérablement.
Les principes toxiques sont multiples dans la toxine diphtérique. Sa composition a été très étudiée par Ehrlich (1898), au point de vue de ses effets biologiques, toute question de composition chimique mise à part. Ehrligh distingue : l^la toxine, telle que nous sommes habitués à la considérer, neutralisée par une certaine quantité de sérum, immunisante, etc. ; 2° les toxoidesy qui existent dans la culture filtrée alors que toute la toxine a disparu par vieillissement ou neutralisation par le sérum ; ce seraient des produits de transformation de la toxine véritable ; ils occasionneraient des symptômes spéciaux habituellement masqués (les animaux inoculés avec des cultures filtrées devenues inactives ou neutralisées par du sérum finissent par succomber) et pourraient immuniser; S» les toxones, qui ne seraient pas des produits de transformation des toxines mais bien fabriquées directement par le bacille, concurremment aux toxines et produiraient, par eifcmple, des paralysies post-diphtérîquès ; ces toxones sont rendues apparentes par la neutralisation de la toxine ; ils peuvent immuniser (voy. p. 338). . GuiNOCHET (1892) aui-ait obtenu une toxine diphtérique active en cultivant le h. de Loffler dans l'urine, exempte de matières albuminoides. D'autres tentatives, dans le même sens ont échoué.
V) Immunisation
On a immunisé des animaux par différents procédés. Llmmunisation des petits animaux de laboratoire est très difficile; ils finissent par se cachectiser et mourir.
!<" Inoculation de cultures vivantes. — Hoffmann est le premier qui ait vacciné des cobayes. Il leur inoculait des cul-
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iures atténuées par le vieillissement, puis des cultures virulentes. Behring a vacciné des cobayes et des moutons en leur inoculant des cultures âgées de trois semaines, atténuées par l'addition de 1/500 de trîchlorure d'iode, puis, successivement, des mélanges de moins en moins riches en iode. Ce procédé échoue sur le lapin.
2^ Inoculation de cultures tuées. — Fr.enkel inoculait à des cobayes des cultures chauffées à + 6o^-70<> pendant une heui*e (10 à 20 centimètres cubes en plusieurs fois). Ils étaient vaccinés au bout d'une quinzaine de jours. Brieger, Wasser- MANN et KiTASATO out Immunlsé le cobaye par des inoculations successives de quelques centimètres cubes de cultures en bouillon de thymus, chauffées quinze minutes à + 70o.
d*' Injection de toxine. — Les méthodes précédentes sont délicates et inconstantes dans leur résultat. Le véritable procédé consiste à injecter des doses progressives de toxine, en atténuant les premières doses par quelques gouttes de solution iodée. Behring avait vacciné des lapins et des cobayes en leur injectant de la sérosité pleurale de cobayes morts d'intoxication diphtérique; c'était déjà l'emploi de la toxine. Roux» Nocard et Martin ont immunisé, avec la toxine, des chevaux) des lapins^ des moutotis, des chèvres, des vaches. C'est leur procédé qui est resté classique.
Voyez à la Sérothérapie, p. 825, l'immunisation type du cheval.
, . ' G) Bacille pseudo-diphtérique
Avant d*aborder le diagnostic bactériologique de la diphtérie, il faut vider la question du B. pscudo'diphtérique. ^^ Hoffmann (1888) a ainsi dénommé un bacille qui se rencontrerait assez fréquemment dans la gorge d'individus sains ou malades (angines rubcoliques, scarlatineuses, etc.), et qui aurait tous les caractères du B. de Lô filer, sauf son pouvoir pathogène; il serait inoffensif. Il n'y aurait pas d'autre moyen de le distinguer que de tenter des inoculations, qui dans son cas, res-
BACILLE PSEUDO-DIPHTÉRIQUE 627
leraient négatives. Lôfklkr avait déjà signalé ces bacilles non virulents, en 1887. On voit le parti tiré de celle découverte pour les adversaires du diagnosUc bactériologique de la diphtérie.
Roux et Yersin (1890) étudient avec détails ce B. pseudodiphtérique.
D'une façon générale, les Allemands considèrent le B. d'Hoffmann comme une espèce différente du B. de Lof fier ^ les Français admettent que c'est un B. diphtérique atténué. JLa question se complique encore des B. diphtériques courts (p. 614) qui sont souvent peu ou pas virulents et que certains rapprochent des B. dlloffmann.
On a alors cherché des méthodes de différenciation rapide des vrais et des pseudo-bacilles.
Neisser (1897) a pensé distinguer le vrai B. de Lôffler du speudO'B. par sa réaction (voy. p. 613). Le B. Lôffler aurait ses pôles bleus (fig. 300), le B. d' Hoffmann so colorerait en brun uniforme (fig. 305)'. EscHEKicHfl890) a proposé de cultiver en milieux lactoses et tournesolés (p. 88) ; le B. de Lôffler rougirait rapidement le bouillon (acides) tandis que le B. d'Hoffmann le laisserait bleu (pas d'acides). Spronck (1896) a cherché à utiliser les propriétés préventives du sérum antidiphtérique. On injecte 1 centimètre cube de sérum sous la peau d'un cobaye de 350 grammes, six heures avant l'inoculation de la culture virulente ; le B. de Lôffler ne produirait pas d'œdème, le B. d* Hoffmann, sans tuer le cobaye, ferait de l'œdème local. Froenkel (1896) a voulu utiliser Tagglutination, etc.
Tous ces procédés ont eu leurs partisans et leurs détracteurs. Ch. Lesieur a repris la question, dans mon Laboratoire*, avec 70 échantillons de B. diphtériques ou pseudo-diphtériques : 40 virulents pour le cobaye, 30 non virulents (ces derniers provenant pour la plupart de nez ou de gorges saines ou d'angines guéries). Tous ces bacilles ont été cultivés et inoculés; leurs toxines ont été étudiées; ils ont élé soumis à. l'épreuve de
* (4H. LKhiKiîR, Les barillcs dits « pseudo'dipfifér'ujues ». Thèse de Lyon, lyOi-l'JOi, Bttillière, Paris.
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Spronck, de Nkisskr, à l'agglutination; des tentatives d'exaltation de leur virulence, de vaccination avec eux contre le B. de Lof fier ont été faites, etc. Voici les résultats obtenus par Lksieuh : 1** La morphologie n*a pas de rapports constants avec la viru-
Fip. 303.
B. pseudo-diphtérique.
Réaction de Neisser négative (Lesieur).
lence. Sur les 40 bacilles virulents, 22 seulement étaient longs ; sur les 30 non virulents, 4 étaient longs; donc, les bacilles courts ou moyens sont souvent virulents, les longs ne le sont pas toujours.
2® La réaction de Neisser n'est pas spécifique. Sur les 40 bacilles virulents, 32 seulement prenaient le Neisser (80 p. iOO) ; sur les 30 non virulents, 8 prenaient le Neisser (20 p. iOO). La réaction de Neisser constitue donc cependant une présomption de virulence.
3*^ l/acidification des bouillons lactoses {épreuve d'Escherich)
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est inconsUinle chez les virulents et peut se montrer chez les non virulents.
4»^ Uépreuic de Spronck ne donne des résultats positifs que dans 35 p. 100 de B, de Lôfflet\ et ne donne des résultats négatifs
B. diphtérique»
Réaction de Neisser positive (Lesieur).
que dans 40 p. iOO des B. d'Hoffmann: elle ne peut non plus servir k la diagnose.
5*^ La virulence du B. de Lof fier n'est pas forcément en rapport avec la gravité de la diphtérie d'où il provient.
0** Les B. d'Hoffmann se rencontrent plus fréquemment dans le nez que dans la gorge, chez les diphtériques ; c'est probablement l'effet du pouvoir bactéricide du mucus nasal.
7^ Sur 120 gorges examinées, 21 contenaient du B. d'Hoffmann (il est vrai dans un milieu contaminé).
H'' L'agglutination n'est pas un procédé de diagnose ; 26 échan-
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tillons sur 70 élaient agglulinablcs : 17 sur 40 vinilenls; 9 snir 30 non vinilenls.
9«* Certains B. non virulents (13 sur 30) ont fabriqué iine toxine active, neutralisablcpar le sérum anti-diphtérique.
10* Certains fi. non virulents font à la longue des paralysies sur le cobaye ;
11° On peut rendre à certains B. non virulents leur pouvoir pathogène par cultures en sac de collodion, dans le péritoine du lapin.
i2^ On peut arriver au même résultat par des réemeinencements fréquents en bouillon.
13° On peut encore arriver au même résultat par Vassociation avec le Staphylocoque pyogène.
14° Les tentatives de vaccination de cobayes avec des B. non virulents contre le B. de Lofflcr ont échoué.
De tous ces faits, Lksieur conclut au démembrement du groupe des B. d Hoffmann. La plus grande partie, presque tous, ne sont que des h. de Lofflcr atténués ; sur 30 bacilles qu'on aurait classés : B. d- Hoffmann, en raison de leur manque de virulence, 18, soit 60 p. 100, ont pu être reconnus comme certainement diphtériques; 6, soit 20 p. 100, l'étaient à peu près .sûrement ; 6, soit 10 p. 100 seulement, étaient certainement des B. sans parenté avec le B. de Lof fier. En somme 80 p. 100 des B. ayant tous les caractères du B. de Lofflcr mais non virulents, dits « pseudo-diphtériques » spnt des B. diphtériques vrais. Les vrais « B. pseudo-diphtériques » sont donc très rares ; ils ont, en plus, souvent, des caractères de culture (bien que prenant le Gram) qui suffirait à les éliminer de suite.
En pratique, Lesieur arrive à formuler ce principe : étant donnés : 1° la rareté des vrais B. pseudo-diphtériques ; 2° la possibilité pour des B. peu ou pas virulents de causer de véritables diphléries ; 3° le défaut de concordance entre les formes longues ou courtes et la virulence : il faut considérer comme diphtériques tous les bacilles végétant en quinze à vingt heures^ à + 37°, sur sérum solidifié et prenant le Gram, Les erreurs seront ainsi réduites au minimum.
Cette conclusion est capitale. Les B. soi-disant « pseudo-
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diphtériques » ne seront plus un obstacle au diagnostic .bactériologique de la diphtérie.
Il) Diagnostic bactériologique des angines A fausses membranes
Les méthodes cliniques sont impuissantes à faire le diagnostic certain de la diphtérie. Il existe des angines et des laryngites h fausses membranes qui simulent la diphtérie au point de ne pouvoir en être distinguées, et qui n'ont aucun rapport avec celte alTection. Par contre, certaines diphtéries bénignes, mais pouvant devenir subitement graves, et capables en tout cas d'être Torigine d'une épidémie meurtrière, n'ont pas les allures classiques de la diphtérie ; il peut même exister des angines diphtériques sans fausses membranes. Enfin, la clinique est totalement incapable de nous donner le moindre renseignement sur l'époque à laquelle le B. de Loffler disparaît de la gorge des diphtériques, c'est-à-dire sur Tépoque k laquelle un diphtérique n*est plus contagieux et ne doit plus être isolé. Tezbnas du Montcel (1894) a attiré l'attention sur le coryza qui persiste souvent (il cas sur 60) après la guérison de la diphtérie et contient du B. de Lôffler virulent pendant deux mois et plus. La clinique ne peut indiquer le moment de cette disparition.
Le diagnostic de la diphtérie ne peut donc se faire que bactériologiquement, par la constatation du B. de Lôffler, Cette constatation est relativement facile; elle est k la portée de tous.
Le B. de Lôffler se trouve dans les fausses membranes, dans une couche sous-jacente k la surface libre. On le verrait très bien dans des coupes de fausses membranes durcies. Lorsqu'il n'y a pas ou qu*il n'y a plus, de fausses membranes, dans l'écoulement nasal par exemple, il existe en abondance dans le mucus, à la surface des muqueuses. Pour prélever la fausse membrane ou le mucus, on procède, comme il a été dit (p. 327), avec un écouvillon ou une spatule de platine. Les fausses membranes sont séchées sur du papier buvard pour être débarrassées du mucus. Si on reçoit des fausses membranes desséchées, on les fait ramollir dans un peu d'eau pure et on opère comme ci-
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dessus. Ces préliminaires terminés, on doit faire deux sortes d'épreuves.
10 Examen microscopique direct. — On frotte la fausse membrane ou l'aiguille de platine chargée d'enduit sur une on plusieurs lamelles. On fixe en passant sur la flamme. On met sur la lame une goutte de bleu ainsi composé (Houx)
Solution aq. à i p. 400 de violet dahlia 1
Solution aq. à i p. i 00 de vert de méihyle ... 3 Eau jusqu'au bleu clair.
et on applique dessus la lamelle préparée. On examine directe* ment, avec un objectif k immersion homogène et Téclairage Abbe. Le bleu de Hoiax se conserve limpide pendant longtemps^ et ne forme pas de précipité. Les B. de Lôffler se colorent, par ce procédé, plus vite et d'une façon plus intense que les autres.
A l'examen, on voit, le plus souvent mélangés à une grande quantité de microbes, d'autres fois presque k l'état de pureté, les B. diphtériques bien colorés et se présentant sous les différentes formes (longues, courtes, moyennes), décrites plus haut (p. 614). Les bacilles longs sont souvent recourbés, renflés aux deux extrémités en forme de double massue ; ils sont groupés en amas de trois ou quatre éléments serrés parallèlement les uns contre les autres.
On fera ensuite une autre préparation par la méthode de Gram-Nicolle (p. 270) ;\e B. de Lôffler prenant bien le Gram, seront éliminés tous les bacilles qui se décoloreront (iig. 307).
L'examen direct est très rapide, il ne demande que quelques minutes. On peut trouver des cas où le B. de IjÔffler existe presque h rétat de pureté et en grande abonbance ; d'autres fois on ne trouvera que quelques petits amas encore caractéristiques. Mais, il peut arriver qu'on observe seulement quelques bacilles isolés, ou qu'on n'en rencontre pas, même avec des fausses membranes diphtériques, puisqu'ils ne sont pas régulièrement disséminés dans toute la fausse membrane. On pourra donc affirmer la diphtérie par V examen direct, on ne devra jamais la nier lors-
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qu'on ne trouvera pas de bacilles. 11 faudra alors passer à la seconde méthode, la plus sûre.
Voyez plus loin {Pronostic^ p. 636) l'avantage de Texamen direct pour reconnaître les associations microbiennes.
¥ig. 307.
Frottis de fausse membrane diphtérique. Gram et éosine.
Bacilles dipfUériques longs et slreplocoques.
(Demi-schématique ; Gr «= 1400 D.)
2*^ Culture. — Nous avons vu que le B. de Lôffler donne, sur sérum coagulé, des colonies très apparentes en moins de vingt-quatre heures, alors que l'immense majorité des microbes de la bouche ont à peine commencé à végéter. On opérera donc de la façon suivante. On gratte légèrement avec la spatule de platine la surface de la fausse membrane essuyée ; on en fait de môme sur la muqueuse malade. Avec cette spatule, et sans la recharger^ on trace trois ou quatre stries longitudinales par tube siircessivemont sur trois tubos de sérum coagulé, et (»n met
LE BAGILLK DIPHTERIQUE
B. (liphténque.
Isoli'îiient sur 3 tubos de sérum solitliné ensemencés succossivomenl (1, 2, 3) avec la môme spatule (Schémas imités de
ThOINOT et >r.\SSELIN).
reijx-(i à letuve à + 350. On les examine au boul de seize heures, vingt* quatre heures au plus. S'il n'y a aucune colonie apparente, la diphtérie doit être éliminée. Dans les cas positifs on observe le long des stries un grand nombre des colonies que nous avons décrites plus haut.
Elles sont petites sur les premiers tubes semés, parce quelles sont très nombreuses (fig. 308, 1. 2); elles s'étalent et grossissent sur les tubes ensemencés les derniers, surtout après quarantehuit heures (fig. 308.
3). On ne doit pas se contenter de constater ces colonies; il existe quelquesmicrobes (un coccus spécialement), qui peuvent, vers la vingtième heure en imposer pour le B. de lôffier.
Une préparation microscopique faite, comme il a été dit plus haut (p. 632), lèvera
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tous les doutes. On retrouvera avec leurs méracs caractères et leur nir*me disposition un amas de colonies à longs bacilles granuleux et enchevêtrés (fig. 303) ou des colonies à courts bacilles homogènes (Gg. 304), tous deux gardant le Gram, et presque toujours le Ncisser (fig. 306). Les membranes desséchées peuvent aussi donner des cultures, car les bacilles secs résistent très longtemps aux causes de destruction.
Ce procédé de diagnostic, dû à. LOffler, préconisé par Roux et Yf-rsin, est d'une certitude absolue.
Nous avons vu plus haut (p. 630) que l'existence du B. pseudodiphtérique ne devait pas entraver le diagnostic bactériologique. Donc, en pratique : Bacilles poussant en vingt heures sur sérum et prenant le Gram = Diphtérie; les erreurs (les quelques rares cas à pseudo-diphtériques) seront très rares et offriront moins d'inconvénients que l'incertitude résultant des expériences compliquées destinées à s'assurer qu'on est bien en présence du véritable B. de Lof fier.
Je rappelle encore que les B. courts sont de vrais B. diphtériques (voy. Pronostic, p. 636).
Les fausses membranes non diphtériques, celles qui ne contiennent pas de bacilles de Ldfpcr^ sont dues ù différents microbes : Streptocoque pyogène, Staphylocoque pyogène, Pneumocoque, Cocci divers, B. de Friedlândcr, B. de Vincent, etc. (voy. ces Microbes). Sauf pour les streptocoques et les B. de Vincent, l'examen direct ne donnera pas beaucoup de renseignements. La culture fera le diagnostic. Il faudra surveiller les tubes de sérum et examiner les colonies à. mesure qu'elles apparaissent. Les colonies de Streptocoque sont maigres, ponctiformes, ne ressemblent pas à celles du B. de LÔffter. Une seule colonie d'un microbe ne suffit pas <à faire considérer celui-ci comme l'auteur de la fausse membrane; il faut une prédominance marquée d'une espèce microbienne sur les autres. Si on attend trop longtemps pour examiner les colonies, la conclusion n'a aucune valeur, certaines espèces envahissant le tube au détriment des autres. On cultivera isolément chaque colonie pour mieux définir l'espèce. On se servira des caractères
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que nous indiquons ailleurs pour chacun de ces microbes. Toule fausse membrane diphtérique contient, à côlé du Bacille de Lôffler, une foule de microbes, hôtes habituels de la bouche; mais il est des cas où une de ces espèces est tellement abondante qu'elle parait bien avoir joué un rôle dans la maladie ; on dit alors qu'il y a association microbienne, que la fausse membrane est mixte. Souvent l'association se décèle dès rcxamcn microscopique direct, par exemple dans le cas d'association du Bacille de Lof fier avec le Streptocoque; en général c'est Texamen des tubes de sérum, pendant la seconde journée qui suit l'ensemencement, qui imposera le diagnostic.
1} Pronostic bactériologique
Le pronostic d'une angine à fausse membrane est fait par le diagnostic; les fausses membranes non diphtériques étant presque toujours bénignes.
Le pronostic de diphtérie elle-même tient ù 3 facteurs principaux : la résistance individuelle, la virulence du B., les associations mici'obiennes. Nous n'avons à nous occuper que des 2 derniers.
Il est certain de les B. longs, granuleux, enchevêtrés, se rencontrent plus fréquemment dans les diphtéries graves. Au contraire, les B. courts, homogènes, appartiennent plus souvent aux formes bénignes. Ce ne sont là que des remarques; mais, sachons bien qu'on peut mourir de diphtérie à bacilles courts et qu'une diphtérie bénigne à bacilles courts peut, par contagion, engendrer une diphtérie grave, à bacilles longs. La longueur et la forme des bacilles est donc un élément secondaire, mais néanmoins intéressant à connaître, de pronostic.
Ce qui est plus important, c'est le rôle des associations microbiennes. Plus on étudie la diphtérie, plus on se persuade que le Streptocoque pyogènc, entre autres, est un microbe associé extrêmement dangereux ; la plupart des diphtéries graves sont des diphtéries associés à la streplococcie. Cela est vrai, surtout depuis l'usage du sérum. Celui-ci est efficace conti'e le B. de Lof fier; il est naturellement sans a(îtion sur le Streptocoque, On
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peut donc dire qu'actuellement toute diphtérie, tmitée à temps, qui prend des allures malignes, est une diphtéro-strcptococcie. Les Streptocoques (le ptjogènc et d'autres qu'on commence à étudier) envahissent le sang, les parenchymes et tuent par septicémie.
Le médecin a donc le plus grand intérêt à être fixé sur cette redoutable association. Comme nous l'avons dit, les cultures l'indiquent. Nous avons, cependant, encore plus confiance pour la reconnaître dans l'examen direct. Certains streptocoques poussent mal; d'autres, hôtes sans importance de la gorge, envahissent les cultures. Ce qui est important c'est de constater directement dans la fausse memhrane l'abondance des streptocoques. Quand un frottis montre un nombre inusité de streptocoques, la diphtérie est sûrement associée.
J) Sérothérapie
En raison de son importance, la sérothérapie antidiphtérique nous servira de tjpe pour l'étude de la sérothérapie (p. 821).
CHAPITRE X LE BACILLE TYPHIQUE
Le B. de la fièvre typhoïde a été vu par Ebkrth (1880-1883) dans la rate, les ganglions mésentériqiies et les plaques de Pejer des dolhiéncntériques. On l'appelle :I3. d-Eberth. C'est Gaffky (1884) qui l'a isolé et cultivé. En France, Chantemesse et Widal, ensemble (1887), puis séparément, l'ont spécialement étudié et ont fait d'importantes découvertes.
Une des parties les plus intéressantes de son histoire est sa parenté, plus ou moins éloignée, avec le Colibacille, parenté sur laquelle Rodkt et G. llocx (1889) ont attiré l'attention. Les travaux parus à ce sujet sont innombrables, et la question n*est pas épuisée. On se reportera au chapitre xiv de noti-e première Partie (p. 408) pour approfondir cette discussion.
LeB. d'£6er//i doit être distingué soigneusement du Colibacille, Il est l'agent spécifique de la fièvre typhoïde.
A) Isolement, Cultures
10 Isolement. — On verra plus loin les méthodes de Diagnostic (p. 651), et on se reportera aux méthodes d'Analyse des eaiu (p. 411).
2^ Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Pousse bien et rapidement (on quelques heures) sur tous les milieux. Végète de -j- 4*^ à -f- 46"^. T" optima = 35<'-37''. Les cultures liquides traversent les filtres (CA.MmER) (voy. p. 168, 417).
Ne végète pas sui* les milieux solides ayant déjà fourni des
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cultures, c'est-à-dire sur un tube de gélose ou de gélatine dont on a enlevé les colonies [de B. (TEberth); ces milieux sont comme vaccinés (Chantemesse et Widal). Ce caractère est inconstant.
' 3^ Cultures sur milieux solides. — A, Sérum. Gélose. — Strie blanchâtre, crémeuse. Rien de caractéristique* On peut colorer les géloses comme les gélatines.
B, Gélatine. — Pas lîquîfiée. — Piqûre : disque mince, irisé à la surface; le long du trait : petites boules rondes, comme une
B. ly phi que.
Colonies sur gélatine, vues à la loupe (montagnes de glace).
grappe de raisins. Parfois apparaissent des cristaux de phosphates.— Strie : voile mince, irisé, abords déchiquetés, avec une bande plus épaisse, le long de la strie. — Plaque : colonies assez caractéristiques: vers la quarante-huitième heure : petites colonies rondes, qui grossissent (tête d'épingle) mais restent bleutées, transparentes, avec des contours découpés et des sillons partant de la crête centrale qui est plus épaisse. .\ la loupe, l'aspect est celui d'une montagne de glace (flg. 309).
Les colonies développées dans la profondeur sont petites, opaques, régulièrement arrondies (fig. 310).
C. Gélatines colorées. Voyez page 413, l'emploi des gélatines de NoEGGERATH, Gasser, Wuhtz, Hamond.
D. Gélatine phéniquke. Voyez page 411.
K Gélatine d'elsner. Voyez page 413.
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F. (iÉLATiME TouaAiLLON. — Développement peu intenso.
G. (ÎKLATiNE i)EPioRKo^*sKi. — Vovez page 413. Les colonies ne diiïèrenl pas sensiblement de celles du Colibacille,
Fi-. 310.
D. t y phi que.
Culture sur gélatine en boîte de Pétri.
C, colonies supopficiollos do /). d'/COerth on monla<;nos ifp glace. c, colonies
profondes pond i formes de Ji. (T/Cberlh. — S, colonies l<^jri^romenl liquéliantc^ {Staphylocoifue pyogènc). — B, moisissures.
If, PoMMK DE TERRE. — Aucun développement apparent à l'œil. A jour frisant, on voit cependant un enduit vernissé {bave d'escargot) extrêmement mince, qui constitue la culture. D'autres fois, surtout pour les cultures entretenues depuis longtemps dans les laboratoires, la culture est plus épaisse, visible, visqueuse, jaune brun. Cet aspect s'obtient à volonté sur les pommes de terre alcalinisées (Ruchner) .
Il est certain que l'aspect des cultures sur pommes de terre (donné autrefois comme caractéristique) varie beaucoup suivant les échantillons, leur Age et surtout suivant la composition
(si variable) de la pomme de terre employée. Pour remédier à ce dernier inconvénient, Rem y et Sugg ont composé un milieu artificiel (très compliqué), comprenant tous les éléments de la pomme de terre.
I. Artichaut. — Aucune culture apparente; aucun changement de couleur (Roger).
4<> Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble général dés la dixième heure. A la surface et en collerette sur les bords du récipient (pencher légèrement), une mince j?e//icii/e moirée, irisée. Dès le quatrième jour, des flocons se déposent dans le fond et forment un dépôt abondant. Vers le ilouzième jour, le bouillon s'éclaîrcit et devient brunâtre; la culture ne végète plus.
B. Bouillon au neutral-roth. — Voyez page 414,
C. Bouillon lactose et tournesolê (voy. p. 88). — Reste bleu (pas de fermentation du sucre). Importance capitale.
D. Bouillon lactose et additionné de carbonate de chaux. — Pas de dégagement gazeux.
E. Bouillon arsenical. — Ne végète pas dans un bouillon contenant 08',02 d'acide arsénieux par litre.
F. Milieux minéraux. — Ouchinsky (p. 81), Noegeli, Pérè, etc., ont composé des milieux minéraux dans lesquels le B. (ÏEberih ne végète pas, tandis que les autres microbes voisins poussent bien. C'est inconstant.
G. Bouillon vacciné. — Le B. d'Eberth pousse mal sur les milieux solides où il a déjà végété (CuANTEMESsEet Widal). Emery (1902) a appliqué ce fait aux cultures liquides. 11 fait digérer 200 grammes de pulpe de rate de bœuf par 250 grammes d'estomac de porc, dans un litre 1/2 d'eau acidulée (15 centimètres cubes d'HCl), pendant vingt quatre-heures à + S0<». On ajoute de la macération de pulpe de rate (500 grammes pour un litre d'eau), on fait bouillir dix minutes, on filtre sur coton hydrophile mouillé. C'est un excellent milieu pour le B. d'Eberth. On ensemence, on filtre au bout d'un mois. Le liquide filtré est un
PRÉCIS DE bactériologie. 2* édit. 41
r»42 LE IIACILLE TYIMIIQrE
excellent milieu pour le Colibacille, lundis que le D. d'Eberth n'y pousse qu'au bout de quarante-huit heures.
W. Lait. — Végète bien. Pas de coagulation (pas d'acides). Impof'tance capitale.
I. Petit lait. — Végète bien. Légère acidité du milieu (ne dépasse pas 3 p. iOO). Voyez page 78.
B) Coloration, Caractères iiigroscopiquks
10 Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs ])asiqnes d'aniline. Ne prend pas le Gram.
Im;^. 311.
B. ti/phique.
Culture en bouillon, âgée de 48 heures.
A, (•chaiilillon (loaaaul des formes couilos (onlinairoi.), — B, <K>liaiitilloii dounaiil des formes lon^iiies.
2" Forme. — Dnns rorganisaie : petits bacilles (2 à 3 [x sur 0,0 à 0,7 {jl), droits, à bords arrondis, à protoplasma homogène
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(fig. 31 i). Très polymorplie dans les cultures. Jeune, il est grêle et court, parfois réuni par 2 (fig. 311, A). Certains échantillons sont rapidement très longs (fig. 311 B). Dans les vieilles cultures, surtout en gélatine, il s'allonge beaucoup et les formes d'involution ne sont pas rares (formes en navette, renflements terminaux, etc.) Sur gélose et sur pomme de terre, il est en général iarge et trapu. Les cultures très anciennes sur pomme de terre donnent souvent des éléments longs avec nombreux espaces clairs.
3<^ Mobilité. — Très mobile. Mouvements très vifs et très rapides. Cils nombreux (8 ù 12, parfois jusqu'à 20) répartis
Fig. 312.
B. lyphique.
Cils. Très fort grossissement.
sur toute la surface du bacille (Gg. 312), longs (8.(1 et plus), flexueux. Le B. coli est moins riche en cils.
L'action de la lumière solaire, des antiseptiques, des températures dysgénésiques sont sans influence sur le nombre et la forme des cils (He.mv et Sugg). Leur présence est donc un caractère assez fixe.
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Les cils seraient diiTiciics à colorer dans les oulluros naîxlps avec B. colL
4" Spores. — Pas de spores.
C) Caractères biologiques
1l^ Habitat. — En dehors du typhiqiie, existe dans les eaux (voy. p. 407), dans la glace, dans les poussières d'hôpital, dans le sol (voy. p. 436). Il peut exister, en somme, partout où de^i souillures typhijjues ont pénétre, et il se conserve assez longtemps. Hemliniîku et Schneider l'avaient trouvé dans des matières fécales non typhiques ; d'autres auteurs ont contesté le fait,
8^ Vitalité. — Les cultures sont fragiles ; un chauffage do 10 à 20 minutes à -{- 60^ les tue. La congélation est sans influence. Les alternatives de congélation et de liquéfaction les tuent rapidement.
Dans l'eau, le B, (VEberth conserve longtemps sa vitalité (Straits et Di BARRY, Chantk-messe et Widal) surtout si Teau est stérile.
Dans le sol, il est encore vivant au bout de 5 mois et demi (Grancher et Deschamps).
La dessiccation le tue lentement (Uffelmanx).
La lumière est très nocive (Gaillard); 4 à 8 heures d'insolation tuent une culture liquide ; il faut 26 heures pour tuer des cultures desséchées (Vinxent) .
Les antiseptiques le tuent en quelques minutes.
3*^ Virulence. —Très variable. (Voy. Aclion pathogène, p. 646).
49 Caractères bio-chimiques. — C'est à. ces caractères qu'on s'est adressé pour distinguer le B. (TEberth du Colibacille, étant donné le peu d'importance des différences morphologiques et alors que l'agglutination n'était pas encore connue. C'est Chantemesse et Widal (1891), avec Perdrix, qui ont montré le parti qu'on pouvait tirer de ces propriétés.
Le B. (TEbcHh ne fait fermenter ni la saccharose-, ni la lactose^
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ni la mannite ; il a une action faible sur la lévulose et la galactosBy plus énergique sur le glycose. Au conti*aire, le Colibacille fait fermenter la lactose. 11 en résulte que le Colibacille engendre des acides, des gaz, dans les milieux où il fait fermenter la lactose, la saccharose, tandis que le B, d'Eberth ne produit ni acides, ni gaz dans ces milieux.
Un bon moyen de différenciation consiste donc à cultiver ces deux microbes dans des milieux lactoses (bouillon lactose et tournesolé, gélatine lactosée et tournesolée, bouillon lactose avec carbonate de chaux, lait, petit-laît, etc.). Le Colibacille fait virer au rouge et fabrique des gaz; le h, d'Eberth laisse les milieux bleus et ne fabrique pas de gaz.
Le B. d'Eberth ne produit pas d'indol.
5^ Agglutination. — Les sérums antityphitiues, c'est-à-dire provenant d'animaux immunisés contre le B. d'Eberth, sont agglutinants pour celui-ci. Dès 1896, Pfeifker et Kolle essayent de reproduire, dans le péritoine du cobaye, \q phénomène de PfeifTer (voy. p. 685) avec du sérum de convalescents ; leurs résultats'sonl ' inconstants. La même année, Grùber et Dirham constatent l'agglutination des bacilles typhiques, cultivés en bouillon additionné de sérum d'animaux immunisés, et proposent d'étudier à ce point de vue, le sérum de l'homme convalescent de fièvre typhoïde. La même année encore, Widal montre que cette propriété appartient au sérum des typhiques pendant l'infection (voy. Sérodiagnostic y p. 056).
Les sérums des animaux immunisés sont bien plus agglutinants (1/10 000 et plus) que la plupart de ceux des hommes typhiques.
La propriété agglutinante se retrouve dans le lait, les larmes, certaines pleurésies, parfois l'urine des typhiques. Elle peut passer dans le sang du fœtus.
La substance agglutinable existe dans les bacilles morts (agglutination des cultures tuées) ; elle résiste à la chaleur, à la lumière ; elle est soluble dans l'alcool.
Certaines substances chimiques possèdent le pouvoir agglutinant (Malvoz), mais leur action n'a rien de spécifique.
':r^rm.
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Voyez, pago 244, la valeur de rapglulinabilité pour la diagncrse (lu B. (lEbcHh.
D) Action patiiogkne
1° Action naturelle. — Le B. d'Ebcrth est pathogène seulement pour l'homme. C'est l'agent de la fièvre typhoïde et de
Fig. 313.
Wiif* typliique.
Bacilles violets. Coloration à la tliioninc phéniquée.
nombreuses complications (abcès, ostéites, mjosites, pleurésies, broncho-pneumonies, méningites, angines, péricardit^, etc.) de celle-ci. Il a, parfois, engendré des abcès, des ostéites sans fièvre typhoïde, et aussi, très rarement, des septicémies sans ulcérations intestinales. 11 existe dans les matières fécales (dès le troisième jour pour Ukmv) (vo)'. p. 652), dans les urines (Bouchard, etc.) peut-être seulement albumineuses (Besson), dans le sang, (voy. p. 654). A Tautopsie, on le retrouve dans tous les
parenchymes surtout dans la rate (fig. 313) et les ganglions mésentériques.
2^ Action expérimentale. — H faut distinguer l'inoculalion et l'ingestion.
A. Inoculation. — L'inoculation ne donne pas une maladie rappelant la fièvre typhoïde de l'homme. On utilise, surtout, le cobaye et la souris (Fr.enkel et Simmonds, 1885).
a. Si on inocule des cultures, telles qu'elles proviennent de la rate ou du sang d'un tjphique, c'est-à-dire peu virulcntcSy il faut injecter des doses assez fortes (1/2 à 2 centimètres cubes), dans le péritoine, pour tuer en vingt-quatre à soixante-dix heures. A l*autopsie, on constate une péritonite généralisée avec'ascite contenant de grandes quantités de bacilles. L'inoculation souscutanée produit un abcès et est rarement mortelle.
b. Mais on a pu exalter, la virulence du B, (ÏEberth. S.\NARELLi (1892, 1894) inocule, dans le tissu cellulaire d'un
cobaye, 5 centimètres cubes d'une culture de vingt-quatre heures de B. (TEberth inactive et, dans le péritoine du même animal, 10 à 12 centi^mètres cubes d'une vieille culture en bouillon de Coli* bacille stérilisée. Le ci)baye meurt rapidement, avec le B. (VEberth dans le péritoine. Il fait une culture avec la sérosité péritonéale. 11 continue la même opération sur un second cobaye et ainsi phi.sieurs fois de suite, on diminuant progressivement la quantité de culture stérilisée i\u Colibacille. La culture <le B. (VEberth finit par tuer t'i elle seule le cobaye et le Injnn (dans le péritoine). Sanarki.li a aussi employé l'association du Proleus vulr/aris, l'ingestion simultanée d'une vieille infusion de viande stérilisée, etc.
Chantemessk et Widal inoculent en même temps au cobaye, 4 centimètres cubes de culture de B. (VEberth sous la peau et 10 centimètres cubes de culture de Streptocoque pyogêne stérilisée dans le péritoine. Ils continuent comme Sanarelli.
L'exaltation se produit par simples passages successifs dans le péritoine du cobaye, en injectant successivement la sérosité péritonéale. Après 30 ou 40 pa.ssages, on a un virus fixe qui tue
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en 12 heures à une goutte. Les cultures de cette sérosité peu. vent tuer, sous la peau, cobaye et lapin^ & un demi-centimètre cube.
En somme, le virus exalté, inoculé sous la peau, dans le sang ou dans le péritoine, produit les mêmes effets que le viinis primitif, mais à plus faible dose. L'inoculation intrapéritonéale donne : mort en 15 heures, en collapsus, avec hypothermie et abdomen douloureux ; sérosité péritonéale riche en bacilles, viscères congestionnés, intestin congestionné avec liquide séreux, plaques de Vo.yev et ganglions mésentériques tuméfiés, léger épanchement pleural.
B. Ingestion. — L'ingestion des cultures ordinaires n'avait pas engendré d'affection ressemblant nettement à la fièvre typhoïde.
Ch.\ntemesse et IUmond (1897) ont reproduit une véritable fièvre typhoïde avec ulcérations intestinales.
Ils ont d'abord opéré sur le singe macaque. L'animal était soumis, pendant quinze jours, au régime lacté exclusif, puis ingérait une culture exaltée mélangée à de la confiture. 11 tombait malade le troisième jour (fièvre, anorexie, diarrhée) et mourait le huitième avec ulcérations des plaques de Peyer.
Chez le lapin, ils ont injecté, dans le péritoine, 25 k 30 gouttes de laudanum, puis, de suite après, ont introduit dans l'estomac, avec une sonde, 3 à 5v centimètres cubes de culture exaltée. L'animal meurt, vers le quinzième jour, avec toutes les lésions de la fièvre typhoïde, et son séro-diagnostic est positif.
Les mêmes auteurs ont rendu le lapin plus sensible au B. d'Eberth en 1' « humanisant m par des injections quotidiennes (vingt jours) de sérum ou d'urine humains.
Rkmlinger (1897) a infecté le rat et le lapin en lui faiscuit ingérer, après trois jours de diète, pendant plusieurs jours, des légumes souillés de cultures virulentes. Certains des animaux soumis à ce régime sont morts de véritable fièvre typhoïde, avec bacilles dans la rate.
Lépine et Lyonxet (1897) ont injecté de la culture virulente, dans une anse de Thiry, chez le chien, et ont ainsi reproduit une entérite ulcéreuse, mais uniquement dans l'anse infectée. La
mort ne survient qu'au bout de vingt jours avec apparition du pouvoir agglutinant du sérum. lis ont aussi reproduit le pneumO'typhus par inoculation dans la trachée du chien (ce n'est pas une véritable pneumonie lobaire).
E) Toxines
Nous laisserons de c6té les recherches anciennes de Hrirger et FRiGNKEL (1885) qui avaient abouti à l'isolement de ptomaïnes, dues à des impuretés.
Les auteurs récents se sont contentés d'étudier les propriétés des cultures liquides tuées ou ûltrées.
Sanarelli (1894) ensemence son virus exalté dans du bouillon glycérine à 2 p. 100; au bout d'un mois d'étuve à +37^ la culture est stérilisée par le chauffage et mise au repos à la température ordinaire ; huit mois plus tard, elle est mise en tubes scellés et portée, pendant quelques jours, à + 60*^. Toutes ces manipulations ont permis aux toxines intraprotoplasmiques de diffuser dans le liquide.
L'action pathogène de cette toxine n'est pas très considérable.
11 faut 10 centimètres cubes, sous la peau^pour tuer un petit lapin de 1 kilogramme en six à douze heures, -avec de la parésie suivie d'accès convulsifs, et hypothermie terminale. Rien de notable à l'autopsie. Beaucoup d'animaux ne succombent qu'au bout de plusieurs jours, avec de la diarrhée, très cachectiques.
La souris est tuée par 1 centimètre cube sous la peau, ou 0<=%2 dans le péritoine.
Le cobaye est tué par 1**^,5 de toxine par 100 grammes de poids vif, sous la peau. 11 faut 4 à 5 centimètres cubes de toxine par 100 grammes pour tuer en quinze à vingt heures; mort en hypothermie et en paralysie. Autopsie : exsudât péritonéal un peu louche; rate congestionnée, friable; intestin très congestionné, contenant un liquide diarrhéique avec Colibacilles très virulents.
Le singe réagit comme le cobaye.
FcNCK (1896) estime peu toxiques les cultures tuées par addition d'acide phénique à 1/2 p. 100.
Lépine et Lyonnet (1897, 1898) ont étudié la toxine de cultures
650 LK BACïLLE TYPIIIQUE
en hoiiillon, do quatre à huit jours, cliaufféos une heure on deu\ à + î)8". Co rhnuffage tue les bacilles et n'altère pas la toxim» Ils ont aussi injecté de grandes quantités de cultures virulente> vivantes, dont les effets immédiats n*onl pas été supérieurs à ceux des cultures chauffées. Leurs expériences ont été faites sur le chien. L'injection sous-cutanée de 20 à 30 centimètres cu^»es fait un abcès. Linjection intraveineuse tue en quelques heures t\0'''",8 h 2 centimètres cubes par kilogramme, avec hyperthenaic (contrairement au cobaye), affaiblissement du cœur, diarrhée sanglante. L'ingestion a échoué. La résistance individuelle du chien varie de 1 à 5 (dose mortelle par kilogramme). L'ablation de la rate n'exerce pas d'influence. Les chevaux sont ultra-sensibles à cette toxine injectée sous la peau.
Chaxtkmksse (1807; est arrivé à obtenir une taxine soluble.
Il cultive, en macération de rate et de moelle osseuse additionnée d'un peu de sang humain défibriné, un bacille exalté par passages dans le péritoine du cobaye. Le développement est très rapide. On filtre sur porcelaine vers le sixième jour, car la toxine soluble disparaît rapidement des cultures. Cette toxine soluble doit être conservée en tubes scellés, à l'abri de la lumière ; elle n'est pas altérée par un chauffage d'une heure à + 58<* ; elle n'est qu'atténuée par un chauffage A + lOO"^ ; son pouvoir disparaît si on Tacidifie (acide tartrique) et reparaît par addition de soude ; elle est retenue par le noir animal ; elle s'atténue par lévaporation dans le vide d -|- 30" ; les substances précipilables par l'alcool qu'elle contient sont moins toxiques que les substances solubles dans l'alcool. Celte toxine est surtout active pour les gros animaux {cheval, mouton). La souris est îiussi très très sensible. Le lapin et le cobaye (6 centimètres cubes pour un cobaye de 500 grammes) le sont moins. Les lésions sont intestinales : congestion, diarrhée.
¥) Immunisation On vaccine assez facilement contre le 1). dEberth. ±^ Inoculation de cultures vivantes. — IVEUMKRctPKEiPFEB
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(1887) injectent h la souris blanche des doses croissantes de cultures vivantes. Bhieger, Wasskhmann et Kitasato (1891) injectent au cobaye et à la souris des bacilles, atténués par culture en bouillon de thymus. Lyoxnkt, MÉRiKrx et Carrk (1897) ont immunisé des chevaux avec des cultures n'ayant pas été modifiées par le passage à travers Tanimal (500 cm** en un mois et demi). L'injection sous-cutanée fut assez bien supportée sauf de vastes suppurations, mais une injection intraveineuse tua rapidement ces chevaux. Le pouvoir agglutinant s'était nettement développé. Le sérum était préventif et curateur, mais non antitoxique.
Voyez Traitement y page 660.
2*^ Injection de cultures tuées. — Brikgkr, Wassermann etKiTASATO immunisent \q cobaye avec des cultures chauffées à -|- QO'*, évaporées au 1/10, et précipitées par l'alcool (2 centigr. de précipité desséché dans le vide pour 1 cobaye). Sanarelli (1892, 1894) injecte des cultures tuées à + 120*^ au /apm et au cobaye. Le lapin est trop sensible. Le cobaye qui a reçu en cinq Jours, 16 à 18 centimètres cubes de ce liquide, acquiert l'immunité quatre jours plus tard. CHANTEMEssEct WiDAL utiliscut une culture tuée à + 100<^ à l'Age de quinze jours. H faut 16 ù 20 centimètres cubes pour immuniser le cobaye en quinze jours. Beu- MER et Pfeiffer ont immunisé \cinouton avec des cultures chauffées une heure t\ + 60".
S"* Injection de toxine soluble. — Chantemesse (1897) a immunisé le mouton et le cheval avec sa toxine (voy. p. 650), d'après la méthode des doses croissantes (voy. Sérum antidiphtérique, p. 826). Le cheval est très sensible et réagit longtemps aux injections.
4° Injection de sérum antityphique. — (Voy. Sérothérapie, p. 666).
G) Diagnostic bactériologique
La sagacité des expérimentateurs s'est exercée tout spécialement pour trouver un moyen pratique de faire rapidement le
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diagnostic bactériologique de la fièvre typhoïde. Ces moycDs peuvent être groupés autour de deux méthodes : 1<* la recherche du bacille lui-même ; 2<* la recherche des propriétés acquises par les humeurs (agglutination).
10 Recherche du bacille dans la rate. — C'est la méthode la plus ancienne (Philippowitch et Lucatello). On ponctionne la rate du malade (voy. p. 326) et on cultive sur bouillon. Celle méthode, rapide et sûre, serait la méthode de [choix, si elle n'exposait pas à des dangers sérieux. Elle ne peut être mise entre les mains de tout le monde. Il peut se produire des déchirures de la rate, des hémorragies, delà péritonite, etc. Elle doit être réservée à des cas spéciaux, étudiés par des médecins expérimentés. Elle doit être sévèrement proscrite de la pratique courante. Elle est d'ailleurs devenue inutile depuis la découverte des autres méthodes.
2*^ Recherche du bacille dans les selles. — Le bacille apparaît dans les selles dès le troisième jour. Sa recherche est particulièrement difficile, en raison de la présence du Colibacilk. Elle n'est pas impossible.
a. Méthode d'Elsner. — Elsner (1895) avait annoncé la découverte d'un milieu qui permettait de déceler, en quarante-huit heurcSy par un simple examen macroscopique, avec certitude^ le Bacille d'Eberth dans les selles de tout typhique. Nous avons déjà, indiqué le mode de préparation de la gélatine dTJsner (p. 100). On ensemence une parcelle de matière fécale dans un large tube chargé d'un centimètre cube de cette gélatine, on ensemence un second tube semblable avec une goutte du premier, un troisième avec une goutte du second, et on enroule les trois tubes suivant la méthode dEsmarch (voy. p. 178). lis sont placés dans l'étuve à + 22*^, et examinés au bout de quarantehuit heures. Pour Elsner, seuls le Colibacille et le B. d'Eberlh donneraient des colonies sur son milieu; ces colonies se distingueraient facilement entre elles par le simple examen à l'œil ou à la loupe. Les colonies du Colibacille seraient volumineuses, brunes, crémeuses, saillantes au centre, tandis que celles du
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Bacille (VEherth seraient presque invisibles, constituées par de petits points brillants, La présence de ces derniers suffirait à faire admettre le diagnostic de fièvre typhoïde, leur absence à. le faire rejeter.
Après une courte période d'enthousiasme, la méthode d'Elsner a été réduite à sa juste valeur, spécialement par P. Courmont^. Cet expérimentateur a montré que les colonies de Colibacille qui poussent dans la profondeur de la gélatine res-' semblent à s'y méprendre à des colonies de B. d'Eberth; il faut pour les distinguer de ces dernières, les reprendre et faire toute la série des réactions différentielles des deux bacilles. Des microbes divers peuvent en outre végéter sur le milieu d'Elsner, contrairement à l'affirmation de l'auteur. Enfin, P. Courmont n'a trouvé le Bacille d'Eberth, dûment caractérisé, que deux fois sur 9 typhiques, et Grimbërt 4 fois sur 6. Toute fièvre typhoïde ne peut donc être sûrement diagnostiquée par le procédé d'Elsner, et la possibilité de colonies éberthiformes du Colibacille dans beaucoup de cas, impose, lorsque le résultat est positif, une série de recherches de laboratoire assez délicates, demandant du temps et un outillage spécial.
Le procédé d'Elsner n'a aucune valeur pratique.
b. Méthode de Chantemesse. — Chantembsse (1902) a décrit un gélo-diagnoslic de la fièvre typhçïde; ce qui n'est autre chose que le procédé déjà décrit (p. 415) pour la recherche du bacille dans les eaux. On opère avec les matières du typhique. Une petite quantité de matière, aussi fraîche que possible, est ensemencée dans un tube large, contenant 10 centimètres cubes d'eau pcptonée neutre à 3 p. 100 (peptone Defresne) qui est mis à + 37<». Au bout de six & sept heures, le bouillon est filtré sur papier. Le liquide qui passe est additionné de 2 ou 3 gouttes de sérum très agglutinant (antityphique) et, au bout d'un quart d'heure, centrifugé pendant cinq minutes. On décante. Le culot est délayé et filtré sur papier. Avec un bouchon de carafe en verre à extrémité plate, on tamponne le filtre et on le porte successive-
• Pavl Courmont, Recherche du Bacille typhique dans les selles par le procédé d'Elsner, Société de Biologie, 27 juin 1896.
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ment, sans le recharger, sur plusieurs boites de Pelri chargées de gélose phéniquée, lactosce et tournesDlée (voy.p. 111). On met douze heures & l'étuve. Les colonies typhlques sont bleu nacré. Elles sont ensemencées en eau peptonée, contenant un peu de sérum agglutinant. Quelques heures plus tard, le bouillon est clair et les colonies rassemblées au fond. Les autres microbes donnent un trouble uniforme.
' Ce procédé, assez compliqué, aurait donné à Ch.4nteme$se d'excellents résultats dès le début de la fièvre typhoïde.
c. Méthode de Cambier. — On pourrait appliquer la méthode des cultures filtrantes de Camuier (voy. p. 168 et 417), mais le plus souvent le Colibacille des matières transverse la bougie.
3^ Recherche du bacille dans le sang. — Cette métliode est la plus sûre de celles qui tendent à isoler le B. d'Eberth du corps des typhiques. Le bacille se trouvant dans le sang à l'état de pureté, les procédés compliqués d'isolement avec le Colibacille soni inutiles. J'ai' institué la recherche systématique du B. d'Eberth dans le sang des typhiques en vyie du diagnostic, pendant l'épidémie de 1901.
On avait cru, tout d'abord, que le bacille n'existait pas dans le sang des typhiques (Gaffkv, etc.). Wyssokowitsch (1886) montrait d'ailleurs que le Bacille typhiquCy injecté dans le sang du chien et du lapin, en disparaissait rapidement. Presque tous les classiques reproduisent cette opinion.
Cependant, queUiues auteurs avaient trouvé le bacille dans les taches rosées (NErH.\us, G. Kol'x, Neukeld, Thiemich, Cursch- MANN, RuMPF, etc.) OU dans des cas, qu'ils croyaient exceptionnels, de septicémie éberthienne (P. ïeissier, Vaillard et Vincent, de (iuANDMAisoN ct Cartier, Barjon et Lesieur, etc.).
Les auteurs suivants font la recherche systématique du B. d'Eberth dans le sang : Schdttmûller, Castellani, Auerbach et Unger. Ils concluent que le bacille existe dans le sang
* J. CoURMONT, Sur la présence du D. d'Eberlh dans le sang des typhiques. Application au diaqnostic précoce de la fièvre typhoïde. Soc. méd. des Hôpitaux de Paris. ±1 déc. 1901 ; déc. 190i. Journal de Physiologie et de Pathologie générale. Janvier 1902 et 1903,
J'ai toujours rclrouvc le B. (VEherth dans le sang de nies malades, en me servant d'une technique appropriée. 11 y existe de très bonne hcureet jusqu'à la fin du troisième septénaire. 11 peut manquer ou reparaître dans les rechutes. Les bacilles du sang sont virulents, classiques, sauf quant à leur agglutinabilité qui est faible ou nulle, mais se développe dans les cultures ultérieures. La recherche du B. d'Eberth dans le sang est très précieuse, parce qu'elle donne des résultats positifs, alors que le sérodiagnostic peut être encore négatif. Dans quatre de nos observations, le bacille existait dans le sang avec un sérodiagnostic négatif; deux fois, le bacille existait dans le sang le cinquième et le neuvième jour et le sérodiagnostic n'a été positif que le vingt-deuxième et le quarante-cinquième jour. C'est donc un excellent signe de diagnostic précoce, auquel il faudra avoir recours toutes les fois que le sérodiagnostic sera négatif.
La technique à employer est la suivante. Faire l'asepsie du pli du coude, après avoir lié le bras avec une bande de caoutchouc, au-dessus du coude. Ponctionner une des veines, avec une seringue stérilisée de 5 centimètres cubes. On ensemence immédiatement un grand ballon, contenant 300 à 500 centimètres cubes de bouillon ordinaire ou mieux de milieu de Camhier (voy. p. 418), avec 3 centimètres cubes de sang et on conserve le reste de ce dernier pour le sérodiagnostic. On délacera la bande de caoutchouc avant de retirer l'aiguille on ne mettra sur la petite plaie qu'une simple perle de coUodion.
On examinera le bouillon au bout de vingt-quatre heures. Le plus souvent il sera trouble et contiendra des bacilles d'Eberth en quantité. Pratiquement, il suffira d'examiner une goutte non colorée pour constater la mobilité, et de faire un Gram. Parfois, les bacilles seront peu mobiles et en amas (lorsque le sérum du malade était très agglutinant), il faudra les chercher. Si la culture parait stérile au bout de vingt-quatre heures, on agitera fortement le dépôt, et on la réexaminera le deuxième et le troisième jour; il peut arriver (avec des sangs très agglutinants) que la végétation soit retardée ou se forme en amas au fond du liquide.
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Il est important, en somme, d'ensemencer de grandes quantités de sang (2,5 ce au moins) dans de grandes quantités de bouillon (300 ce au moins) , parce que les B. d'Eberth sont rares dans le sang et que le sérum bactéricide empêche la Tégétation dans un simple petit ballon de bouillon.
On peut employer des milieux solides : sérum gélifié, gélose*, mais les colonies apparaissent plus tardivement et sont asse? rares poiM» pouvoir manquer.
Postérieurement (i902), Busqckt a confirmé la présence constante du B. (TEbcrth dans le sang des typhiques. Sa méthode, qui consiste à ensemencer avec i ou 2 centimètres cubes de sang 20 à 30 petits ballons de bouillon, est plus compliquée et inférieure. En efTet, on peut, avec elle, échouer jusqu'à quatre fois de suite chez un même malade avant de déceler le B. d-Eberth.
La méthode des cultures du sang renseigne, en outre, sur les associations microbiennes, qui existent parfois dans le sang des typhiques.
- 4<> Sérodiagnostic de Widal. — F. WidalS en 1896, a eu le grand mérite de montrer que l'agglutination des bacilles typhiques par le sérum des typhiques n'est pas simplement une réaction d'immunité comme l'avaient dit Grûbkr et Durham ; que ce phénomène existe pendant la période d'infection, qu'il peut servir à faire le diagnostic, pendant la maladie. Le sérodiagnostic était créé. La méthode de Widal s*est rapidement généralisée en France et à l'étranger. P.Gourmont* a publié, un des premiers, une statistique importante (plus de 200 cas examinés à Lyon pendant l'épidémie de 1896-1897).
On peut affirmer, à l'heure actuelle, que la séroréactîon, recherchée au moyen de la technique que nous allons exposcTy existe chez presque tous les typhiques à un moment donné de
* Widal, Sérodiagnostic de la fièvre typhoïde. Soc. médicale des hôpitaux, â6 juin 18 90 ; Presse médicale, passim, 1896-97, Annales Pasteur, mai 1897.
* p. CouHMONT, 240 cas de sérodiagnostic chez les typhiques, Presse médicale. 30 janvier 1697, Société de Biologie ; Province médicale, passim, 1896-1897 ; Thèse de Lyon, juillet 1897.
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la maladie, et manque chez les malades non tjphiques. Quelques cas contradictoires, sûrement en petit nombre et n'infirmant en rien la généralité de la méthode, pourront se présenter ; aucun n'a encore été publié avec des caractères absolus d'authenticité.
La séroréaction apparaît en général vers le sixième jour, parfois plus tôt, parfois plus tard; elle disparait ordinairement dans les premiers mois qui suivent la guérison (Widal), surtout chez l'enfant (P. Courmont), mais elle peut persxsier pendant des années. Il faut, en conséquence: formuler les deux préceptes suivants : i^ si le séro-diagnostic est négatif, on doit, avant de se prononcer, recommencer, pendant plusieurs jours, la recherche de la réaction, celle-ci pouvant apparaître tardivement ; 2° on devra toujours, lorsque la séro-réaction existe, s'enquérir des antécédents du malade, pour savoir s'il n'a pas été atteint antérieurement de la fièvre typhoïde ; la séroréaction aurait alors une valeur diagnostique à discuter (voy. p. 664).
A. Technique. — I^a technique est très simple et ù. la portée de tout le monde. Une culture de Bacille d'Eberth, du sang du malade, un microscope sont les seuls éléments indispensables. Plusieurs procédés ont été indiqués par Widal. Nous ne décrivons que le plus simple, celui qu'on doit couramment employer.
11 consiste à mélanger, dans certaines proportions, à quelques gouttes de culture liquide bien homogène de B. d'Eberth, une petite quantité du sérum suspect. S'il y a agglutination (immobilisation et accolement en amas) des bacilles, la séroréaction est dite positive.
a. Cultures à employer, — On possédera un échantillon de Bacille d'Eherth typique bien agglutinable ; on aura avantage à employer toujours des cultures de la même souche pour avoir des observations comparables. On se sert en général de cultures en bouillon, jeunes^ âgées de vingt-quatre heures par exemple, pour éviter la présence de grumeaux, d'amas qui existent naturellement dans les vieilles cultures, et pourraient en imposer pour une réaction positive. On peut, cependant, employer une vieille culture, à condition de ne puiser avec la
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pipette que les parties bien homogènes et dépourvues de grumeaux, et de faire j avant le mélange du sérum, une première préparation microscopique, qui servira de témoin au point de vue des amas naturels. Cette dernière précaution doit être prise dailleurs même avec les cultures jeunes.
Il y a plusieurs moyens pour employer des cultures âgées, et éviter ainsi les réensemenceraents journaliers (P. Cocrmont, Descos et Bancel, 1901). Le premier est de faire les cultures dans de larges tubes d'Esmarch remplis de bouillon aux deux tiers ; on ensemence, on agite, et on place quelques heures à Fétuve; puis, on maintient simplement à la température du laboratoire (en été Tétuve est même inutile). Les grumeaux tombent au fond de la haute colonne liquide; s'il se forme un voile on le détruit par agitation un moment avant de se servir de la culture, ou bien on puise au-dessous de lui. On réensemence tous les dix ou quinze jours. On a ainsi continuellement sous la main des cultures riches prêtes à servir, pendant vingt à trente jours.
On peut user, dans les mêmes conditions, du milieu artiûciel suivant, conseillé par P. Gourhont, et qui a le grand avantage sur le bouillon ordinaire de ne donner à peu près pas de voile ni de grumeaux :
Peptone 2 grammes
Glycose 1 —
Eau 100 —
alcalinisé avec une solution de carbonate de soude.
Un autre moyen est d'employer des cultures tuées et conservées par le formol. Widal et Sigard ont montré que le sang des typhiques agglutinait même les bacilles tués par la chaleur ou les antiseptiques. Ils ont préconisé le formol. Une goutte de formol du commerce pour 150 gouttes de culture jeune tue et fixe les bacilles. Descos et Bangël (1901) ont appliqué le procédé et montré qu'on peut ainsi conserver et manier commodément ces cultures mortes; mais, pour eux, il ne faut pas utiliser des cultures formolées depuis plus d'un mois, si l'on veut avoir des résultats constants.
du malade ou mieux du sérum irais légèrement teinté de sang, (les globules rouges favorisent Texamen microscopique). On pique à la lancette la partie latérale du doigt nettoyée à Téther (ce qui anesthésie légèrement) et on recueille le sang dans un petit tube de verre. Si on l'emploie de suite, quelques gouttes suffisent; si on emploie le sérum après rétraction du caillot, on recueille environ un demi centimètre cube. Le tube peut être ainsi transporté, envoyé à un laboratoire par le praticien; il faut, dans ce dernier cas, boucher avec un bouchon paraffiné ou de caoutchouc pour éviter l'évaporation ou l'absorption du sérum. 11 est préférable, surtout en été, d'employer le sérum le plus frais possible; cependant l'altération du sang ne détruit pas très rapidement la propriété agglutinante et on peut employer le sang et surtout le sérum (s'il a été séparé de bonne heure du caillot) pendant longtemps.
On peut user du sang desséché ; celui-ci garde pendant plusieurs mois (WiDAL et SicARD, JoHNSTON et Taggart) sa propriété agglutinante. La médecine légale peut ainsi user de la séroréactîon pour savoir si une tache de sang provient d'un typhique.
En pratique clinique, on peut de même envoyer une ou plusieurs gouttes de sang d'un malade recueillies sur du papier ordinaire ou buvard et desséchées. 11 faut alors mettre tremper le papier ou le résidu de raclage de la tache, dans quelques gouttes d'eau pure ; on mélange ensuite le liquide sanguinolent obtenu à la culture de bacilles en tenant compte de la dilution du sang dans l'eau pour le titrage du mélange. Ce procédé est bien moins précis que l'emploi du sérum frais liquide*.
* Les différentes humeurs des typhiques (lait, urines, sérosités pleurales, larmes, etc..) possèdent à des degrés variables la i)ropriété agglutinante (Widal et Sicard; Achard et Bensauoe). On a même proposé Y uro-diagnoslic (Bormans) en utilisant le pouvoir agglutinant des urines. Sur le cadavre, le sang et les humeurs conservent leur pouvoir agglutinant, au moins en partie ; mais celui-ci est très variable selon les organes. Les organes qui renferment le B. d'Eberth ont un suc peu agglutinant (P. Courmont). Le pouvoir agglutinant peut passer de la mère au fœtus et de la nourrice au nourrisson.
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c. Techniqtie du mélange. — Pour faire, avec ces cultures et ce sérum, la séro-réaction» il faut avoir des pipettes et de petits tubes de verre bien propres, de 5 centimètres de haut sur 3; 4 de centimètre de lar|;e. (On peut aussi, mais moins utilemeni, se servir de verres de montre, ou de tout autre petit récipient.) Si on a plusieurs réactions à faire, il est bon d avoir de petils porte- tubes ce qui facilite la répartition et ensuite Texaiuen.
On puise la culture avec une pipette effilée, et on la répartit goutte à goutte dans les petits tubes. 11 faut que la pipette ail la même inclinaison lorsqu'on laisse tomber les gouttes pour que celles-ci soient égales. On puise de même les gouttes de sérum à mélanger A la culture. Si on fait plusieurs séroréactîons de suite, on rince et flambe la pipette entre chaque sérum. L'essentiel est que la même pipette (ou deux pipettes exactement de même calibre) serve à compter les gouttes de cuitu^e^ et celles de sérum pour une même séroréaction.
Une fois le mélange de culture et de sérum accompli, on agite les tubes pour bien mélanger et on laisse au repos h la température de la chambre. On fait toujours un tube témoin (culture pure), pour contrôler au microscope les caractères de la culture.
d. A quel titre faut-il faire ce mélange ? — Le sérum d'un typhique peut agglutiner 10 fois, 100 fois, 4000 fois, etc., son volume de culture, selon le cas, selon la période de la maladie, etc.
Un sérum d'homme normal ou de malade non typhique n'agglutine pas en général la culture de B. d'Eberth k la proportion de 1 de sérum pour 10 de cultures. Aussi, Widal a-t-il conseillé cette proportion de 1 p. 10, pour le sérodiagnostic typhique, et celle-ci est suffisante le plus souvent.
Mais, on a vu que certains sérums de malades non tjphiques donnent une agglutination partielle ou parfois totale, dans des mélanges à 1 p. 10 et très exceptionnellement un peu au-dessus. Ces cas sont exceptionnels (voir Thèses de P. Courmont, de Ben- SAUDE, 1897) et, de plus, l'agglutination est rarement aussi nette qu'avec le sérum de tvphiques; on n'a le plus souvent que de petits amas et il reste des bacilles mobiles (pseudo-réactions de P. Courmont). D'autre part, certains typhiques, surtout au
Cl. a p. IV cb se lappiucuaut ucaui^uup uca a^^iutiiiatiuiio ij.uu
spécifiques, alors que, quelques jours après, le sérum des mêmes sujets agglutinera fortement à 1 p. 50, etc.
Enfin, le sérum des anciens typhiques peut donner ces mêmes réactions, incomplètes et difficiles à interpréter ; dans ce cas, la réaction augmentera d'intensité dans le cours de la maladie s'il s'agit d'une seconde fièvre typhoïde, et demeurera stationnaire dans le cas contraire.
Aussi, en pratique, Fr.«nkel, P. Gourmont, etc., conseillent de procéder ainsi pour tout sérodiagnostic. On fait trois tubes de mélange, respectivement à 1 pour 40 (une goutte de sérum pour 10 de culture), 4 pour 25 ou 1 pour 30, et 1 pour 50. La valeur de la séroréaction augmente avec son intensité et son degré. Une réaction incomplète à I pour 10 et nulle au-dessus, ne sera qu'une faible présomption en faveur d'une fièvre typhoïde probablement au début. Une réaction complète à 1 p. 50 donnera la certitude absolue du diagnostic. Entre deux, se placent des intermédiaires. Une séroréaction, faible, mais dont l'intensité augmente avec les progrès de la maladie, est en faveur de la fièvre typhoïde (important pour les récidives).
La séroréaction est donc un signe dont la valeur doit être interprétée selon les cas.
e. Constatation de la séroréaction. — Le temps, au bout duquel on doit observer la séroréaction est d'environ une heure, et ne doit jamais dépasser deux heures.
Lorsque le mélange n'est fait qu'à 4 p. 10, il ne faut guère tenir compte que des modifications qui se passent en vingt ou trente minutes et seulement des réactions absolument complètes (Widal).
La réaction est macroscopique et microscopique.
Si elle est négative, il ne se produit pas de modifications physiques du mélange qui reste uniformément trouble.
Si elle est positive, on voit se passer les phénomènes suivants, qui deviennent appréciables au bout d'un quart d'heure ou d'une demi-heure, souvent plus tôt, en quelques minutes, quelquefois plus tard. Il se forme de petits grumeaux, comme dans un pré-
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cipité chimique ; ceux-ci sont en général plus nombreux le long des parois du tube. Ces grumeaux tombent successivement au fond du tube pour former un dépôt plus ou moins abondant, mais très net ; le liquide s'est clarifié, est devenu absolument limpide. Le contraste entre un tube à réaction positive et un tube
Fi^. 314.
B. (rEhei'th.
Séroréactlon négative.
Gr. = 800 l).
où l'agglutination ne s'est pas produite est alors frappant. Il faut cependant se garder de porter un diagnostic sur le seul examen macroscopique du tube ; dans certains cas, le liquide n'est pas complètement clarifié, bien que la réaction soit francbement positive ; d'autres fois, une certaine clarification est compatible avec la non-agglutination des bacilles. On doit toujours faire V examen microscopique.
Pour faire l'examen microscopique, on agite légèrement le tube (afin de remettre les grumeaux en suspension sans toutefois trop remuer le dépôt sanguin du fond), on prélève une goutte avec
men direct de la culture liquide, sans dessiccation, sans coloration. On pourrait cependant colorer à l'état frais, comme il a été dit page 260, mais cela est plus nuisible qu'utile. Un micros-
Fig. 315.
B. d'Eberlh,
Séroréaction positive.
cope ordinaire avec un objectifs sec est préférable ; on ne se servira pas d'objectif à immersion ni d'éclairage Abbe, ce qui augmente la réfringence des microbes et les rend plus difficiles à voir. Pour mettre au point, on se basera sur les globules rouges qui apparaissent les premiers épars dans la préparation. Dès qu'o^ les aperçoit on fait lentement varier lavis du microscope. Si la réaction est négative (ou dans la préparation témoin sans addition de sang, voy. p. 638), on est immédiatement frappé par l'extrême mobilité et la grande abondance de bacilles ; on se trouve en présence d'une véritable fourmilière de bacilles qui
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trayersent rapidement le champ du microscope, complètement isolés les uns des autres (fig. 314). Si la réaction est positive, Taspect de la préparation est bien différent. On cherche en Tain les bacilles en faisant lentement varier le point dès qu'on aperçoit les globules rouges ; le champ microscopique parait désert ou ne contient que quelques rares bacilles peu ou pas mobiles : Tagglutination a eu lieu. La préparation contient les amas caractéristiques (fig. 315) qu'on trouvera bientôt. Ceux-ci sont plus ou moins volumineux, plus ou moins abondants ; tous les intermédiaires existent depuis les petits amas composés de trois ou quatre microbes enchevêtrés et très nombreux sous le champ du microscope, et les gros amas formés d'une grande quantité de microbes informes. Les petits amas appartiennent en général aux réactions des premiers jours ou à celles de la convalescence qui sont sur le point de disparaître. La déformation des bacilles, portée au summum dans les gros amas, est très variable. Les bacilles encore distincts sont souvent granuleux, raccourcis, à contours peu nets.
Une séroréaction positive se base donc surtout sur ces deux modifications des bacilles d'une culture : immobilisation, agglutination en amas.
S'il existe quelques petits amas noyés au milieu de bacilles restés mobiles, il sera prudent de réserver le diagnostic et de faire un nouvel examen au bout de vingt-quatre heures ; il s'agissait probablement d'une réaction au début. On ne doit jamais être affirmatif, tant que la réaction n*est pas nette. On la considérera comme certaine, même avec des amas petits, s*il ne reste pas de bacilles mobiles en quantité notable.
B. Interprétation du sérodiagnostic. — Comme l'a dit VV^iDAL, un sérodiagnostic négatif {séroréB.ciion nulle à 1 p. iO), n'est qu'une présomption contre l'hypothèse d'une fièvre typhoïde. On sait que la réaction peut manquer exceptionnellement ou être très retardée dans la fièvre typhoïde. 11 est même curieux que ces cas à séroréaction retardée arrivent par séries dans certaines épidémies. Dans quelques typhoïdettes ou embarras gastriques fébriles, le sérodiagnostic peut ne deve-
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général, régulière, en clocher, avec phase ascendante et descendante et maximum au moment où s'accuse la guérison, dans les formes normales, légères, et qui guérissent. La courbe est, au contraire., très basse, ou très irrégulière, ou descendante à la période d'état, dans les formes graves, compliquées, mortelles. Le pouvoir agglutinant est longtemps ou toujours absent dans certaines formes graves ou irrégulières. En somme, en général, la réaction agglutinante évolue en sens inverse de la gravité de l'infection. Ces vues, contestées par quelques auteurs, ont été conGrmées par Etienne (de Nancy), Tchistowitch et Epipha^ioff (de Saint-Pétersbourg), Ferré et Anton y (de Bordeaux), Artaud et Barjon, Pelon, Borhans, etc. Des faits analogues sont rapportés par Griffon (Thèse Paris, 1900), à propos des Pneumococdes (maximum d'intensité de la séroréaction au moment de la victoire de l'organisme). Mais, il faut étudier d'une façon suivie le pouvoir agglutinant ; une seule mensuration ne suffit pas. C'est de V élude suivie de la courbe agglutinante, dans sa comparaison avec les symptômes dinfection et surtout la courbe thermiqucy qu'on pourra tirer des données pronostiques.
Le séropronostic de P. Courmont n'est évidemment qu un des éléments du pronostic général. Sa difficulté d'application réside surtout dans la pratique de très nombreuses mensurations au cours de la maladie. Les données en sont intéressantes au point de vue de la pathologie générale.
I) Traitement bactériologique
1^ Sérothérapie. — On sait, depuis qu'on a immunisé des animaux contre le B. d'Eberth, que leur sérum est doué de propriétés pretenfiues et curatives.
Brikger, Wassermann et Kitasato ont, les premiers, vacciné la souris en lui injectant du sérum antityphique . Sanarelli, Chantemesse et Widal, Bei;mer et Peipper confirment l'existence de ces propriétés.
Il suffit de mélanger le sérum à la culture, ou de Tinjecter préventivement à l'animal, ou de l'injecter dans les trois heures qui suivent l'inoculation virulente.
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Chantemesse et Widal ont montré que le sérum des conyalescents de fièvre typhoïde, jouissait, pendant plusieurs années, des mêmes propriétés ; il faut injecter des doses fortes (10 centimètres cubes) pour immuniser un animal.
Ces sérums sont bactéricides ; ce pouvoir est détruit par un chauffage à 4~ ^^^^ ils sont agglutinants [yoj, p. 645).
On avait depuis longtemps essayé de guérir la fièvre typhoïde humaine par des injections de sérum antityphique (Cbsaris Demel, Orlandi, CHA77TEMESSE et WiDAL, ctc.), mais sans grand succès lorsque Chantemesse a annoncé (1901) les résultats surprenants obtenus avec le sérum des chevaux immunisés avec sa toxine soluble (voy. Sérothérapie^ p. 852). C'est que c'était le premier sénun antitoxique en même temps qyH anti-infectieux (1898).
2^ Inoculation de cultures. — Wright a institué une méthode de traitement semblable à celle de Hapfkinb pour le choléra et la peste (voy. p. 689 et 571).
du Colibacille type sont asse:
mettre en lumière, l'embarra a affaire à des paracolibacili séparent le Colibacille du B. i pour le premier, à maxima; positifs chez le Colibacille qui chez le B. d'Eberth (fermenta des cultures sur pomme de \ ces caractères s'efface chez un insensiblement (quant aux cai il est très difficile de disting fermenter la lactose du B.
ensemble de caractères, ce q une chaîne ininterrompue d le B. d'Eberth.
H ne s'en suit pas, encore les plus proches du B, d'Ebei s'ensuit simplement qu'on a parer.
Le Colibacille a été identifl Passkt (1885), le B. fcetidus ( d'EMMERiGH (1885), le B, de Clado (1887), le B. lactis aer la dysenterie de Chantemesse Gartner (voy. B. du botulism de Lesage (1888), etc. On ne f soient de Téritables colibacil voisins.
A) ISOLEM
10 Isolement. — Mômes 11 suffit de cultiver une mati de Rodct (voy. p. 412) est le i
2<' Caractères généraux B. d'Eberth. Végétation un f
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lieux solides où ont déjà Tégété des colonies de B. cTBberth, qu'on a enlcTées par grattage (Chantemesse et Widal). C'est inconstant. Le Colibaeiik Tégète dans les milieux acides, par exemple dans Vurine fraîche. Rodbt et G. Roux ont montré qu'il était facile, à l'aide de certains artifices, d'éberthiser les cultures de Colibacille, c'est-à-dire de leur donner les caractères morphologiques des cultures de B. d'Eberth.
3^ Cultures sur milieux solides. — Identiques à celles de B. (VEberth sur les milieux ordinaires, sauf sur I& pamnte de terre où la culture est habituellement épaisse, luisante, hrunàtre (la pomme de terre ne change pas de couleur, ce qui distingue des cultures de morve) ; mais ce caractère peut manquer et la culture être fine et vernissée (pomme de terre nouvelle), comnie celle duB. dEberth peut être grasse et épaisse. Le développement serait plus intense sur gélatine-touraillon, La culture sur artichaut est vert émeraude (Roger) grâce à une oxydase (G. Roux). Voy. les difi'érences sur les géloses ou gélatines colorées, sur le milieu d'Elsner, sur la gélatine de Ramond, eUi. Voy. fig. 156, 1.
Les gaz produits par les cultures sur gélatine sont TH et TAz; il n'y a ni 0 ni GO^ (Bouchard, Lepierre). Le B. d'Eberth ne fait pas de gaz en gélatine.
4^ Cultures enmilieux liquides. — A, Bouillon. — Gomme leB. d'Eberth,
B. Bouillon lactose et tournesolé. — Fait rapidement virer au rouge. Capital.
C. Bouillon lactose et carbonate (craie pulvérisée). — Dégagement gazeux.
D. Bouillon arsenical. — Y végète.
E. Bouillon au neutral-roth. — Tourne au jaune canari avec fluorescence verte, tandis que le B. d'Eberth laisse rouge (voy. p. 414).
F. Milieux minéraux. — Végète abondamment.
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4^ Spores. — Pas de spores. Simplement des condensations protoplasmiques (pseudo-spores) comme le B. d'Eberth,
C) r4ARACTÈRES BIOLOGIQUES
±^ Habitat. — il existe dans le tube intestinal de l'honcime et des animaux, dés les premières heures qui suivent la naissance (avant que l'enfant ait rien ingéré). Chez Tenfant, il est à peu près pur avec le Bacille lactique; chez Tadulte, la flore intestinale est très riche. Chez les fébricitants, le Colibacille existe à. peu près seul dans l'intestin (Bard et Aubert).
On le retrouve dans Teau (voy. p. 407), dans le sol, dans les poussières, partout, en un mot, où les souillures par matières fécales ont pu pénétrer. C'est un des microbes les plus répandus dans la nature.
2° Vitalité. — Plus grande que celle du B, d'Eberth. Tué en une minute à + 80<>.
3^ Virulence. — Sa virulence est des plus variables. Isolé de l'homme sain il est presque toujours peu virulent Au contraire, il devient très virulent dans les états fébriles, dans beacucoup d'affections intestinales, dans la flèvre typhoïde. Il l'est, au maximum, lorsqu'il est l'agent de la maladie (voy. plus loin, p. 677).
On se procure facilement du Colibacille virulent en suturant l'anus d'un cobaye. Il se produit une obstruction intestinale, de la péritonite ; le bacille qui est dans la sérosité louche du péritoine est très virulent.
On exalte le Colibacille par quelques passages dans le péritoine ou mieux dans la plèvre du cobaye
Les cultures sur gélose sont plus virulentes que celles en bouillon.
La virulence peut se conserver assez longtemps dans les cultures.
4^ Caractères biochimiques. — Ce sont là les véritables caractères différentiels. Le Colibacille fait fermenter la plupart
*' qui d-t^ '"fc/ne? *^«i7/
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6° Agglutination. — Certains Colibacilles sont agglutinés à 1/10 ou 1/20 par le sérum d'homme normal ou de cobare adulte normal.
Le sérum des hommes tjphiques n'agglutine 'pas plus que le sérum normal le Colibacille. Contesté par certains, ce fait important a été démontré par P. Courmont et Lesieur (Prense médic, 1902) dans une étude faite avec de nombreux malades et des Colibacilles de laboratoire. D'autres ont trouvé que seul le B. coli isolé, des selles du typhique, est agglutiné par le sérum du même malade.
Lesage avait cru que le sérodiagnostic de l'entérite des nourrissons était possible. C'est une erreur. Nobécourt (1898) a montré que les Colibacilles des entérites des nourrissons n'ont rien de s{»édik|ue ; le sang du malade n'agglutine que son propre Colibacille (quelquefois jusqu'à 1/1000) tandis qu'il n'agglutine pas ou peu (1/30) un autre Colibacille d'entérite de nourrisson. fiscHERicH est du même avis. En somme, en pathologie, le sang d'tin inalade agglutine le Colibacille du malade seulement, et encore de façon inconstante. Le sérodiagnostic n'eiiste pas.
Quant aux pouvoirs agglutinant du sérum des animaux immunisés, la question est très complexe. Rodet (1896-1900) a consacré de nombreux mémoires à ce sujet. On peut formuler ainsi ses conclusions : 1** le sérum antityphique peut agglutiner certains Colibacilles aussi fortement que le B. d'Eberth ; 2^ le sérum anticolibacillairc acquiert un certain pouvoir agglutinant vis-à-vis du B. d'Eberth ; 3<> le sérum anticolibacillaire agglutine surtout le ou les colibacilles qui ont servi à l'immunisation ; d'autres échantillons sont peu ou pas agglutinés ; il y a toute une gamme. En somme, il y a une action croisée des deux sérums vis-à-vis du JB. d'Eberth et du Colibacille. En outre, Tagglutinabilité est une propriété très inconstante des Colibacilles qui ne peut servir à la diagnose de l'espèce.
RoDET a fait remarquer que l'agglutînabilité des Colibacilles (comme celle du B. d'Eberth) augmente notablement pour les passages successifs en cultures artificielles : cette propriété se développe artificiellement.
Voici d'ailleurs, textuellement., les conclusions de Rodet
AGGLUTINATION
« L'immunisation expérimentale des animaux, au moven des cultures de B. coli ou de B. (TEberthy fait toujours acquérir au sérum la propriété agglutinative, non seulement à l'égard du bacille correspondant, mais aussi k l'égard de l'autre, à la condition que le sérum soit éprouvé sur des échantillons bacillaires suffisamment agglutinables; l'aptitude agglutinative du B. coli varie en effet, beaucoup d'un échantillon à l'autre, celle du B. (TEberth peut également varier, quoique moins communément, dans des limites assez étendues.
« Le pouvoir agglutinatif du sérum-coli à l'égard du B. d'EberCh et du sérum-Eberth à l'égard du B. coli, ne saurait être attribué k une infection secondaire. 11 ne saurait davantage être confondu avec le pouvoir agglutinatif, toujours faible, que l'on peut constater dans des sérums normaux à l'égard de l'un ou de l'autre bacille; il croit, dans des certaines limites, avec les progrès de l'immunisation, et peut atteindre, en chiffres absolus, une valeur élevée .
« Toutefois, le pouvoir agglutinatif de ces sérums, mesuré par la limite des dilutions actives, est toujours plus considérable à l'égard du bacille de même nom, si on les éprouve sur des échantillons bacillaires agglutinables au maximum. Mais si on compare le pouvoir agglutinatif d'un sérum-coli, par exemple, à l'égard du B. d'Eberth et d'une série d'échantillons de B . coli formant une gamme d'agglutinabilité, on constate que ce sérum est plus actif sur le B. (VEberth que sur un grand nombre d'échantillons de JB. coli^
a Si l'on fait agir ces sérums à des doses assez éloignées de la limite de leur activité, sur des échantillons bacillaires très agglutinables, on constate qu'ils donnent de très belles réactions avec les bacilles homologues, par exemple les sérums-coli avec le B. d'Eberlh, la réaction pouvant être aussi belle que celle qu'ils donnent à la même dose avec les échantillons même les plus agglutinables du bacille correspondant.
« Parmi les races de B. coli peu agglutinables, il en est qui sont aussi bien agglutinées par le sérum-Eberth que par le sérum co/i ; quelques-unes même (rares) sont plus sensibles au sérum-Eberth qu'au sérum-coli.
Appareil urinaire . .
Appareil génital. . .
Appareil respiratoire.
Appareil circulatoire.
Système nerveux. . .
Appareil locomoteur .
Tissu cellulaire . . .
) et Renault).
I Cystites, PyéliteSf Néphrites, etc.
\ Uriaes des dysentériques (Péré).
^ Salpingites.
f Métrites.
Bronchopneumonies.
Pleurésies.
Thyroïdites.
/ Endocardites aiguës.
S Péricardites.
) Phlébites.
l Septicémie.
Méningites.
( Ostéomyélite.
} Arthrites.
Phlegmons.
Pourquoi le Colibacille acquiert-il parfois une grande virulence et peut-il engendrer toutes ces maladies ? La réponse est malaisée. 11 est probable que cela dépend surtout du terrain, plutôt que de la graine ; lorsque l'organisme est affaibli et que la porte d'entrée est ouverte, le Colibacille devient pathogène. Une fois devenu l'agent d'une infection, surtout des entérites, il peut avoir acquis une virulence suiïisante pour être dangereux vis-àvis d'organismes sains (choléra nostras, etc.).
Ne pas oublier que le Colibacille se répand rapidement dans le sang, après la mort (voy. p. 14).
Z"" Action expérimentale. — L'inoculation du Colibacille au cobaije, au lapin, à la souris, etc.. produit exactement les mêmes symptômes que celle du B. cTEberth. On emploie surtout le cobaye. L'inoculation intrapéritonéale, donne une péritonite suraiguë ou purulente avec hypothermie et passage du B. dans le sang (KoDET et G. Rocx). L'inoculation intrapleurale (méthode de choix) donne : pleurésie double parfois hémorragique, dépôt fibrineux sur les'poumons, épanchement péricardique, congestion généralisée, B. dans le sang. L'inoculation sous-cutanée donne un phlegmon. L'inoculation intraveineuse fait une septicémie avec
sérum de cheval a les Colibacilles.
G) Di
On prélève un de vent contenir du C sang, matières féct cultive à + 440.5 ( négative au bout d pas en cause. Si Is ne prenant pas le ( différenciation. On son colibacille. On gènes pour Thomi le cobaye. A Tant presque toujours ei Pendant la vie méi drés par d'autres n paru. Donc : être t au Colibacille.
Nous avons vu « cilles était impossil
Voyez plus haut ^
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lésions intestinales et hémorragies diiïuses. La souris est moins sensible. Le lapin encore moins.
Lorsque l'animal survit un certain temps (surtout le lapin), il se produit quelquefois une pyohémie (ganglions mésentériques, foie, rate) ou une polyomyélite antérieure (Gilbert et Lion, 1892) dont il peut d'ailleurs guérir.
L'inoculation intrasplénique (Rodkt et ZaIdmann) équivaut à. une inoculation intravasculaire. Elle produit exactement les mêmes effets.
E) Toxines
La culture filtrée est toxique (Malvoz) ; le précipité par le sulfate d'ammoniaque est toxique.
Il faut de fortes doses.
L'injection intraveineuse chez le lapin produit : parésie, coma, hypothermie; puis : convulsions, contractures jusqu'à la mort ou (dose faible], une cachexie chronique avec diarrhée (Gilbert). L'injection inlrapéritonéale de fortes doses au cobaye donne du collapsus algide et la mort : le sang est alors envahi par le Coli-bacille de l'inlcstin (Aghard et Uexault).
UoGER a étudié les effets sur la grenouille.
F) Immunisation
L'immunisation est assez facile à opérer. On peut inoculer des doses progressives de cultures virulentes ou de toxine (Demel et Orlandi, 1894; Salvati et Gaetano, 1895; Albarran et MosNY, 4896, etc.).
C'est surtout Uodet (1896-1900) qui a immunisé de gros animaux (chevaly mouton) vis-à-vis de nombreux échantillons de Colibacilles, par inoculation progressive de cultures vivantes ou tuées.
Pour certains, les animaux vaccinés contre le B. d'Ebcrih le seraient aussi contre quelques Colibacilles et réciproquement (Sanarelli, Cesaris-Demel et Orlandi). Le sérum anticolibacillaire serait immunisant contre le li. cVEbcrth, tandis que le
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sérum de cheval antityphique ne serait pas immunisant contre les Colibacilles.
G) Diagnostic bactériologique
On prélève un des nombreux produits pathologiques qui peuvent contenir du Colibacille (fausses membranes, exsudats, pus, sang, matières fécales, etc.), on ensemence en bouillon et on cultive à -j- 440.5 (méthode de Rodet, p. 412). Si la culture est négative au bout de quarante-huit heures, le Colibacille n'était pas en cause. Si la culture est positive et composée de bacilles ne prenant pas le Gram : faire toutes les opérations susdites de différenciation. On recherchera si le sang du malade agglutine son colibacille. On inoculera au cobaye, les colibacilles pathogènes pour rhomme étant d'ordinaire plus virulents ponr le cobaye. A Tautopsie : le Colibacille normal de l'intestin a presque toujours envahi les organes, surtout le foie (voy. p. 14). Pendant la vie même : le Colibacille peut envahir des pus engendrés par d'autres microbes, qui, eux-mêmes, peuvent avoir disparu. Donc : être très prudent dans l'attribution d'ime affection au Colibacille,
Nous avons vu que le Sérodiagnostic des affections à Colibacilles était impossible [Agglutination, p. 674).
H) SÉROTHÉRAPIE
Voyez plus hdMÏ Agglutination (p. 674) et Immunisation (p. 678).
CIUlMTRi: XII LE VIBRION CHOLÉRIOUE
Découvei*i par Kogh, en 1884.
Son étude est très complexe. Le V. Cholérique n*est pas une espèce bien délimitée. Nombreuses sont les variétés s*éloignant du t^pe décrit par Koch. En outre, on a rencontré dans les eaux, dans les fèces d'hommes sains, des vibrions voisins ou même identiques, en dehors de toute épidémie (vibrions paracholériques). L'espèce : Vibrion cholérique, bien qu'engendrant une maladie bien définie, le choléra asiatique, n'est pas, botaniquement, mieux défini que l'espèce : Colibacille. Aussi, dans un travail, portant sur le V. Cholérique, doit-on toujours indiquer la provenance de celui-ci : V. de Massaouahy de Hambourg , etc. Il ny a pas un Vibtion cholérique, mais des vibrions cholériques.
On a nettement séparé du V. Cholérique : le V. de Finkler- Prior (choléra nostras), le V. Metchnikowi (maladie des poules, étudiée par Gamaleia), le V. de Denche (isolé d'un- fromage), bien que leurs caractères soient très voisins.
On relira le chapitre des Analyses d'eau (p. 420}.
A) Isolement. Cultures
lo Isolement. — On ensemence en solution peptonée (voy. p. 89) le produit suspect. Dès la septième heure, on prend une parcelle du voile et on fait des stries sur une boîte de Pétri chargée de gélose. On met à -|- 37°. Dès la sixième heure, on peut prélever les colonies. En quinze heures, l'isolement est elTeclué.
2^ Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif, bien que très avide d'oxygène: vit d'ailleurs en anaérobie
ISOLEMENT. CrLTURES
dansl'mlfistin. Végète deH- iS^à + 40«.T. optima = 370. Cultive bien dans tous les milieux neutres ou légèrement alcalins. Metcnhikoff a montré que certains microbes favorisent les cultures sur plaques, et que d'autres [B. pijocyanique, certains cocci) les entravent. Un coccus blanc retarde le développement de plusieurs jours; les rares vibrions qui poussent ont des formes d'involution (double massue).
30 Cultures sur .milieux solides. — A. Gélose. — Rapidement, une strie blanchâtre sans caractères spéciaux.
B. Sérum. — Développement rapide. Liquéfaction avec teinte brune.
C. PoMMK DE TERRE. — Développement presque nul sur pomme de terre acide; culture abondante, épaisse, brune (café au lait), sur pomme de terre alcalinisée.
Fig. 317.
V. choléngue
Colonies sur plaque de gélatine, a différents stades de développement.
D. Gélatine. — Assez caractéristique.
Sur plaques : les colonies apparaissent vers la vingtième heure, sous forme de petits points blanchâtres, qui deviennent bientôt granuleux et à bords sinueux ; la liquéfaction commence bientôt et se produit en cupule, la colonie granuleuse occupant le centre de la zone liquéfiée (fig. 317); la liquéfaction est bientôt complète, envahissant toute la plaque.
Par piqûre : les colonies apparaissent le long de la piqûre vers la vingtième bcure. Une petite cupule, contenant habituellement une bulle d'air, se montre bientôt à la surface ; la liquéfaction est rapide, en entonnoir (fig. 156,6), et envahit bientôt tout le tube.
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40 Cultures en milieux liquides. — A . Eau peptonêb (meilleur milieu que le bouillon vojez plus loin, page 69). — A la surface, dès la douzième heure, voile mince, blanch&tret fragile. Dans la suite : précipité floconneux. La rapidité de formation de ce voile est un caractère très précieux pour la diagnose.
B. BoriLLON. — Végète plus lentement.
C. Lait. — Pas de coagulation. Utiliser du lait chauffé à + 100°
(Hess).
B) Coloration, Caractères uigrosgopiqcbs
1" Coloration. — Se colore un peu difficilement ; se servir d'une solution mordancée. Ne prend ni le Gram, ni le ClatuHm.
Fig. 318.
V. cholérique
Culture de 24 heures, ea eau peptonée.
Gr. =s 1 000 D.
2° Forme. — Le V. Cholérique est extrêmement polymorphe. Forme type : bAtonnet trapu (1,5 à 3 |ji sur 0,5 à 0,6 ix), légère-
ment incurvé (Bacille virgule). C'est celle qu'on observe dans les selles et dans le voile de la culture en eau peptonée (lig. 318). Quelques éléments peuvent être bout à bout et simuler un spirille (Spirillum choieras asialicœ) parfois fort long.
D'autres échantillons sont minces et en S (V. de Massaouah, V. de Courbevùie)j ou rectilignes (V. de Shangaï), ou très petits, cocciformes (V. de Malte). Mbtcunikoff a vu le passage d'une forme courte à la forme allongée.
Dans les cultures âgées : formes d'involution (renflements, éléments arrondis, etc.), prises par Hcsppe pour des spores. Ce sont des pseudo-spores. Ces formes d'involution apparaissent quelquefois en quarante-huit heures.
Fig. 319.
V. cholérique (différents types
Cils vibraliles.
3" Mobilité. — Très mobile. Cils de nombre et de disposition variables (Nki-hauss) (lig. 319). Le type ne possède qu'un cil a
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chaque extrémité ; il peut y avoir un bouquet de 3 ou 4 cils à chaque extrémité (Nicolle et Morax) ; les cils peuvent manquer. Les rechercher en jeune culture sur gélose.
4** Spores. — Pas de spores.
C) Caractères riologiques
1° Habitat. — Hors des déjections cholériques, il peut exister dans les eaux et les boues.
2® Vitalité. — Les cultures sur gélose conservent leur vitalité plusieurs mois, si on les maintient à l'abri de la lumière et de la dessiccation. La dessiccation les tue très vite; elle a moins d'action sur les déjections cholériques.
Une culture est stérilisée par un chauiïage de dix minutes ù + 60o.
Des traces d'antiseptiques arrêtent les cultures.
Le y. cholérique se conserve un an et plus dans Teau stérilisée (Hochsteter), moins longtemps pour Straus et Dubarry ; il vit longtemps dans le lait, dans le beurre (Heim).
3" Virulence. — Extrêmement variable. L'atténuation des cultures est rapide.
Voy. : exaltation (p. 689) . On arrive à avoir un virus fixe.
4° Caractères biochimiques. — Le V. cholérique réduit les nitrates et forme des ni tri tes (eau peptonée) ; il fait de Vindol. Voy. 240, la réaction du rouge choléra qui n'est pas caractéristique et manque souvent. Le V. cholérique fait fermenter le glucose, et, à moindre degré, la maltose, la lactose, etc. (Kupria- N'ow), avec formation d'acides lactique, acétique, butyrique.
5^ Agglutination. — L'agglutination avait été vue, en 1889, par Chahrin et Roger, dans des cultures de B. pyocyanique en sérum de vacciné, mais c'est à propos du V. cholérique que cette curieuse et si importante propriété des microbes a été mise en lumière.
Pfeiffer cl IssAEFP (1894) ont d'abord vu le phénomène in vivo (phénomène de Pfeiffer). Si on injecte de la culture dans le péritoine d'un cobaye hypervacciné, ou, dans le péritoine d'un cobaye neuf, 1 centimètre cube d'une émulsion de V. cholérique mélangée avec quelques gouttes de sérum préventif (anticholérique ou de convalescent), le liquide péritonéal, examiné au bout de dix k trente minutes, montre des microbes immobiles, granuleux, en forme de boules, en voie de destruction. C'est l'agglutination suivie de la dissolution des vibrions. Cette expérience a donné lieu à de nombreuses controverses. En tous cas, le phénomène de Pfeiffer n'est pas spécifique; on peut réussir avec du sérum neuf, avec du bouillon. D'autres vibrions peuvent être agglutinés et détruits dans les mômes conditions. Il ne peut donc servir à la diagnose de l'espèce.
BoRDET (1895), Grûber et Durham (1896) obtiennent la réaction 171 vitro. Une émulsion de culture gélosée, additionnée de 1/20 de sérum préventif, est rapidement agglutinée. Donc : les sérums d'immunisés agglutinent le V. cholérique. Peut-on utiliser celte propriété pour la diagnose de l'espèce vibrionienne ? Non. L'agglutination de V. authentiques peut manquer; des Vibrions paracholériques peuvent agglutiner.
Certaines substances chimiques agglutinent le V. cholérique (chrysoïdine, formaline, etc.) .
Voyez page 692, le Sérodiagnostic.
D) Action pathogène
l*» Action naturelle. — Le V. cholérique est l'agent du choléra asiatique de l'homme. Il n'est pas naturellement pathogène pour les animaux (le choléra des poules, etc., n'ont de commun que le nom). Il reste cantonné dans V intestin et sécrète une toxine, qui engendre les symptômes. Le choléra est une intoxication. 11 existe dans les matières fécales et rarement dans les vomissements. 11 peut persister assez longtemps dans les fèces après la guérison .
On avait souvent essayé, sans succès, de faire ingérer à l'homme des matières fécales de cholériques (Bochefontaine,
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Klkin) ou dos cultures de V. cholérique (Pkttknkoffkr et Emmr- RicH, IIasterlick cl Strickbh, Ferran), en y ajoutant des purgatifs et en réalisant les meilleures conditions alimentaires. Une simple diarrhée était le seul résultat. Mktchnikoff (1893), après plusieurs insuccès, finit par donner à Tliomme, par l'ingestion d'une culture, un véritable choléra asiatique avec diarrhée rhizifornie, hypothermie, vomissements, crampes, vibrions dans les selles, etc. ; le cas ne fut pas mortel. Il chercha les causes qui peuvent ainsi faire varier les résultats de l'ingestion, et étudia la flore stomaccale et intestinale de l'homme. Telle fut Torigine de ses travaux sur les microbes favorisants ou empêchants. En somme : le choléra (comme le tétanos, p. 594, comme la gangrène gazeuse, p. 580) a besoin d'associations microbiennes pour se développer. Le V. cholérique^ en présence d'une muqueuse intestinale saine et privée des microbes favorisants, est inofTcnsif ; il l'est encore bien mieux s'il rencontre des microbes empêchants. A insi s'expliquent l'immunité de certains individus et surtout de certaines villes (Lyon, Versailles) vis-à-vis du choléra. Ce qui manque, dans ces cas, c'est la flore intestinale favorisante.
2'^ Action expérimentale. —A. Cobaye. — a. Inoculation sous-cutanée. — 11 faut de fortes doses de vibrions très virulents. Septicémie avec vibrions dans le sang. Hypothermie. Convusions. Collapsus.
b. Inoculation intramusculaire. — Réussit mieux.
c. Inoculation intrapéritonéale (méthode de choix). — Péritonite rapidement mortelle (Pfeiffkr) avec hypothermie, convulsions, collapsus. A l'autopsie : exsudât péritonéal avec quelques vibrions; intestin congestionné ; pas de lésions des viscères; vibrions dans le sang. La réussite de l'inoculation intrapéritonéale n'est pas un signe diagnostique du V. cholérique. Des vibrions, récemment isolés de selles cholériques, peuvent ne pas produire de péritonite, alors que des vibrions, ne provenant pas de cholériques, sont très virulents.
On inoculera de préférence une culture sur gélose. Les passages successifs exaltent : virulence fixe au 20*^ passage (Haffkine).
d. Ingestion. — L'ingestion simple esi> sans effets. Nicati et RiETSGH obtiennent, le premier, du choléra intestinal, en inoculant directement le V. dans le duodénum. Koch introduit dans Testomac, avec une sonde, un peu de carbonate de soude et, ensuite, la culture; il injecte, en même temps, 1",j de teinture d'opium dans le péritoine. Le choléra survient vers la 12* heure ; hypothermie, collapsus, selles diarrhéiques. Mort vers le 3® jour. Autopsie : intestin congestionné avec liquide séreux et flocons crémeux, contenant des vibrions en grande quantité et k l'état presque pur. Doybn remplace l'opium par l«c,8 d'alcool à 40^ par 100 grammes de cobaye et obtient les mêmes résultats. Mktch- NiKOFF a essayé l'action des microbes favorisants chez le jeune cobaye; le choléra obtenu est moins caractéristique que chez le jeune lapin.
B. Spbrmophile. — Plus sensible que le cobaye (Zabolotny). L'inoculation sous-cutanée réussit bien. L'ingestion de quelques gouttes de culture, sans aucun artifice, donne un choléra intestinal À la moitié des animaux : hypothermie, diarrhée, cyanose. Autopsie : intestin congestionné avec liquide riche en vibrions ; sang fertile.
C. Lapin. — C'est sur le jeune lapin que Metchnikokf (1894) est arrivé t reproduire, à coup sûr, le choléra intestinal.
Le jeune lapin, encore nourri au lait, a une flore intestinale peu riche. Il succombe vers le 6« jour au choléra intestinal, une fois sur deux, si on lui introduit de la culture par la bouche. Les lésions sont celles du choléra.
Si on ajoute au V. cholérique une culture de trois microbes (une torula, une sarcine blanche et un Colibacille), isolés de l'estomac de l'homme, 90 p. 100 des lapins meurent du choléra {microbes favorisants). Mort en hypothermie, après une longue agonie. Diarrhée séreuse avec grumeaux. Autopsie : uniquement de la congestion de l'intestin grêle (teinte hortensia) qui est distendu par un liquide glaireux, alcalin, avec flocons de mucus. Les microbes favorisants ont disparu. Une fois sur quati*e, le vibrion passe dans le sang.
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Le choléra des jeunes lapins est contagieux par les inamciles des mères.
Dès que les lapins sont sevrés, ils deviennent plus résistants; les inicrohos favorisants ne suffisent plus à leur donner le choléra. Adultes, ils sont réfractaires.
D. Chien. — Karlinskk GamaleFa ont reproduit le choléra intestinal chez le jeune chien.
E. Chat. — Karlinski, Wiener ont reproduit le choléra intestinal chez le jeune chat.
E) Toxines
Le choléra est une intoxication. Jusqu'en d896. la plus grande incertitude a régné sur Tcxistence de cette toxine dans les cultures.
Behring et Ransom (1895) soutenaient l'existence d'une toxine dlfTusible dans les bouillons, résistant à + 100^, très active pour le cobaye. Au contraire, Ouchinsky, Pfeifper pensaient que la toxine étant inlraprotoplasniique, ne diffusait pas.
HuEPPE et ScHOLL pensaient que, pour avoir une toxine active, il faut cultiver dans des œufs, à lahri de l'air. Le contenu de l'œuf, précipité par lalcool, est très toxique. Mais Grûber et Wiener montrèrent que cet empoisonnement (qui est subit) est produit par l'hydrogène sulfuré et l'alcool.
G.^maleFa croyait à la pluralité des toxines. Brieger et Frobn- KEL parlaient d'une toxalbumine, mais Ocghinsky montrait que la toxine peut être sécrétée dans un milieu exclusivement minéral.
Pétri avait choisi des cultui*es stérilisées à + 120® pt avait admis l'existence d'une toxopeptone qui tuait le cobaye, après une période d'incubation précédant la période morbide.
En 1896, Metchnikoff, Roux etTAURELLi-SALiMBRNi confirment les travaux de Behring et de Hansom. Le V. cholérique sécrète, de son vivant, dans les cultures, une toxine qui passe à travers les filtres de porcelaine, est modifiée par Tébullition, est rapi-
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demenl altérée par l'air et la lumière, est précipitée par l'alcool fort et le sulfate d'ammoniaque. La semence employée tuait le cobaye à 1 / 1 60 de centimètre cube en quelques heures (exaltation par cultures en sac de collodion dans le péritoine, alternées avec des inoculations directes dans le péritoine du cobaye). "La culture était faite en solution de peptone à 20 p. 4O0O, gélatinée à 20 p. 1000. La filtration avait été opérée le quatrième jour. La culture filtrée tue le cobaye en quelques minutes à trente heures, avec tous les symptômes du choléra; le lapin est trois fois moins sensible, la souris encore moins.
La même année, J. Courmont et Doyon ont confirmé ces résultats. Leurs cultures filtrées (anaérobies, mais surtout aérobies) ont tué le cobaye avec tous les symptômes classiques. Certains cobayes ont présenté une véritable maladie cui'able avec hypothermie. Certains lapins ont eu une paraplégie flasque avec anesthésie, due à des névrites périphériques (Paviot) . Les cultures tuées à -f- b2^ étaient plus toxiques que les cultures filtrées.
F) Immunisation
1^ Inoculation de cultures vivantes. — Ferran (1885) vaccine le cobaye et V homme (50 000 vaccinations humaines) en inoculant de petites doses de cultures virulentes. Le cobaye est ainsi devenu réfractaire aux doses mortelles. L'homme, après deux inoculations sous-cutanées, serait vacciné.
Haffkine (1892) inocule des vibrions à virulence fixe, atténués par la culture à + 39^ en présence d'un courant d'air (plusieurs cultures successives, de deux en deux jours) au cobaye et t Vhomme. Le cobaye est vacciné contre l'inoculation intrapéritonéale; il ne parait pas l'être contre le choléra intestinal. L'homme reçoit un vaccin, puis, huit jours après, une culture virulente : l'efficacité est douteuse.
S"" Inoculation de cultures tuées. — Klemperer, Vincenzi, Pkeiffer vaccinent avec des cultures tuées par la chaleur, injectées dans le péritoine du cobaye, contre la péritonite cholérique. Mais, on démontre bientôt que ce n'est pas une vaccination
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spécifique. Les injections de cultures chauffées de Micracoccus 2^rodigiosus (Klkin), de bouillon neuf (Israël), de sérum humain. de solution salée (Metchnikoff) agissent de même, en excitant la défense phagocytaire, qui a raison des vibrions injectés. bossABRT (1898) a immunisé la chèvre avec des cultures tuées à -h 60^ ou par le chloroforme.
30 Injection de toxine. — Metchnikoff, Roux et Taurelli- Salimheni ont vacciné avec leur toxine soluble (voy. p. 688). Les cobayes, les lapina, les chevaux, les chaires s'y accoutument vile et sont faciles à immuniser. Au bout de six mois, les chevaux reçoivent, sans réagir, une injection de 200 centimètres cubes de toxine, alors qu'ils étaient, au début, très malades à la suite d'une injection de 10 centimètres cubes.
(î) Diagnostic bactkriologioue
Le diagnostic bactériologique du choléra est très utile au clinicien et à l'hygiéniste, surtout au début des épidémies. Les premiers cas ne sont par toujours typiques; les médecins n'ont pas l'expérience d'une maladie qu'ils n'ont en général jamais vue; cependant l'hygiéniste, les pouvoirs publics exigent un prompt diagnostic. 11 s'est produit, en outre, en Europe, pendant ces dernières années, des épidémies locales, des cas isolés qu'on hésite à classer dans le choléra asiatique.
10 Constatation du vibrion cholérique dans les selles —
(Nestlé procédé de choix. Isoler les vibrions est chose très facile, mais les identifier est un des problèmes les plus difficiles à résoudre de la bactériologie.
A. Recherche du vibrion. — a. E.vamen microscopique. — On prend un grain rizi forme, on Técrase entre deux lamelles, on colore à la fuchsine de Ziehl diluée. Dans quelques cas, on verra des amas de vibrions, en culture pure, tous orientés dans le même sens; cela suffit au diagnostic. Bien plus souvent, les résultats de l'examen seront incertains .
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b. Cultures. — 1^* On ensemence un peu de matière cholérique dans plusieurs ballons de lu solution de Mrtchnikoff :
Eau 1 000 grammes
Peptone 10 —
Sel marin 5 —
(Jêlaline 20 —
Alcaliniser.
Le trouble se manifeste en trois heures, le voile apparaît vers la septième heure. Ce voile est composé de bacilles virgules (voy. flg. 318).
Chantkmessg (1902) a proposé son gélo-diagnostic (yoy. p. 421). On opérera comme pour la fièvre typhoïde, mais en employant du sérum anticholérique à la place du sérum antityphique. On essuiera le bouchon de carafe sur deux plaques de gélatine ordinaire. Nous préférons le premier procédé.
D. Identification du vibrion. — Nous Pavons dit, c'est là le point dinicile. A vrai dire nous ne possédons aucun signe distinctif certain pour afiirmer qu'un vibrion est bien celui de Koch. En temps d'épidémie, la différenciation n'est pas nécessaire, l'existence d'une culture abondante de vibrions provenant des selles est jugée comme suffisante. Mais, au début d'une épidémie, alors que du diagnostic différentiel dépendent les mesures hygiéniques les plus graves, ou pour une épidémie établie mais qui parait très bénigne, pour conclure dans une analyse d'eau, etc., une identification certaine serait de toute utilité. Pendant la dernière épidémie parisienne, on a trouvé des vibrions dans certaines eaux, on les a retrouvés après la disparition de l'épidémie. Était-ce des vibrions cholériques? Les vibrions des eaux sont nombreux; Sanarklli en a trouvé trentedeux espèces dans les eaux de Paris. Nous le répétons, il n'existe pas un seul caractère pathognomonique^ ou plutôt, il n'en existe qu'un seul, trop long et compliqué : la reproduction du choléra chez le jeune lapin. Ce qui manque, c'est un procédé rapide et commode.
iVil LE VIBRION CHOLERIQUE
On s'adressera aux rnractèros suivants :
!• L'aspect des cultures sur j^'elaline (p. 681). l2« La coloratioQ des cils (p. 683).
3* La réaction du rouge-choléra (p. 2W). 4» La non-coagulation du lait (p. 6Kâ). 5» L'inoculation intrapéritonéale au cobaye (p. 686). 6« Le phénomène de Pfeiffer (p. 685).
7» L'agglutination par le sérum anticholérique (p. 685). 8» L'inoculation au cobaye immunisé par le sérum iréaction d'immunité ip. 693).
On se reportera à la description de chacun de ces signes pour voir qu'il n'est pas pathognomonique, mais s'ils existent tous, cet ensemble aura une grande signifîcation.
2'' Sérodiagnostic. — l^our Achard et Bexsaude (1897}, le sang des cholériques (13 fois sur 14), dès le premier jour delà maladie, agglutinerait, en moins d'une heure, à 1/10 et 1, 15 une émulsion de culture sur gélose de V. cholérique. Le sérodiagnostic serait possible. Si le fait se confirme, le sérodiagnostic rendra les plus grands services.
II) Traitement bactériologique
±» Inoculation de cultures. — Voir plus haut (p. 689) les tentatives de Fehrax et de IIaffkine.
2^ Sérothérapie. — Lazarus voit que le sang des convalescents du choléra peut immuniser le cobaye. Mais le sérum d'hommes n'ayant jamais eu le choléra peut agir de même (Metchnikoff, Klemperer). Le sang d'un homme venant de succomber peut être très préventif, tandis que celui d'un homme guéri peut être inactif (Metchnikoff).
Klemperer montre que le sérum des animaux vaccinés est préventif. Pfeiffer et Issaîîff (1894) obtiennent un sérum qui préserve le cobaye t\ la dose de 1/15 de milligramme (très aclil). et qui est très agglutinant. Pour Metchnikoff, ce sérum n'est ni bactéricide, ni antitoxique, puisqu'il est ineflicace Kîontre le
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choléra intestinal; il agit en excitant les phagocytes du péritoine du cobave.
Pfeiffer pensait qu'on pourrait différencier le V. cholérique par l'action immunisante de son sérum {réaction d'immunité). Serait cholérique tout vibrion qui, injecté dans le péritoine, tuerait le cobaye neuf et respecterait le cobaye vacciné ; serait pseudo-cholérique tout vibrion qui ne serait pas influencé par l'immunisation. Mais, celle réaclion peut manquer vis-ft-vis de vibrions cholériques authentiques, retirés des selles, et elle peut exister pour des vibrions saprophytes.
Metchsikoff, Houx et Taurelli-Salimbexi ont étudié le sérum de leurs chevaux immunisés (voy. p. 090). Il est préventif visà-vis de la péritonite du cobaye à O'^^GOo. Il est aniitoxiquc; 2 centimètres cubes neutralisent quatre doses mortelles de toxine. ïl est, consé(|uemment, préventif vis-à-vis du choléra intestinal du jeune lapin qui est une intoxication: 60 p. 100 de? lapins ayant reçu 4 à 8 centimètres cubes sous la peau, résistent. Il n'est pas cura/ewr, injecté vingt-quatre heures après l'ingestion du vibrion.
GIIAPITRK XIIÏ BACILLE DE L'INFLIENZA
11 a élc découvert par Pfeifper (1892), dont les travaux ont été confirmés par Wkichselbaum, Klkin, etc. Est-il spécifique? Beaucoup d'auteurs le nient. Pkkiffer lui-méine ne l'a pas trouvé dans la grippe de 1895. Besson, Achalme, Rosentual ont également échoué. C'est probablement, dans ces cas, qu'on observe le B, de Teissier, Roux et Pittion.
RosENTHAL conclut i « le coccobacille hémophile de Pfeiffer est un microbe vulgaire du poumon, il n'est pas le bacille de l'inlluenza. » Cette conclusion est prématurée. Le B. de Pfeiffer peut trè.s bien vivre habituellement sur nous en saprophvle, en dehors des cas d'influenza tout en étant l'agent de celle-ci. 11 est, en outre, possible que nous rangions sous l'étiquette» Infiuenza » des maladies diverses. 11 est également, possible que le B, de Pfeiffer occasionne des affections pulmonaires, autres que celles de l'influenza. Nous admettrons, en tout cas, que le B. de Pfeiffer est pathogène pour l'homme.
Pfeiffer avait décrit un Pscudoinflucnza bacillus. On est d'accord pour ridentifier avec le véritable, aiusi que les B. de Gr\s-
SRERGER et d'ELMASSIAX.
A) Is(n.EMENT, Cultures
l*^ Isolement. — Faire gargariser le malade et le faire cra" cher dans de l'eau .stérilisée; laver plusieurs fois la partie solide du crachat; prendre le centre; éniulsionner dans de l'eau stérilisée; ensemencer par stries des tubes de gélose sanglante
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2^ Caractères généraux des cultures. — Exige de Thémoglobine (?) dans les milieux nutritifs; ne végète pas sur les milieux ordinaires. Exclusivement aérobie. Végète de -f- 26^ à + 42^^; T<^ optîma = 37«^.
3^ Cultures sur milieux solides. — Le seul milieu favorable est la gélose sanglante. On prend un tube de gélose (neutre ou légèrement alcaline), on le liquéfie ; dès le refroidissement on étale sur la surface inclinée une goutte de sang (d'homme, de cheval, de lapin, de pigeon) en couche très mince. On peut aussi employer le sang gélose de Voges ou de Bkzançon (voy. p. H2) qui donne des colonies un peu plus grosses. Le chauffage préalable du sang à + 50®, 60° fournit de meilleurs milieux.
L'ensemencement donne, en vingt-quatre ou quarante-huit heures, des colonies très fines, visibles seulement à la loupe, ressemblant à des goutelettes d'eau. Pfeiffer a obtenu des passages successifs. 11 faut garder les tubes en milieu humide (voy. Vitalité).
C'est ïhémoglobine qui favorise la culture (Pfciffer); les milieux à l'hémoglobine de IIuuër ne sont cependant guère favorables.
On peut réussir sur gélosc-ascitc (Elmassian, Kosenthal), donc sans hémoglobine.
4^ Cultures en milieux liquides. — Le sérum rouge de lapin (coloré par l'hémoglobine) est un bon milieu (Hosenthal). Il en est de même du bouillon additionné de sang de pigeon. Trouble uniforme qui augmente pendant trois jours, puis le bouillon s'éclaircil.
B) Coloration, (Caractères microscopiques
1«> Coloration. — Se colore diflicilement. 11 faut employer une solution mordancée (fuchsine de Ziehl diluée à l/*20) pendant une dizaine de minutes et à chaud. Ne prend pas le Gram.
2® Forme. — Le B. de l influcnza est extrêmement petit,
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aussi petit que le bacille de la septicémie des souris (1 jx sur 1.2^1).
Il a la forme d'un coccobacille. qu'on ne distingue qu'avec de forts grossissements.
Il est isolé, ou en chaînettes de trois ou quatre éléments. Dans les crachats il est spécialement petit et réuni en amas; on en
Fig. 320.
B. de Vinfluenza.
Culture de 24 heures sur sang gélose. (Fort grossissement.)
trouve à l'intérieur des leucocytes. Dans les cultures (ûg. 320) il est un peu plus gros, sous forme de petits bâtonnets à bouts arrondis (pendant quarante-huit heures) puis il s'allonge en filaments parfois fort longs (10 ,u et plus, (jrassberger) ; enfin, dans les cultures anciennes, les formes d'involution ne sont pas rares (bacilles à vacuole, formes sinueuses, formes monstres en coin ou en massue, etc.). Les formes longues se voient surtout dans les milieux peu favorables (Delius et Kolle).
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3° Immobilité. — Immobile.
A^ Spores. — Pas de spores.
Q CARACTÈnES BIOLOGIQUES
1*^ Habitat. — En dehors des malades, le B. de rin/îuenza, peut persister des semaines après la guérison dans les crachats, dans des lésions cavilaires tuberculeuses, etc. D'après Rosenthal. c'est un hôte habituel de nos poumons.
Z° Vitalité. — Dans les crachats humides, il se conserve quatorze jours au moins. Quarante heures de dessiccation stérilisent les crachats. Les cultures sur sang gélose meurent vers le douzième jour ou avant. La dessiccation tue une culture en deux heures à + 37^. La chaleur les tue facilement. En repiquant les cultures tous les quatre ou cinq jours, on peut avoir des passages positifs pendant plusieurs mois, mais on échoue souvent.
La grande sensibilité du microbe à la dessiccation est une propriété à retenir.
30 Virulence. — Elle se perd très vite en cultures artificielles.
4^ Agglutination. — Nulle, par le sang des malades ayant le microbe dans les crachats (Meunier).
D) Action PATiiooèNE
1^ Action naturelle. — Linflucnza (bien qu'on ait .soutenu le contraire) est une maladie exclusivement humaine. Est-elle toujours due au B. (le Pfeiffer ? N'y a-t-il pas plusieurs influenzas 1 Le B, de Pfeiffer n'est-il pas (comme le Pneumocoque et tant d'autres) un hôte habituel de nos voies respiratoires ? Autant de questions en suspens. En tous cas, le B. de Pfeiffer ioue certainement un rôle pathogène chez l'homme, dans les maladies influenziques (broncho-pneumonies, pleurésies, méningites, arthrites, périostites, etc.).
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Il existe dans les crachats, le mucus nasal, les voies respiratoires. Il peut faire des broncho-pneumonies. Il n existe pas, pendant la vie, dans le sang des malados (rinfluenza est une intoxication], d'après Pfëikkëh : Hosknthal le trouve dans le sang du cœur après la mort. Il persiste longtemps après la guérison.
11 est presque toujours associé au Pneumocoque et au Streptocoque (vingt-quatre fois sur trente; Giussbergeu). quelquefois au Staphylocoque et au Colibacille. Ces associations microbiennes, qui jouent certainement un rôle dans la gravité de la maladie, favorisent les cultures. Dans un tube où végète le StaphylocoquCy les colonies du B. de Pfeiffcr poussent plus vite et sont plus grosses (colonies géantes). Ces grosses colonies, repiquées pures, redeviennent petites. Cette action favorisante est due aux produits solubles sécrétés par le Staphylocoque. Les autres microbes sont moins favorisants.
Réciproquement (Hosenthal), le Pneumocoque, mélangé au B. de Pfeiffer se repique indéfiniment (au lieu de périr rapidement) sur sang gélose.
2^ Action expérimentale. — Le dnge seul est sensible (Pfeiffeb). L'inoculation de crachats ou d'une première culture dans les voies respiratoires donne une influenza curable.
Cependant, on a tué la souris, par inoculation intrapéritonéale, et le lapin, par injection intraveineuse. Ils meurent d'intoxication par les produits préformés : il n'y a pas d'infection. Meunier. KosENTHAL sertiieut cependant arrivés à infecter des lapins. Delius et KoLLE ont, disent-ils, infecté souris, lapins et cobayes par voie péritonéale.
Slatineano (1901) aurait exalté la virulence, par passages dans le péritoine du cobaye (ac. lactique). Après cent quarante cinq passages, le bacille tuait rapidement par septicémie le lapin, le cobaye, la souris. L'auteur aurait immunisé le cobaye et obtenu un sérum préventif.
Cantani tue le lapin par inoculation sous-méningée.
Jagobson, ayant inoculé, dans le sang, le lapiri avec du B. de Pfeiffer mélangé à du Streptocoque aurait obtenu une septicé-
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mie uniquement k B, de Pfeiffer, On réussit aussi chez la souris, et la virulence s'exalte.
E) DiAGxNOSTIG BACTÉRIOLOGIQUE
11 faut rechercher le bacille dans les crachats, à l'intérieur des petites masses compactes. On fera un frottis, qu'on colorera avec la fuchsine de Ziehl diluée ou la thionine aqueuse à 2 p. 100, et on examinera avec un fort grossissement.
Dans les coupes : colorer pendant une demi-heure dans la fuchsine de Ziehl diluée; traiter pendant quelques secondes par l'alcool absolu faiblement acidulé avec l'acide acétique; dès que la coupe est rose violet, l'éclaircir et la monter. Les bacilles sont rouges sur fond rose.
On fera une culture sur gélose sanglante ou sang gélose (voy. Isolement y p. 695). On a utilisé Faction favorisante du Staphylocoque. On fait, sur le tube de sang gélose, préalablement ensemencé avec le crachat, quelques stries avec une aiguille de platine chargée de staphylocoque. 11 se développe des colonies géantes à B, (le Pfeiffer le long des stries, (lela facilite beaucoup le diagnostic. Chez les enfants, on examinera le mucus pharyngien.
L'absence du B. de Pfeiffer ne peut faire rejeter le diagnostic d'influenza.
ClIAPITRli XIY BACILLE Dr CÎTANCKE MOT
DérouYcrl par DrcREV. de Xaples ^1889). Etudie par Uxna, par (ji. NiooLLE (1893). CuUivé par Bezaxvon, Griffox cl Lk S(H'Ri> (1900). pcul-L'lre par Lkn(;lf.t (1898).
A) ISOLKMRXT, (IlLTURES
1*^ Isolement. — Ensemencer lanfcmenl le pus du chancre (celui du bubon est souvent stérile).
2*' Caractères généraux des cultures. — Ne cultive pas sur les milieux ordinaires, uîcme après acclimatement. Aérobie.
3 ' Cultures sur milieux solides. — On les obtient sxivMng de lapin gélose (Brzan<;c)n, (îriffon et Le Sourd) (voj'. p. 112). En vingt-quatre heures, j'i + 37* : colonies arrondies, saillantes, hrillautos. Au bout de (juarante-huit heures : colonies de 1 ù 2 millimètres, opatpies. grisàlrcs. difficiles j\ dissocier; glissant sous l'aiguille de platine. Les colrmies sont plus volumineuses au repiquage, mais ne sont jamais confluenles.
4" Cultures en milieux liquides. — En aêrum non coagulé (le lapin : trouble léger, floconneux. Périssent rapidement.
H) CoLouATiox, (Caractères microscopiques
1^ Coloration. — Se colore bien par les couleurs basiques d'aniline. Ne prend pas le Grain.
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2*^ Forme. — Gros bacille trapu (iyVt à 2 [x sur 0,5 [i), à extrémités arrondies, et parfois un peu renflées. Le centre prend mal la couleur, d'où l'aspect en navette.
Fig. 3ii.
B. de Ducrey.
Cultivé sur sang gélose (d'après Bezançox, Ghiffon et Le Sourd).
Dans le pus : en chaînettes de 3 à 20 éléments, parfois serrées les unes contre les autres, formant de gros amas ; quelques éléments libres dans les polynucléaires.
Dans les cultures solides : en amas ou en courtes chaînettes (fig. 321). Longues chaînettes grêles et flexueuses, dans le liquide de condensation.
Dans les cultui'es liquides : streptobacilles (fig. 322).
C) Caractères biologiques
Le pus chancrcux reste longtemps virulent si on le conserve à l'abri de l'air (dix-sept jours et plus). La dessiccation à la tem-
»Ac:iLLK DU CHANCRE MOU
pcraliire ordinaii*p le ron<l rapidement inarlif (vingt-quatre à Irente-six heures). Un chauiïage d'une heure à + 42" le stérilise (Aubert). II est très sensible aux antiseptiques.
D. de Ducrey.
Cultivé en sérum liquide (d'après Bezançon, Griffon et Le Sourd).
La vitalité et la virulence se conservent longtemps dans les cultures sur sang gélose ; il suffit de les repiquer tous les quinze jours.
D) Action patiioc.knk
1° Action natureUe. —Microbe du chancre mou de l'homme ; associé à d'autres microbes dans le chancre; pur dans le bubon chancrclleux, où il est difficile à voir, mais assez commode à cultiver.
2° Action expérimentale. — A . Homme. — On sait qu'un pro-
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cédé de diagnostic du chancre mou est sa roinoculation au porteur (Uollet), une première atteinte ne conférant pas l'immunité; le chancre mou est indéfiniment réinoculable chez le même individu. On choisit la région externe du bras et on éraille simplement la peau; on recouvre d'un verre de montre flambé. Le chancre est caractéristique du quatrième au sixième jour.
I^es cultures reproduisent le chancre, comme le pus, dés le deuxième jour.
B, Animaux. — On n'a pu reproduire le chancre que sur le singe (Qv\KQV WD et Nicolle), peut-être sur le lapin.
E) Diagnostic bactériologique
1^ Examen direct. — Etaler le pus sans écraser. Colorer à la thionine. Colorer les coupes par le bleu phcniqué de Kilhne, et faire agir la solution de tanin de Nicolle, pendant quelques secondes.
2*' Cultures. — Dcsinfcrtor le chancre, laisser s'accumuler le pus. Ensemencer largement.
S^ Inoculation. — Inoculer le porteur, comme il a été dît plus haut. Se rappeler qu'il existe dos chancres mixtes (Uollet).
CHAPITRE XV BACILLE PYOCYAMQUE
Découvert par Gessard (1882). Est devenu, entre les mains de Charhin, le type du microbe d'étude, Tagent de la Maladie pyocyanique expérimentale S avec lequel il a élucidé une foule de problèmes; la sécrétion d'un ferment spécial, la pyocyannt^ rendait, en effet, le maniement de ce microbe très commode.
Très voisin du JB. pyocyanique est le microbe du lait bleu (B. cyanogène de Ehrenberg et Fuchs, étudié par Neelson et Hueppe), ne liquéfiant pas la gélatine, ne végétant qu'à + 22*^, et dont le pigment bleu n'a pas été isolé. 11 lui faut de l'acide lactique pour produire ce pigment.
Ne pas confondre le B. pyocyanique avec les nombreux microbes fluorescents.
A; Isolement, Cultures
1^^ Isolement. — Cultiver en bouillon, si le produit est pur; faire des cultures sur gélatine, si le produit est impur.
2^ Conditions générales des cultures. ~ Presque exclusivement aérobie bien que végétant légèrement dans le vide ; ne fabrique des pigments qu'en présence de l'air. Cultive de -f 15*^ à + 43°. T" optima = 37<». Très alcaligène. Réduit les niti*ates.
C'est avec le B. pyocyanique qu' Arnaud et CuARRl^ ont étudié l'utilisation des substances nutritives des milieux (voy. p. 71).
Charri.n, La maladie pyocyanique. Masson, Paris. 1889.
3^ Cultures sur milieux solides. — A. Sérum : liquéûé.
B. Gélose. — Dès la vingtième heure : strie verdâtre qui envahit rapidement la surface ; teinte fluorescente verte avec reflets nacrés du milieu.
C. Gélatine. — Piqûre, — Petites colonies, dès le deuxième jour, qui deviennent rapidement confluentes pour former une strie blanche. Liquéfaction en cône (fliite à Champagne), dès le troisième jour, se généralisant rapidement ; la gélatine liquéfiée
Fig. 323.
B. pyocyanique.
Culture en bouillon
de 24 heures.
Fig. 324.
B. pyocyanique.
Culture en bouillon
de 3 jours.
Fig. 325.
D. pyocyanique.
Culture en bouillon
de 8 jours.
est verte. J'ai eu un échantillon de B. pyocyanique qui ne liquéfiait pas.
Plaques. — Petites colonies jaunâtres, granuleuses, liquéfiant rapidement toute la plaque ; la gélatine liquéfiée est verte fluorescente.
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D. PoMSfE DE TERRE. — Enduît épaîs, brunâtre. Cet enduit enlevé, la pomme de terre sous-jacenle verdit à l'air.
E* Albumine de l'oeuf. — Belle fluorescence verte.
4^ Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Développement très rapide (trouble dès la huitième heure). Dès le troisième jour : voile blanc, ridé à la surface, qui épaissit, brunit et tombe au fond, l'ne culture Agée est très alcaline, visqueuse, filante. Odeur aromatique (de fleurs). Dès le premier jour : la partie supérieure du bouillon prend une teinte verdàtre fluoi'escenle (fig. 323); vers le troisième jour : tout le bouillon est vert (fig. 324 et 326) ; vers le huitième : le bouillon devient brun (fig. 325).
B. Lait coagulé, puis digéré.
C. Sérum. — Voyez Sérothérapie^ page
D. Liquide d'ARNAuo et Charrin. Vovez page 81.
B) Coloration, Caractères microscopiques
Fig. 326.
pyocyanique.
1^ Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d'aniline. Prend le Grain.
2^ Forme. — Petit bâtonnet ovoïde (1,5 [i sur 0,5 jjl), à extrémités arrondies, parfois réuni en courtes chaînettes de 2 ou 3 éléments. Voyez fig. 3, page 9, les variations morphologiques considérables dont il est susceptible, suivant la composition du bouillon (Gharri>' et Guignard).
3*^ Mobilité. — Mobile, l'n cil vibratile à une extrémité. 49 Spores. — Pas de spores.
C) Caractères biologiques
1*^ Habitat. — Existe dans le sol, dans les eaux, dans les poussières, dans le tube digestif de Phomme sain et des animaux.
2° Vitalité, VimlenGe. — Les cultures conservent longtemps leur vitalité et leur virulence.
3^ Agglutination. — L'agglutination dans le sérum des vaccinés est le premier exemple constaté d'agglutination tu vitro (CuARRiN et Roger, 1889).
4^ Fabrication de pigments. — Voyez page 233 les détails sur les pigments : pyocyanine (pyocyanine bleue et pigment vert fluorescent de Kunz) .
On peut faire varier la production de ces deux pigments.
La culture en solution de peptone ne sécrète que la pyocyanine bleue ; de même, la culture sur gélose ou gélatine peptoglycérinée (Gessard). La culture en milieu contenant 2 p. 100 de glucose, ou sur albumine de l'œuf, ne sécrète que le pigment vert. La culture en milieux glycosés & 5 ou 6 p . 100, en sérum d'immunisés, ne sécrète pas de matière colorante.
On peut même créer des races sécrétant soit le pigment bleu, soit le pigment vert (Gessard), ou incapables de sécréter du pigment (Wasserzug, CuARRiNet Phisalix).
Radais (1897) a vu un échantillon qui, outre les pigments ordinaires, produit, dans certains milieux (à tyrosine 0,î> p. 1000), une couleur rouge qui (pigment rouge-brun) passe ensuite au noir. Cela est dû à l'oxydation de la tyrosine par une diastase oxydante, la tyrosinase, sécrétée par les échantillons niélanogènes. La culture sur pomme de terre est rouge marron el noircit ensuite. Le lait est converti en liquide semblable à l'encre.
Le pigment vert fluorescent n'est pas caractéristique du B. pyocyanique. Jordan (1899) l'a retrouvé dans les cultures de 50 espèces microbiennes {B» fluorescens liquefacienSy etc.) La fluorescence (exigeant des milieux phosphatés, abolie par les acides, rétablie par les alcalis, invisible à l'éclairage artificiel) ne peut donc caractériser le JB. pyocyanique ; il fautretouver la pyocyanine bleue.
Es iMinmi y daam^ÊSKomàSàioBJk naturelles, on rencontre 3 types de B. pyocyaniques :
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1^ Le B. pyocyanogène et fluorescigène (cas habituel) ;
2" Le B. exclusivement pyocyanogène (Jordan) ;
3*^ Le B. mclanogcne, avec ou sans les autres pigments (Radais) ; et on peut réaliser ces trois types expérimentalement. Dans les vieilles cultures de laboratoire, le B. pyocyanique arrive à ne plus sécréter que du pigment fluorescent.
Gessard admet que le B. pyocyanique normal ne fait que de la pyocyanine (en milieu azoté) ; il peut acquérir, dans certaines conditions de vie parasitaire dans un organisme animal vivant,, la propriété de faire en plus : 1« le pigment vert fluorescent (en milieu phosphaté) ; 2^ le pigment rouge brun (en milieu àtyrosine). Le bouillon peptoné est favorable & la production de la pyocianine et du pigment vert.
5^ Antagonisme. — Le B. pyocyanique, dans les cultures, empêche le développement du B. anthracis, du V. cholérique. KuMPP a prétendu, à tort, qu'il en était de même vis-à-vis du B. d'Eberth.
D) Action pathogène
1<> Action naturelle. -- LeB. pyocyanique est l'agent du pus bleUy devenu très rare depuis l'antisepsie; il s'y trouve toujours associé avec les pyogènes, n'étant qu'une complication, d'ailleurs peu grave, de la suppuration elle-même. — Le B. pyocyanique engendre parfois une infection secondaire générale (une vingtaine d'observations en général très graves, surtout chez Tenfant), de l'appendicite, des otites, etc. Il se rencontre dans le nez, dans la gorge. Le B. mélanogène a été trouvé par Cassin et Charrix dans des plaies furonculeuses de la jambe. On a incriminé le B. pyocyanique dans la diarrhée de Gochiachine (Calmette), dans la dysenterie (Lartkîan), dans les entérites des nourrissons.
La rencontre du B. pyocyanique chez les animaux de laboratoire, inoculés avec des produits quelconques, n'est pas rare.
2° Action expérimentale. — Le Cobaye, le Rat, la Souris, sont très sensibles; ils succombent à l'inoculation sous-cutanée de très petites doses.
Le Lapin est moins réceptif; il succombe rarement à l'inoculation sous-cutanée. Charrin a montré que c'était le réactif par excellence de la maladie pyocyanique.
V inoculation sous-cutanée produit une tuméfaction locale suivie d'une ulcération. Le B. se généralise. A l'autopsie : les organes sont congestionnés, le péritoine contient un peu de sérosité louche. Le B. se retrouve dans le sang, les organes, les urines.
Uinoculation intrapéritonéale donne une mort plus rapide avec symptômes analogues. Exsudât souvent hémorragique du péritoine. CoUapsus. Hypothermie.
Vinoculation intraveineuse au lapin est la meilleure manière d'étudier le B. pyocyanique. Si la dose est forte (1 ce), l'animal meurt en quelques heures avec fièvre, diarrhée, albuminurie, bacilles nombreux dans le sang et surtout dans les reins. Si la dose est suffisamment faible pour que la maladie soit chronique, on constate de la néphrite (petit rein contracté) avec hypertrophie du cœur, parfois de la dégénérescence amylolde des reins, des infarctus, des hémorragies, des ulcérations des muqueuses digestives, de l'amaigrissement, des paralysies avec ou sans contractures etc., etc. Les bacilles ont souvent disparu du sang. Toutes ces lésions ont été bien décrites par Charrin qui a reproduit, chez le lapin, presque toutes les lésions de la pattiologie infectieuse. L'animal peut guérir. Les inoculations en séries, chez le lapin, exaltent considérablement la virulence; on peut avoir des cultures tuant, dans le sang, à 0 ce. 05. Gharrix a établi expérimentalement les suites de l'infection, le microbe et la toxine ayant cessé d'agir.
Le Pigeon est réfractaire.
E) Toxines
La pyocyanine n'est pas toxique. Le B. sécrète, à côté des pijzments, de véritables toxines. C'est en filtrant les cultures en bouillon de B. pyocyanique que Charrin a donné la première démonstration de l'existence des produits solubles toxiques. On peut reproduire tous les symptômes de la maladie expérimentale avec les toxines. C'est l'expérience type (filtration de culture
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sur bougie Chamberland) qu'on reproduit journellemenl dans les laboratoires. Il est bon d'employer un bouillon alcalin et peplonisé ù 2 p. 100.
Des cultures de quarante jours, stérilisées par le toluol, sont toxiques pour le cobaye, à 0 ce. 5 dans le péritoine (Wassermaxx), mais sont rapidement altérées par un chauffage ù. -f- 100^.
Les toxines sont multiples (Bouchard, Cuarrin). Les unes sont précipilables par l'alcool, diastasiques; les autres sontsoluhies dans Talcool, alcaloïdiques ; d'autres, enfin, sont volatiles (Charrin).
(^HARRiN et GciLLEMoxAT (190*2) Ont montré que les produits immédiatement toxiques, sans incubation, sont volatils ; il suffit de distiller à + 40<> pour les extraire. La mucine, qui existe dans les cultures, est antagoniste de ces produits volatils.
F) Immunisation
Les lapins ayant reçu, à 5 ou 6 reprises, et à deux ou trois jours d'intervalle, des doses non mortelles de culture (0 ce. 3 à 1 ce.) acquièrent l'immunité.
On peut vacciner aussi avec les cultures chaufTées ou filtrées. La vaccination avec la culture filtrée, réalisée par Charrin, en 1887, a été la première démonstration irréfutable à vaccination chimique (voy. p. 333). Les substances immunisantes sont distinctes des toxiques (Bouchard, Charrin).
Il y a, dans les cultures filtrées, des substances immédiatement favorisantes, qu'on peut opposer aux substances vaccinantes (Bouchard).
Si on injecte à un animal, récepteur pour le charbon, un mélange de B. anthracis et de B. pyocy unique, le charbon ne se développe pas (Bouchard) ; les cultures filtrées du B. pyocyanique ont les mêmes propriétés empêchantes (Blagovetschensky).
HuMPF, se basant sur le soi-disant antagonisme du B. pyocyanique et d\i B. d'Eberth^ aurait traité, avec succès, des fièvres typhoïdes par des injections de cultures stérilisées de B. pyoq/anique. Besson a, au contraire, noté l'action favorisante pour le B. d'Eberlh et le Colibacille des cultures filtrées de B. pyocyanique.
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D'ailleurs, on a vu des fièvres typhoïdes mortelles avec infection secondaire à B. pyocyanique.
G) Diagnostic bactériologique
Ensemencer en bouillon peptoné, et rechercher la réaction de la pjocyanine. La réaction réussit, même si la culture est impure. 11 faut savoir que lesB., récemment isolés, sont parfois dénués de pouvoir chromogéne, qu'ils ne récupèrent qu'après plusieurs générations in vitro. L'ensemencement sur gélatine est alors plus caractéristique.
Les pus à B. pyocyanique sont d'ailleurs bleus et ont l'odeur aromati(]ue caractéristique.
En cas d'infection secondaire : ensemencer la pulpe des organes.
II) Sérothérapie
Le B. pyocyanique occupe également une place importante dans l'histoire de la découverte des sérums thérapeutiques.
Le B. végète en sérum de vacciné, mais atténué et agglutiné (Charrix et Uoger); il est donc doué de propriétés bactéricides et agglutinantes. La culture en sérum de vacciné n'élabore pas de pigments; une goutte de sérum d'immunisé ajouté à du sérum neuf suflit à. empêcher la production du pigment.
(iheorghikwsky a étudié la destruction des bacilles dans le corps des immunisés; elle serait uniquement intracellulaire. Charrin et Roger ont nettement observé, au contraire, une action atténuante et bactéricide hors des phagocytes, dans les humeurs.
Le sérum est immunisant et curateur (Charrin) et les propriétés immunisantes appartiennent aux parties liquides (Bouchard). Ces deux découvertes ont leur place dans la genèse de la sérothérapie (voy. p. 811).
CHAPITRE XVI LE PNEUMOCOQUE
Le Pneumocoque, ou Streptococcus lanccolalus, a été découvert, en 1881, dans la salive d'un enfant mort de rage par PASTErR. qui le considéra comme un saprophyte de nos voies naturelles {Micrococcus Pasteuri). TALAMOx,cn 1883, puis Froenkel, en 1885, le décrivent comme l'agent de la pneumonie (Diplococcus de TaJamon-Frœnkel).
Confondu au début (Sternberg, 1881) avec le PneumobaciUe de Friedlânder (p. 788), il est voisin du Diplococcus intracellularis meningitidis de Weichselbaum (p. 784), de VEnlérocoque (p. 786). d'un microbe isolé, en 1897, par Bezançon et Griffon, d'un cas de pneumonie, plus virulent pour le cobaye que pour la souris ; mais il ne peut être confondu avec eux.
A) Isolement, Cultures
10 Isolement. — Le meilleur procédé consiste ù inoculer une wuris ou un lapin et à cultiver le sang du cœur. Voyez (p. 718) le moyen de conserver la semence vivante et virulente.
2<^ Conditions générales des cultures. — Aérobie facultatif. Se développe de + 30*^ à -h 42^. T^ optima = + 35'^ + 37^ Se cultive difficilement sur les milieux solides. Préfère les milieux légèrement alcalins.JNe végète pas dans sa propre culture, même filtrée dès l'Age de vingt-quatre heures.
a** Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. Gélose. — En vingt-quatre heures : fin semis de petites colonies transpa-
rentes, en gouttes de rosée, très diilicilcs à distinguer, assez caractéristiques. Elles deviennent parfois confluentes sur sérum. Elles sont plus abondantes sur gélose-ascite, légèrement alcaline.
B. GÉLATINE. — Ne peut s*y développer, puisqu'il exige + 24<^.
C. Pomme de terre. — Très légère traînée, humide, presque invisible.
4<' Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — En trente-six heures, trouble très léger. Rapidement : dépôt pulvérulent peu abondant, et éclaircissement du bouillon. En somme : culture maigre.
fî. Bouillon sanglant. — On ajoute une partie de sang aseptique de lapin à 4 parties de bouillon stérilisé. Le développement est très abondant ; le trouble est intense et le dépôt sablonneux important.
C. Sérum. — Préférer du séinjm de lapin très jeune, recueilli aseptiquement (Mosny). Culture abondante; le milieu devient épais, se trouble; il se forme ensuite un précipité abondant. La vitalité de la culture est courte, mais la morphologie classique, c'est un milieu de diagnostic.
Dans le sérum des animaux sensibles, le développement est abondant, la vitalité courte, la virulence faible. Dans le sérum des réfractaircs, le développement est peu abondant, mais la vitalité plus longue. En réalité, c'est plutôt Tàge qui a une influence; les jeunes des espèces réfractaires sont sensibles; les vieux (les espèces sensibles sont réfractaires; le sérum subit cette influence.
D. Sang défibriné (Gilbert et Fournier). — La vitalité et la virulence se conservent longtemps, mais la morphologie du microbe n'est pas caractéristique. C'est un milieu de cofiservation.
E. Sang ascitb. (Bezançon et Griffon; 1898.) — On prend du sang de chien ou de lapin incoagulable (défibriné ou pris à un chien ayant reçu préalablement de laprotéose dans les veines).
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et on l'additionne (pour éviter la dessiccation) de liquide d'ascîte. Le Pneumocoque se conserve vivant et virulent pendant un an. C'est le vrai milieu de conservation,
F. Lait. — Coagulé.
B) ('oLORATioN. Caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore facilement par les couleurs basiques d'aniline. Prend le Gram.
Pour un frottis, un exsudât centrifugé ou non, un craclxat, une culture en milieu album ineux, le sang : colorer au Gram
Vf*
Fig. 327.
Pneumocoque.
Préparation d'un crachat de pneunionique. Capsules négalives.
Gr. = 1 000 D.
et à Xèoùnc. Les capsules resteront incolores comme un halo clair, c'est-à-dire négatives (fig. 327 et 328).
Si on veut obtenir des capsules colorées, c'est-à-dire positives, on se reportera aux procédés indiqués page 286. La figure 329
montre les pneumocoques encapsulés, dans un exsudai péritonéal de lapin.
Dans les coupes, on utilisera la méthode de Gram avec double ou triple coloration. Les capsules y sont moins difficiles à
Pig. 328.
Pneumocoque.
Sang de souris. Coloration à la fuchsine. Capsules négatives.
mettre en relief. On se servira, pour cela, du procédé de Fried- Idnder :
Laisser, pendant vingt-quati'e heures, la coupe dans :
Fuchsine 1 gramme.
Alcool absolu 5 —
Acide acétique cristallisé 2 ' —
Eau distillée 100 —
Laver k Talcool. Séjour de deux minutes dans une solution d'acide acétique à 2 p. 100. Laver à l'eau distillée. Déshydrater
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par l'alcool absolu. Éclaircir par lessence de girofle et le \y\o\. Monter au baume.
2^ Forme. — Datis Vorganisme : diplocoques formés de deux grains ovalaires, renflés ù. une extrémité (grains dorge.
Pneumocoque.
Exsudât péritoDéal du lapin. Capsules positives.
lancette, flamme de bougie), se regardant le plus souvent par leur extrémité pointue (fig. 327), parfois par leur bout arrondi (fig. 328). Les grains sont rarement isolés, quelquefois en chaînettes de 3 ou 4 éléments. La capsule entoure l'ensemble du diplocoque ou de la chaînette. Les dimensions varient de 0,75 |x à 0,50 [X.
Dans les cultures : a. /e liquide est albumincux (naturel) : mêmes caractères que dans l'organisme : b. le liquide est purement artificiel : grains, lancéolés ou plus souvent arrrondis,
isolés, en diplocoques ou plus souvent en chatnettcs de 3 à 8 éléments ; ces chaînettes, longues surtout en bouillon, sont com-
Fig. 330-
pjieumocoque.
Culture en bouillon, âgée de 24 heures.
Faible grossissement.
posées de diplocoques placés bout à bout {Streptococcus lanceolatus Pasteiiri pour Gamalkïa) (fi g. 330).
3^ Mobilité. — Immobile.
4" Spores. — Pas de spores.
G) Caractères biologiques
±^ Habitat. — Hôte habituel de nos voies respiratoires (Pasteur, Sternberg, Frgenkel, NETTER,etc.). Se rencontre dans la terre, dans les poussières des chambres ayant contenu des pneumoniques, dans Tair.
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2o ^talité» Virulence. — Très résistant, même k une dessiccation prolongée, dans les produits albu m ineux (crachats, etc. . dans la terre, dans les poussières (Bordoni, Emmerigh, Uffel- MANx), où il conserve longtemps sa virulence.
Les cultures de Pneumocoque sont très éphémères comme vitalité et virulence ; elles meurent au bout de quelques jours : même avec des réensemencements fréquents, il est très difficile de conserver des cultures de Pneumocoque dans les laboratoires, si on utilise les milieux ordinaires. A la troisième génération, la virulence a disparu. La vitalité et la virulence se conservent déjà, plus longtemps dans les bouillons additionnés de sang. Elles se maintiendraient, pendant un an, dans du sang défibriné mélangé de sérosité ascitique (Bkzaxvox et Griffon).
L'atténuation si rapide des cultures est due : 1® à l'oxygène de l'air (Pasteur) , 2"^ à la formation rapide d'acides (a. formique surtout). On peut donc y remédier. 11 suffit de cultiver a l'abri de l'air (Froenkel) ou dans l'œuf (Bunzl-Federx). Pour conserver de la semence virulente, on introduit, dans une pipette à double étranglement (voy. p. 323), du sang du cœur d'un lapin mort de Pncumococcie, et on la scelle aux deux étranglements. Quand on veut l'utiliser, on ensemence en.bouillon, et on inocule la culture de vingt-quatre heures. Pour combattre l'acidité, on sature la culture avec du carbonate de chaux (Wurtz et Mosxy) : la culture reste alors vivante et virulente plus d'un mois.
Le Pneumocoque se conserve virulent pendant des mois dans des sach de collodion (voy. p. 152) disposés dans le péritoine du cobaye ou du lapin.
Carnot a utilisé, dans le même but, les milieux au cerveau. Les bouillons de Marmorek (voy. p. 90) sont également à recommander.
Les cultures sont très sensibles k la dessiccation et à la chaleur. Elles sont détruites instantanément à + 65*^ 70^, en dix minutes à +a6«>; en vingt-quatre heures à +42®.
Il est possible d'exalter la virulence du Pneumocoque atténué, même de la lui restituer. On utilise les passages successifs par le lapin (inoculation intraveineuse ou mieux intrapéritonéalc, Issaékf). On injecte, dans le péritoine, le sang du lapia
dent (1 ce. à 1 ce. 5). Vers le 12*' passage, il suffit d'une gouUe de sang pour tuer le lapin en dix ou douze heures.
On peut aussi injecter, au lapin, 2 centimètres cubes d'un mélange à parties égales de culture de Pneumocoque et de culture filtrée de Proteus vulgaris ; on reprend le microbe dans le sang.
3"* Agglutination. — Bezançon et Griffon (1897), ayant vu que le sérum des malades,'atteints de pneumococcie, n'a qu'un faible pouvoir agglutinant, conseillent la culture directe du Pneumocoque dans le sérum non dilué. On recueille le sérum aseptiquement et sans hémoglobine. On ensemence avec une culture en sérum de lapin neuf; on place à + 37<*. On examine à la seizième heure. L'agglutination n'est, le plus souvent, appréciable qu'au microscope (aspect en tête de méduse).
On met, ainsi, en relief la propriété agglutinante du sang des animaux vaccinés ou infectés et des hommes atteints d'une affection quelconque à pneumocoques (pneumonie, pleurésie, arthrite, etc.). Les sérums normaux n'agglutinent jamais. Mais, comme cette réaction agglutinante marche de pair avec la défense de l organisme, c'est-à-dire apparaît tardivement (sixième jour de la pneumonie franche) et n'atteint son maximum quà la dêfei^escence, comme la technique est délicate, la recherche de cette réaction n'a pas de valeur diagnostique pratique, sauf pour des affections chroniques (angines, purpura, etc.) où le rôle du Pneumocoque est difficile à mettre en relief.
Le Pneumocoque de la bouche du malade est toujours plus agglutiné (parfois même est seul agglutiné) par le sang du malade. Cela prouve : 1^ le rôle pathogêne du Pneumocoque vivant antérieurement dans la bouche du malade à l'état saprophytique ; 2*^ l'impossibilité de différencier les différentes races de Pneumocoque par les sérums agglutinants ; la propriété agglutinative est l'apanage de l'échantillon et non d'une race, à plus forte raison de l'espèce : Pneumocoque.
D) Action pathogène
1^ Action naturelle. — Nous l'avons dit, le Pneumocoque est un hôte naturel de la salive (1 fois sur 5, Netter), surtout chez
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les personnes ayant eu une pneumonie (4 fois sur 5, Netter). Il existe toujours à la surface de l'amygdale (Bezançon et Griffon). 11 est d'ordinaire peu virulent, mais le devient pendant la pneumonie. C'est, en somme, un microbe pathogène, vivant en saprophyte, mais n'attendant qu'un (léchissement de l'organisme pour faire une pneumococcie.
11 est l'agent de la pneumonie lobaire. On le rencontre dans le foyer, pur ou plus souvent associé aux pyogènes, dans les crachats. Il est assez fréquent dans le sang du malade, où on peut le mettre en relief par la culture, comme on le fait pour le B. d'Eberth (voy. p. 654). Sa présence n'a pas d'importance pronostique.
Certaines broncho-pneumonies sont à pneumocoques.
H en est de même de certaines pleurésies, péricardites fibrineuses ou purulentes, primitives ou compliquant la pneumonie.
Le Pneumocoque, existant dans le sang (la pneumonie n'est que la localisation d'une maladie générale}, peut aller au loin engendrer une foule de complications : abcès, méningites, myélites néphrites, parolidites, thyroidites, arthrites, péritonites, méirites, salpingites, endocardites ulcéreuses, angines, otites, ostéomyélites angiocholites, phlébites, artérites, conjonctivites, kératites, etc. Ces affections peuvent compliquer une pneumonie, ou être primitives. Elles ont la plus grande tendance à suppurer. Le pus à pneumocoques est épais, visqueux, verdàtre.
Les lésions à. pneumocoques ont une grande tendance à la guérison {pleurésies purulentes, etc.).
Marchoux (1899) a montré que les nègres sont très sensibles au Pneumocoque ; ils sont ti'ès sujets à des épidémies de méningite cérébro-spinale dues à ce microbe ; beaucoup de cas sont suivis de guérison, mais laissent des séquelles (symptômes analogues à la maladie du sommeil).
Bien que le Pneumocoque soit un hôte habituel de notre cavité buccale, la pneumonie est contagieuse et même parfois épidémique.
On désigne sous le nom de pneumococcie l'ensemble des maladies humaines à pneumocoques.
On ne connaît pas d'afTecUons animales spontanées dues au Pneumocoque.
2° Action expérimentale. — A. Souris. — C'est le réactif de choix. Il sufût d'excorier la surface de la peau (à la naissance de
Fig. 331.
Pneumocoque.
Sang de souris, coloré au Grom et à Téosine. Capsules invisibles.
la queue) et d'y déposer une trace de culture ou d'exsudat pneumococcique pour que l'animal succombe en douze à trente heures, à une septicémie sans lésions pulmonaires, avec un peu d'œdème local. Autopsie : rate hypertrophiée, sang noir, pneumocoques encapsulés fourmillant dans le sang (fig. 331), les viscères, l'exudat péritonéal, la moelle osseuse.
B. Lapin. — Est excessivement sensible.
1® Si le Pneumocoque est très virulent, quelle que' soit la voie d'introduction, la mort survient en vingt-quatre heures à trois
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jours, causée par une septicémie. Les lésions sonl plutôt hémorragiques ; il y a de grosses pétechies & la surface du gros intestin, des capsules surrénales, des reins, des poumons, parfois même de la peau (purpura) ; la rate est hypertrophiée ; le Pneumocoque est abondant dans le sang.
1/inoculationa été faite directement dans le poumon, on peut observer une pneumonie lobaire accompagnée ou non de pleurésie du même côté.
2^ Si le Pneumocoque est peu virulent, la mort est plus lente (»t les lésions ont une tendance fibrineuse ou suppurée. On observe une vive réaction inflammatoire locale et une véritable pneumonic lobaire identique à celle de l'homme, s'accompagnanl souvent de pleurésie, de péricardite, de péritonite, d'arthrites suppurécs, etc. L'inoculation dans le péritoine produit une péritonite à fausses membranes, parfois de grosses tumeurs fibrîneuses à centre casécux.
Voyez plus haut (p. 718) le résultat des passages par le lapin (exaltation).
C. Rat. — Moins sensible. Il faut de fortes doses pour le tuer. La réaction locale est intense ; œdème séro-fibrineux gagnant toute la paroi abdominale et le thorax. Autopsie : pneumonie lobaire ; pneumocoques rares dans le sang. L'inoculation intrapulmonaire engendre un nojau de pneumonie lobaire avec pleurésie séro-fibrineuse.
D. Mouton. — Encore un peu moins sensible. Il faut plus d'un centimètre cube de culture très virulente, sous la peau, pour tuer. Infiltration locale œdémateuse très prononcée; peu de microbes dans le sang. Pneumonie mortelle, par inoculation intrapulmonaire, ou par inoculation intratrachéale, précédée d'une injection de solution de tartre stibié (Gamaléîa). Le passage par le mouton atténue très rapidement la vitalité et la virulence du Pneumocoque.
E. Chien. — Il faut des doses énormes pour le tuer et seulement au boul de quatre ou cinq jours. Œdème local très étendu; peu de microbes dans le sang. Pneumonie lobaire, curable, par
inoculation inlrapulmonairc ou même inlratrachcale (Tchistovich) .
F. Cobaye. — A peu près réfractaire. Réaction locale suivie de guérison. On peut, cependant, le tuer par inoculation dans les séreuses.
G. Oiseaux. — Réfractaires.
En résumé : la reproduction de la pneumonie, par une inoculation extrapulmonaire, exige un animal peu réceptif ou une inoculation peu virulente ; si la mort est trop prompte, il ne se produit qu'une septicémie.
E) Toxines
10 Toxines extraites des cultures. — Les cultures filtrées sont très peu actives; à fortes doses, elles ne tuent pas le lapin. Les cultures en sérum de lapin jeune» chauffées pendant deux heures à +58°, sont plus toxiques.
La toxine est précipitable par l'alcool ou le sulfate d'ammoniaque (Klempkrer, Foa, Carbone).
Carnot et FouRNiER (1900) ont étudié les toxines pneumococciques par un procédé spécial de culture dialysante (voy. p. 347).
2» Toxines extraites des organes. — On hache les organes d'un lapin ayant succombé à la septicémie ; on les fait macérer, dans le double de leur poids d'eau, avec quelques fragments de thj'mol (pour empêcher la putréfaction). On filtre au bout de 24 heures sur papier, puis sur bougie (ëmmerich, Mosny). Le liquide obtenu est légèrement toxique pour le lapin.
IssAÎ^FF exalte le Pneumocoque (voy. p. 718) et extrait la toxine du sang de lapins morts de façon aiguë à la suite de cette inoculation. U prend 100 grammes de sang (quatre lapins) et ajoute 100 grammes d'eau, avec 1 gramme de glycérine et 5 à 6 gouttes d'une solution saturée de bicarbonate de soude. Le mélange, filtré sur bougie, tue le lapin, dans le sang, à 10 grammes par
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kilogramme. Les exsudais péritonéaux el pleuraux du lapin sont également toxiques.
F) Immunisation
10 Inoculation de cultures vivantes. — Il est facile de vacciner le lapin en lui inoculant d'abord des cultures atténuées par le vieillissement (cultures de 5 à 6 jours), puis des cultures de plus en plus jeunes, et enfin du sang virulent (Foa et Scabia, Nktteh).
2*^ Injection de toxines. — On injecte progressivement au lapin une quelconque des toxines sus-étudiées (Foa, Emme- RicH. MosNv). L'immunisation, ainsi obtenue, est très éphémère. Il faut la renforcer en inoculant ensuite des cultures vivantes (Issaëff). On doit répéter tous les mois l'inoculation sous-cutanée de sang virulent (ne pas dépasser 0,5) pour maintenir l'étal réfractairc.
Les lapins, ainsi vaccinés, ne sont réfractaires que vis-à-vis des pneumocoques ; ils restent très sensibles (parfois plus que les neufs) à la toxine elle-même.
G) Diagnostic bactériologique
11 repose surtout sur les résultats de Vinoculation à la souris, (jui seront souvent positifs alors que Tcxamen microscopique et la culture auront paru être négatifs. 11 est foncièrement le même chez l'homme et chez l'animal.
1" Crachats (voy. p. 714). — Choisir le centre dun crachat rouillé et en faire un frottis. Colorer à la thionine ou au Gramt'osine.
11 faut inoculer la souris à la base de la queue (voy. p. 72) ; ensemencer, à sa mort, des tubes de bouillon, avec le sang ou la moelle osseuse, ou faire simplement des frottis colorés.
2 ' Suc pneumonique. — On ponctionne le lobe hépatisé
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(voy. p. 326), on fait des frottis et on ensemence en sérum de lapin jeune. La culture de 24 heures est inoculée à la souris.
3^ Sang. — On fait une préparation colorée. 11 faut toujours ensemencer. (Vest surtout dans le sang qu'on le cherchera chez l'animal.
4P Pus, Moelle osseuse, etc. — Comme le suc pneumonique.
5*^ Sérodiagnostic. — Voyez page 719 VagyiutinaUon.
H) Skrothkrai»! E
1<* Sérothérapie expérimentale, — a. Le sang des animaux qui jouissent de Vimmunité naturelle fournit un sérum qui n'est ni préventif ni curateur.
b. Le sérum des immunisés est préventif et curateur vis-à-vis de rinfection pneumoconique. Ainsi : 2 ù 4 gouttes de sérum de lapin vacciné immunisent une souris (Toa et Carbone) ; 8 centimètres cubes de sérum de lapin vacciné, injectés 24 heures après l'infection, arrêtent la pncumococcie du lapin (frères Klemperer).
Ce sérum actif n'est cependant ni bactéricide ni antitoxique. il permet le développement du Pneumocoque virulent (Behrinc; et NissEX, Lssa'épf), bien que ce dernier végète agglutiné. On constate cette virulence, en ayant soin de débarrasser le microbe du .sérum (qui serait immunisant), par une génération en bouillon. Le sérum ne peut neutraliser la toxine ni in vitro ni dans l'organisme (ïssakff). 11 doit donc être immunisant en excitant la phagocytose défensive.
c. Le sérum du pneumonique est toxique pendant la période fébrile, mais devient immunisant et curateur au moment de la défervescence (frères Klempkrek).
d. Voyez page 719 le pouvoir agglutinant des sérums et page 713 leur pouvoir bactéricide.
2^ Sérothérapie appliquée. — On a, assez fréquemment ,
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essayé, pour le traitement de la pneumonie, les injections de 2 à 5 centimètres cubes de sérum de lapin vacciné ou de pneumonique en défervescence (frères Klempkrer, Foa, Carbone et ScABiA, Janson, AuDÊorx, Bouchard, Charrin et Uoger; elc.)-
Les résultats ont élé incertains. La production du sérum antipneumonique en quantité suffisante est d'ailleurs assez difficile.
CHAPITRE XVII STREPTOCOQUE PYOGENE
Le Streptocoque pyogène a été vu pour la première fois par Pasteur et Doleris, dans l'infection puerpérale, en 1879-1880, puis décrit comme le microbe de certaines suppurations par Ogston(1881), par Roskkbach (1884), de l'infection puerpérale par C H AU VEAU (1882) par Arloing (1883), par Truchot (1884), par WiDAL (1888), et comme celui de l'érysipèle par Fehleiskn (1883). Il a fait l'objet d'un nombre incroyable de travaux.
A) L'espèce : streptocoque pyogène
11 importe d'abord de bien définir ce qu'on appelle le Streptocoque pyogène, La disposition en chaînettes, le terme de streptocoque qui lui correspond n'ont rien qui puisse caractériser une espèce quelconque. On n'a d'ailleurs qu'à se reporter aux descriptions du Pneumocoque, par exemple, pour voir des cultures en chaînettes qui n'ont aucun rapport avec le Streptocoque pyogène. Le Staphylocoque peut offrir quelques courtes chaînettes. Certains bacilles très courts (B. pyocyaniquc, B. du chancre mou, B, pseudo-tuberculeux, etc.), s'arrangent ptLrîois en strcptobacilles ressemblant beaucoup aux streptocoques. En somme, les chainettes n'ont aucune signification pour Tidentilication de l'espèce microbienne, d'autant plus que (comme on va le voir) le streptocoque, malgré son nom, n'est pas fatalement en chaînettes. Il faut, donc, accoler un qualificatif (pyogène) au terme streptocoque pour qualifier le microbe auquel on a affaire.
Eliminons d'abord les streptocoques pathogènes pour les seuls
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animaux. Nous trouvons : i^\e Streptocoque de la mammite des vaches et des brebis, découvert par Nogard et Mollereau (4887), qui n'est pas pathogène pour les animaux de laboratoire, et se distingue ainsi nettement du streptocoque pyogène ; 2® le Streptocoque de la mammite gangreneuse des brebis laitières (araignée, mal de pis), découvert par Nocard (1887), non pathogène pour les animaux de laboratoire, sauf pour le lapin, qui prend un abcès clos dont il ne meurt d'ailleurs pas ; ce n'est pas le streptocoque pyogène ; 3*^ le Streptocoque de la gourme des équidés, découvert par Schùtz (1887), qui est beaucoup plus proche du streptocoque pyogène et lui est même identique pour certains auteurs ; il est pathogène pour la souris, le cobaye, et fait sur le lapin un léger érysipèle de l'oreille ; Lignières l'identifie au Diplocoque de la fièvre typhoïde (pneumonie infectieuse) du cheval; ^^ le Streptocoque de ranasarque du cheval, qui, pour LiGNiÉRES, serait identique au Streptocoque de Marmorek, dont nous reparlerons. Voilà des streptocoques que nous devons éliminer.
Restent les streptocoques pathogènes pour l'homme. Sont-ils tous identiques ? La streptococcie humaine est-elle toujours due au Streptocoque pyogène ? La question devient plus délicate et les avis sont partagés. Nous concluons nettement d la pluralité des streptocoques qu'on peut rencontrer chez l'homme. C'est ainsi qu'on a très fréquemment isolé des streptocoques du sang, de la gorge de malades atteints de scarlatine (Mkry), au point que certains auteurs font de cette fièvre éruptive une streptococcie. Les uns ont présenté les caractères ordinaires du Streptocoque pyogène, d'autres ont paru en différer ; il ne parait pas douteux que nombre de streptocoques, rencontrés chez les scarlatineux (quel que soit leur rôle dans l'étiologie de la scarlatine) s'éloignent du type pyogène. Rkmlinger a isolé du bouton d'Alep un streptocoque plus pathogène pour le cobaye que pour le lapin. Marmorek a trouvé, sur un exsudât amygdalien, un streptocoque qui lui a servi à fabriquer son sérum et que nous avons démontré (voy. p. 852) être tout à fait différent du streptocoque de l'érysipèle, quant à ses effets pathogènes sur le lapin. On a vu que Lignières l'identifie au streptocoque de Tanasarque du
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cheval. Arloixg et Chantre ont décrit un streptocoque, à allures spéciales, dans certains cas de pyohémie chirurgicale. On a cultivé des streptocoques causant des infections secondaires et s'éloignant plus ou moins du type classique. Il y a donc des streptocoques pathogènes pour l'homme.
Nous arrivons ainsi à restreindre l'espèce que nous allons décrire, sous le nom de Streptocoque pyogène, aux streptocoques qui offrent les caractères généraux, mais surtout pathogènes (pour le lapin spécialement), que nous étudierons. La lésion la plus caractéristique est la production de Térysipèle sur l'oreille du lapin. Tous les streptocoques de l'érysipèle, de l'infection puerpérale, des ostéomyélites, des abcès profonds, des pleurésies, etc.,, etc., correspondent à ce type.
Mais ce type lui-même, ainsi déGni, élagué de tous les streptocoques plus ou moins voisins, constitue-t-il une espèce bien fixe? Nullement. L'espèce est, en réalité, constituée par une infinité de races ; chaque échantillon a une certaine individualité. Il faut répéter pour le Streptocoque pyogène tout ce que nous avons dit pour le Colibacille; ces deux hôtes naturels de nos cavités n'ont aucune fixité; il y a des streptocoques pyogènes comme il y a des colibacilles ; il y a des parastreptocoques^ comme il y a des paracolibacilles. ïi en résulte l'impossibilité de caractériser l'espèce par l'agglutinabilité, par l'action préventive des sérums, etc.
Marmorek, qui avait pensé fabriquer, avec son streptocoque (qui n'était pas le Streptocoque pyogcne), un sérum eflicace contre toutes les streptococcics (voy . p. 852), est resté partisan de l'unité des streptocoques. 11 vient (1902) de soutenir à nouveau cette thèse. Pour lui, respècc streptococcique est caractérisée : i® par la fabrication d'hémolysine, in vivo, chez le lapin; 2*^ par l'impossibilité de pousser dans le filtrat de sa culture ; 3° par la production d'une toxine identique qui est toujours neutralisée par le nouveau sérum de l'auteur. A l'aide de ces trois caractères, Marmorek sépare le streptocoque de la goiu^me du streptocoque humain (la toxine du premier n'est pas •neutralisée par le sérum), mais rapproche de ce dernier le streptocoque de la scarlatine qui ne diffère que par des propriétés quantitatives et
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non (luaiitaUves. Tous les streptocoques humains seraient donr identiques. (]es recherches raéritent confirmation, d'autant phis qu'elles aboutissent à l'efficacité du nouveau sérum dans toutes les streptococcies humaines, ce qui n'était pas le cas de Tancien (voy. p. 857).
Pour nous résumer : le Streptocoque pyogène constitue bien une espèce microbienne, mais composée d'une série de races et même d'individus, tellement influençables par les conditions extérieures, que tous les caractères peuvent varier facilement dans des proportions consid6'rables.
B) Isolement, Cultures
1° Isolement. — Ensemencer directement, en bouillon, le pus, le sang, les sérosités, les produits non contaminés. Pour les autres, inoculer le lapin, et ensemencer le sang du cœur.
2^ Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Végète de + 20^ à + *fi**- ^^ optima =: 37°. Préfère les milieusL neutres ou légèrement alcalins. Ne végète pas dans le filtrat de sa culture (même seulement âgée de vingt-quatre heures) ; le streptoroque de la scarlatine fait exception; de même celui de la gourme des éfjuidés.
3<* Cultures sur milieux solides. — A, Skkum. Gélose. — En vingt-(|uatre heures, semis de très petites colonies blanchâtres, moins transparentes (juc celles du Pneumocoque (grains de semoule) (lig. 157,1). Sur gélose, elles peuvent devenir confluenles, formant une traînée grisâtre, opaque, à bords déchiquetés.
En arrosant la gélose d'un peu de sérum humain, on la rend plus favorable (Makmohkk).
H, (iÊLATiNK. — Culture très grêle. Pas de liquéfaction (certains échantillons digèrent cependant la gélatine à + 36": Pane). Arrêt vers le cinquième jour, et mort rapide. Le long de la piqûre : petits points blancs, opaques, arrondis (fîg. 156,2). Certains streptocoques végètent plus abondamment.
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C. Pomme de terre. — En général, pas de culture apparente, bien qu'il y ait développement, qu'on peut constater, en examinant au microscope le produit du raclage. Certains streptocoques donnent des colonies visibles.
jD. Carotte. — Certains streptocoques végètent sur carotte en gouttes de rosée.
' 4P Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Rien n'est variable comme l'aspect d'une culture de streptocoque en bouillon.
La culture type, relie des premières générations, se fait en grumeaux, ne troublant nullement le bouillon (fig. 152). Dès la vingtième heure, on voit de petits flocons se développer le long des parois. Ils grossissent et tombent dans le fond, vers le troisième jour, formant un dépôt assez abondant; si on agite le ballon, le bouillon ne se trouble pas, de gros flocons remontent jusqu'à la surface pour retomber rapidement au fond. Ce type de culture, évidemment assez caractéristique, correspond aux grandes chaînettes pelotonnées.
D'autres fois (chaînettes courtes), les flocons sont très petits et le bouillon légèrement trouble ; ou, même, il n'y a pas de flocons et le bouillon est uniformément trouble, comme s'il s'agissait de staphylocoques.
Celte différence d'aspect n'est pas l'apnnagc d'un échantillon donné. Le même streptocoque peut varier du tout au tout d'une génération à l'autre ; une culture claire à flocons, ensemencée, donne une culture trouble; la première impression est ciuo la culture a été contaminée ; il n'en était rien ; les formes courtes ont simplement succédé aux formes longues. Le plus souvent, les premières générations sont claires et à flocons, et les suivantes deviennent insensiblement plus troubles.
Plus rarement, une culture, d'abord trouble, se transforme en culture à flocons.
Vincent (1902) a montré que cette variabilité de la morphologie des cultures tient ii la réaction du milieu. Un bouillon neutre se trouble, ne contient (lue de courtes chaînettes, l'n bouillon
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acide reste clair, la culture étant plus florissante, en longues chaînettes formant des flocons. Il suffit donc d'ajouter un peu d'acide non antiseptique (a. inaligne, a. tartrique, phosphates acides) pour rendre la culture floconneuse. Si une culture devient floconneuse après avoir été claire, c'est que le streptocoque a sécrété des acides, l/addition d'un peu de sérum antistreplococcique donne des formes courtes. En somme : le streptocoque préfère un milieu légèrement acide, et y végète plus abondamment, en longues chaînettes.
La vitalilé et la virulence des cultures en bouillon ordinaire sont très éphémères : le bouillon devenant rapidement trop acide (acide lactique). 11 est très difficile de conserver le streptocoque en bouillon ordinaire; il faut le réensemencer avant l'apparition de l'acidité ; les cultures filles acidifient moins (Achâlme).
B. Bouillon (îLYCKRiXK à o p. 100. — Très favorable à l'isoleincnl (Uckk).
C. S^RUM. — HoGKH a montré que le sérum de lapin convenait fort bien au développement du streptocoque. Celui de bœuf, de cheval, le liquide d'ascite sont peu favorables.
D. HouiLLONs-sKRUM. — Lcs milicux de choix pour la conservation de la vitalité et de la virulence du streptocoque sont les bouillons-sérum de .Marmorek (voy. p. 90). Ils conviennent à tous les Streptocoques pyogènes, qui y conservent plus volontiers le type de culture claire i\ flocons.
E. Lait. — tiOagulalion lente en quatre ou cinq jours, ou nulle.
C) Coloration, Caractères microscopiques
lo Coloration. — Se colore bien par les couleurs basiques d'aniline. Prend généralement le Qram. Certains échantillons se décolorent assez vile par cette dernière méthode. D'autres prennent le Gram de façon inconstante (Lemoine). D'autres, enfin, ne le prennent pas (Lin(jelsheim, Etienne).
2^ Forme. — L'élément fondamental du Streptocoque pyogène est le coccus. Le coccus est en général rond, il peut être plus ou moins ovalaire ou carré ou môme rectangulaire et se rapprocher ainsi des streptobacilles (fig. 333, G). Dans les tissus, il est presque toujours rond; c'est dans les cultures qu'il prend des formes diverses. Ses dimensions sont encore plus variables que
Fig. 332.
Streptocoque pyogène.
Culture de 48 heures, sur gélatine.
ses formes. Dans les tissus, il mesure 0 fx, 6 à 1 fi. Dans les cultures, il peut être très fln (fig. 333, E), ou très gros (fig. 333, F)- L'arrangement en chaînettes n'a pas un aspect plus constant (fig. 333). La chaînette type s'observe dans le pus, dans les tissus; elle est constituée par 10 à 15 grains. C'est, en général, ce qu'on observe aussi sur les milieux solides (fig. 332]. Dans le sang, les diplocoques dominent. Dans les cultures liquides, tous les arrangements possibles existent (fig. 333) ; depuis le coccus, complètement isolé, en passant par les diplocoques, par les chaînettes de 10 à 20 éléments, pour -arriver aux
Fig. o33.
Streptocoque pyor/ène.
Différents types de culture liquide.
A, Cocci ot 1res court os chafnel(e«». — B, arrangomont staphvlococcique, d'où pari (Mil dfs cliainctlos. — C. slroplobacillo'*. — D, chaîiios de diplocotpios. — E, chaine.s 1res fines, — r , chaînes très prossos.
immenses chaineUes pelotonnées, dont il est impossible de compter les éléments, et qui forment les gros flocons décrits, et même aux • amas informes d'où partent quelques chaînettes (fig. 333, B). Au temps où l'on attachait une importance à ces variations morphologiques, on avait donné des noms les rappelant à divers échantillons : Sir. tenuia, brerts, congloméra lus ^ etc. Il est incontestable qu'on peut obtenir toutes ces formes avec un même échantillon, en faisant varier le milieu et les conditions de culture. Elles n*ont aucune importance spécifique.
Arloing et Chantre (1895), dans l'infection purulente, Vincent (1902) dans une pleurésie purulente, on décrit des streptocoques ramifiés f avec arthrospore aux angles de jonction.
3" Mobilité. — Immobile.
4*^ Spores. — Pas de spores.
D) Caractères biologiques
1« Habitat. — Kn dehors de l'organisme malade, on le rencontre dans nos cavités naturelles [bouche (Netter, Widal et Bkzançon), amygdale (Widal et Bkzançon) , nez, bronches, vagin, urèthre], sur la peau. 11 j vit en saprophyte, comme le Pneumocoque, le Colibacille, attendant une occasion de l'envahir et de devenir pathogène. 11 est toujours peu virulent dans la bouche, même chez les malades de streptococcie ; il faut qu'il pénètre dans l'organisme pour devenir virulent.
11 existe aussi dans l'air, dans le sol, dans l'eau, dans les poussières, etc.
2^ Vitalité. — Fille est assez considérable da<is l'organisme et dans le milieu extérieur. Dans les cultures, elle varie beaucoup suivant les milieux. Il faut des milieux spéciaux pour pouvoir entretenir ces cultures dans les laboratoires (voy. p. 732). Les cultures solides sont spécialement fragiles.
Le Streptocoque, en culture, est très sensible aux antiseptiques (les vapeurs de chloroforme le tuenl presque instantané-
736 STREPTOCOQUE PYOGÈNE
ment), à la chaleur (un chauiïage d'une heure à + 52", de une minute 4+ 100«, le tue). Dans les produits organiques, surtout desséchés, il est plus résistant aux antiseptiques et supporte + 100® pendant quelques minutes.
Truchot (Thèse de Lyon, 1884) a bien étudié Taction des antiseptique sur le Streptocoque pyogène ; il préconise une solution faible de sublimé, employée à -f 45°.
3« Virulence. — Arloing est le premier auteur (1883) qui ait obtenu des cultures dont la virulence se soit conseiTée dans les passages successifs (32 passages virulents),
La virulence initiale des cultures de Streptocoque est excessivement variable. Nombreux sont les streptocoques qui, bien qu'isolés d'une lésion même mortelle, sont presque InofTensifs pour le lapin à 2 et 3 centimètres cubes ; ceux qui sont isolés des cadavres sont, en général, plus virulents que ceux puisés sur le vivant. Il faut, en tous cas, inoculer la première culture, à Tôge de quarante-huit heures, pour être fixé sur cette virulence, car elle disparaît très rapidement dans les milieux ordinaires. Nous avons vu qu'elle pouvait être conservée assez longtemps dans les milieux additionnés de sérum (voy. p. 732) . Dans les bouillons de Marmorek, la virulence ne s'exalte pas, mais se conserve longtemps sans s'atténuer. On peut encore remédier à l'atténuation rapide des cultures en les conservant à l'abri de Tair ou en les additionnant de carbonate de chaux pour neutraliser l'acidité.
11 arrive parfois qu'un streptocoque qui n*avait pas paru virulent aux premières générations, le devient si on le cultive dans un autre milieu (bouillon de poulet).
On peut exalter la virulence du Streptocoque pyogène par deux procédés. •
Le premier consiste à l'inoculer au lapin, associé à un autre microbe : le Proteus vulgaris (Roger, Monti, âchalme), le B. (VEherth (Vincent), ou mélangé à la culture filtrée du h. cVEberth, Ainsi, l centimètre cube de culture de strepto- ( oquc, mélangé à 2 centimètres cubes de culture filtrée de B. (TEbcrth tue le cobaye, inoculé dans le péritoine.
Le second est le plus pratique ; c'est le passage par l'organisme du lapin (Arloing, Marmorek, Gromakowsky). On inocule dans le sang, on fait avec le sang une culture en bouillon sérum qu'on inocule à l'âge de quarante-huit heures, ou on inocule dircctcr ment le sang, et ainsi de suite. Marmorek, par cette méthode, avait exalté son streptocoque au point que 1/100 000 000 000 de centimètre cube tuait le lapin (c'est-à-dire une dose de culture ne contenant qu'un seul coccus). On ne peut pas arriver à exalter à un degré aussi élevé le Streptocoque pyogène. Je n'ai jamais pu obtenir un streptocoque d'érysipéle tuant à moins de 1/20 centimètre cube le lapin inoculé dans le sang.
4* Agglutination. — Le premier sérum de Marmorek agglutine le Streptocoque de Marmorek; il faut ajouter ù la culture un tiers de sérum (Bordet). U n'y a pas d'agglutination par le séi*um de malades.
E) Action pathogène
1<* Action natureUe. — Le Streptocoque pyogène est l'unique agent de Vérysipèle (FehleîsenJ. 11 engendre de, nombreuses suppurations (Ogston, Passet, Kosenbach) surtout profondes, tandis que les suppurations superficielles sont plus spécialement dues au Staphylocoque pyogène, U cause la fièvre puerpci'ale (Pasteur et Doleris, S. Arloing, Truchot, Widal), ïinfection purulente chirurgicale (Arloing et Chantre ; 1893) sans adjonction d'autres microbes septiques. H engendre, en outre, une foule d'affections qu'on peut classer par appareils :
, Purpura (J. Courmont et Lannois, etc.).
^^ ^ * ' i Phlegmons. Lymphangites. Ecthyma
[ (Bezançon et Thibieuge).
i' Ostéomyélite (Lannblongue et Achard, Appareil locomoteur. • • ] J- Courmont et Jaboula y).
Arthrites suppurées.
Endocardites végétai Péricardites (suppuré
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. » • / 1 • \ Endocardites végétantes.
Appareil cxrculalotve . . ] poricardil^s tsuppurécsou soreusos).
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Appareil circulatoire
Appareil respiratoire
Appa reil dig es t if.
Appareil génito-iirinaire Appareil nerveux. . .
Appareil des sens. . .
Myocardites suppurt^es.
Arti^riles.
Phlébites et thromboses «Widau Vaquez}.
Adénites.
Thyroïdites.
Pleurésies (séreuses ou surtout purulentes).
Broncho-pneumonies (primitives ou secondaires à. la rougeole, à la grippe, à la variole, etc.).
Bronchites.
V Laryngites.
/ Angines (catharrales. pscudo-mombra- ; neuses. phlegmoneuses) primitives ou y secondaires*.
) Paroliditc'S.
1 Entérites.
/ Angiocholites suppurées.
; Ictèi*es graves.
. Péritonites.
l Néphrites.
: Métrites.
' Salpingites purulentes.
» Abcès du cerveau.
. Méningites.
( Myélites.
. Conjonctivites.
) Kératites.
I Daryocistites.
l Otites.
On voit le rôle immense joué par le Streptocoque pyogèneen pathologie. II s'élargit tous les jours, à mesure qu'on sait mieux connaître le rôle des associations microbiennes. On peut même dire que le S. est plus redoutable associé qu'à l'état de pureté. Il engendre une septicémie généralisée, une streptococcie
* Les streptocoques sont les agents de presque toutes les anfnnes non diphtériques (surtout scarlatineuses : Prudden, Raskin. WrRTx et Bourges, etc.) ot jouent, en outre un rôle considérable dans le pronostic des angines diphtériques associées (voy. p. 618).
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et, en même temps, exalte la virulence des microbes auxquels il est associé. Nous avons déjà vu (p. 618) qu'il est le véritable facteur de la gravité des diphtéries; il rend la grippe très redoutable; il complique assez fréquemment la fièvre typhoïde; il est l'agent des suppurations secondaires si spéciales de la variole [les cadavres varioleux fourmillent toujours de streptocoques très virulents] (Widal et Bezanço:?) ; il forme avec le Pneumocoque une association redoutable ; il cause un grand nombre de complications de la scarlatine (s'il n'en est pas l'agent) ; il existe toujours dans l'urine des scarlatineux quand ils ont de l'albumine, etc., etc.
2^ Action expérimentale. — A. Homme. — Femleisen, Janicke et Neisseb, Koch et Petruchsky, etc., ont inoculé directement a l'homme des cultures de Streptocoque pour tenter la guérison de tumeurs cancéreuses (certaines tumeurs auraient guéri à la suite d'un érysipèle spontané). L'inoculation échoue souvent, si on emploie des cultures depuis longtemps conservées dans les laboratoires, même très exaltées pour le lapin. Par contre, on a observé un cas mortel en quatre jom^s. Koch, Petruchsky ont montré que le Streptocoque de Marmorek n'est pas pathogène pour l'homme auquel on l'inocule.
B. Lapin. — Réactif de choix. (Voyez p. 736) la virulence des premières cultures pom* le lapin et le moyen de les exalter. Chauveau, s. ARLoiNuetTRucHOT ont, les premiers, bien étudié les effets du Streptocoque sur le lapin.
a. Inoculation sous-cutanée. — L'inoculation type est l'introduction de quelques gouttes ù 2 centimètres cubes (suivant la virulence) de culture sous la peau de la base de VoreUle (la scarification suffit quelquefois).
Si la culture est très virulente, on peut voir survenir une septicémie généralisée, qui tue rapidement l'animal (comme l'inoculation intraveineuse). Si la culture est peu virulente, ou la dose faible, on observe Vérysipèlc de Vorcille qui est une lésion caractéristique. Dès le lendemain, l'oreille inoculée est rouge, épaissie, tombante (contraste frappant avec Tautre oreille) présentant
740 STREPTOCOQUE PYOGÈNE
un érysipèle type avec bourrelet saillant. Au bout de quarantehuit heures, Toreille est chaude^ sensible, énorme; elle traîne jusqu'à terre; l'animal est triste, fébrile, se nourrit mal. Le plus souvent, la terminaison est la guérison ; l'érysipèle devient phlegmoneux ; une large couche de pus crémeux (comme tous les pus de lapin) s'étend sous la peau qui s'ulcère bientôt; l'oreille, après guérison, est cicatricielle, ratatinée. La guérison peut survenir sans phlegmon. Si la dose est encore plus faible, on ne voit qu'un pou de rougeur érysipélateuse fugace, rarement suivie d'un petit abcès. Quand le lapin meurt de son érysipèle, il ne présente aucune autre lésion, ou est atteint d'arthrite suppuréc. Kn somme, on réalisera, presqu'à volonté, soit un léger érysipèle fugace, soit un érysipèle curable, phlegmoneux ou non, soit un érysipèle mortel, avec ou sans lésions généralisées, soit une septicémie aigué sans érysipèle (cultures très virulentes). En général, on obtient un érysipèle curable (1 centimètre cube d'une culture de virulence ordinaire).
La production de l'érysipèle avec un Streptocoque est caractéristique, mais ce n'est pas une lésion spécifique. A elle seule, elle ne signifie pas : streptococcie. On a produit des lésions analogues avec le Colibacille, le Staphylocoque , le Pneumocoque.
L'inoculation dans un autre point de la surface cutanée engendre un abcès curable ou suivi de septicénaie, mais pas d'érysipèle.
. La production de l'érysipèle sur le lapin a servi à e^lucider une série de problèmes de la pathologie générale (inffuence des vaso-moteurs, des nerfs sensitifs sur l'inflammation ; Romjkr, etc.)
6. Inoc. intrapéntonéale. — Elle tue aussi rapidement y que l'inoculation intraveineuse si le S. est très virulent. Ri non: '
péntonite pseudo-membraneuse et suppuréc. Jamais (Tfiscite sanguinolente. L'ne inoculation peu virulente tue en un 'h^is avec pyohémie musculaire (Arloing). Bordkt a étudié la réactiV i
phagocylaire du péritoine vis-à-vis du Str. de Marmorek. \,
c. Inoc. intraveineuse. — Si le S. est actif et si la dose ^. est suffisante, on peut obtenir une mort excessivement rapide (six heures}. La moyenne de la survie, avec 1 centimètre cube d'une culture active mais non exaltée, est de trente-six à qua-
rante-huit heures. Il se produit de la diarrhée, de la dyspnée, du coma. A Tautopsie, on n'obserre aucune lésion, si ce n'est rhjpertrophie de la rate et de la congestion généralisée. Jamais d'épanchement sanguinolent dans les séreuses. Le sang, très fluide, dissous, fournit des streptocoques yirulents ; il suffit d'ensemencer une goutte de sang du cœur pour avoir une culture. Les reins sont spécialement envahis par les streptocoques.
En diminuant les doses, on obtient une mort de plus en plus tardive et même une maladie bien caractérisée, mais curable. Si la mort survient après huit jours, le plus souvent le sang ne contient plus de streptocoques ou n'en contient que très peu. Si la mort tarde plus de dix jours, k plus forte raison vingt ou trente jours, l'animal est porteur d'une, quatre ou cinq arthrites volumineuses, suppurées, avec luxation de l'articulation. Parfois, les reins sont le siège de petits abcès (J. Courmont et Jabou-
LAY
On croyait, jusqu'en 4890, que le Staphylocoque pyogène était Tagent spécifique de l'ostéomyélite aiguë juxta-épiphysaire. Lannelongue et Achard (1890) signalent des cas humains où le Streptocoque se rencontrait À l'état de pureté. J. Courmont et Jaboulay reproduisent alors l'ostéomyélite type chez le jeune lapin, en suivant la méthode de Rodet (voy. p. 761). On choisit un lapin de six à dix semaines ; on lui injecte dans la veine auriculaire, une dose de culture permettant une survie minima de huit jours ; on ne fait aucun traumatisme. Le gonflement articulaire pendant la vie est rare. A l'autopsie, on a une ostéomyélite caractérisée surtout par une abondante suppuration médullaire ; ce qui la différencie de l'ostéomyélite à staphylocoques (voy. p. 760) qui est surtout nécrotique. Lannelongue et Achard ont confirmé ces résultats.
Roger a observé, sur des lapins qui avaient survécu à l'inoculation intraveineuse, une atrophie musculaire progressive avec atrophie des grandes cellules des cornes antérieures de la moelle (type Aran-Duchesne). Widal etBEZANçoN ont observé, de même, des myélites diffuses.
Voyez page 857 les lésions toutes différentes produites chez le
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lapin par le Streptocoque de Marmorek (jamais d'érysipèie, jamais de suppuration, exsudais sanguinolents dans les séreuses).
C. Souris. — Presque aussi sensible que le lapin à certains échantillons (sensibilité variable). Elle succombe rapidement de septicémie ou plus lentement de pyohémie. Le rat blanc est, au contraire, très résistant.
D. Cobaye. — Très peu sensible. Un Streptocoque très actif, inoculé sous la peau, fait un abcès curable ; inoculé dans le péritoine, il tue parfois avec péritonite purulente. Le Str. exailé de Marmorek fait de la péritonite purulente mortelle à 1 /4 de centimètre cube.
E. ËQuiDÉs. — L'&ne et le cheval sont très sensibles. Leur immunisation par des cultures vivantes est très dangereuse ; les suppurations sont fréquentes et la mort en'est parfois la suite.
F. Mouton. — Moins sensible.
G. Chien. — Comme le mouton.
H. Oiseaux. — Presque réfractaires.
F) Toxines
Le Streptocoque fabrique peu de toxines extraprotoplasmiques; les cultures filtrées sont faiblement actives. (Manpredi et Traversa, etc.)
Roger (1890) tue le lapin en deux jours avec diarrhée, en lui injectant 15 à 20 centimètres cubes par kilogramme d'une culture en bouillon de viande, anaérobie, filtrée sur bougie le cinquième jour.
Marmorek (1895) filtre les cultures en bouillon-sérum, à T&ge de trois mois: le liquide est mortel à 0««',5 par kilogramme. Un chauffage à -f 58^ atténue.
Il faut ajouter, de temps en temps de l'extrait de viande à la culture pour prolonger le développement microbien.
Marmier recommande le milieu qu'il a préconisé pour cultiver le B.anthracis (voy. p. 555).
Dernièrement (1902), Marmorek a publié un nouveau moyen
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d'obtenir la toxine streptococcique. On prépare deux solutions.
!• Ajouter, à 150 grammes de bouillon de viande peptoné, 0.40 gr. de leucine ; chauffer t + ^^ et filtrer sur bougie.
2«> Ajouter, à 100 grammes de bouillon de yiande peptoné, 0,50 gr. de glycocolle ; chauffer et filtrer.
On obtient un milieu de culture favorable en additionnant 250 grammes de bouillon peptoné avec 10 grammes de chacune des solutions. On lui ajoute encore des leucocytes de cobaye, qu'on obtient en injectant 10 centimètres cubes de bouillon dans le péritoine d'un cobaye immunisé et en lavant Texsudat péritonéal .
Le streptocoque végète bien dans ce milieu. On filtre, sur bougie, la culture âgée de huit jours.
D'après Marmorek, tous les streptocoques feraient la même toxine. Elle tue le lapin à 0,25 centimètre cube. Son principe actif est une diastase, détruite à + 70<>. Le sérum préparé avec cette toxine (voy. p. 857) est neutralisant vis-à-vis des toxines de tous les streptocoques.
RoDET et J. GouRMONT (1891) ont étudié, par la méthode graphique, les effets immédiats, sur le chien, des injections massives, dans le sang, de cultures vivantes de Streptocoque pyogène. Les toxines agissent surtout sur Vappareil circulatoire et principalement sur le cœur.
Besrbdkà a étudié V hémolysine sécrétée par le Streptocoque de Marmorek. On ensemence du sérum de lapin avec 2 ou 3 gouttes de sang du cœur d'un lapin mort de streptococcie aiguô. On met vingt-quatre heures à l'étuve. On étend d'un volume d'eau physiologique et on filtre sur bougie. Cette hémolysîne dissout les hématies de la plupart des animaux de laboratoire À + 37*. Il faut un chauffage de deux heures à -}- 70^ pour la détruire. Elle n'est pas toxique.
G) Immunisation
l^' Injection de toxine. — Roger (1891) a, le premier, vacciné le lapin contre le Streptocoque en lui injectant des cultures stérilisées à + 104« i2(y>.
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Marmorbk (1895) avait essayé d'immuniser le cheval avec sa première toxine ; les résultats avaient été médiocres. Avec sa nouvelle toxine (1902) il a obtenu une immunisation solide des chevaux ; leur sérum est antitoxique, contre les toxines de tous les streptocoques sauf celui de la gourme (voj. p. 857).
Lorsque nous avons immunisé des chevaux contre le Streptocoque de Marmoreky nous avons retiré des avantages de Tinjection préalable (avant les cultures vivantes) de cultures filtrées (voy. p. 853).
Z"" Inoculation de oultures vivantet. ~ De Paolxs (1889), Roger (1890) ont vaciné des lapins par cette méthode. C'est également le procédé qui a été employé par Marmorek pour immuniser (1895) le cheval contre son streptocoque d'amygdale. Le sérum obtenu n'était pas antitoxique, mais seulement antibactérien et seulement contre le streptocoque employé.
A. Lapin. — Marmorbk inoculait des cultures anciennes, puis, progressivement, des cultures plus virulentes. L'immunisation était faible. Mironoff (1893) commençait par injecter des cultures stériles, avant l'inocalation virulente. Gromakowski inoculait successivement dans le péritoine : 1^ des cultures anciennes chauffées à 4- iOO^' i ^^ des cultures anciennes non chauffées ; Z^ des cultures virulentes (jusqu'à 10 et 30 centimètres cubes). Il fallait une quinzaine d'injections espacées de 15 jours environ.
B. Equidés. — Voyez page 853 l'immunisation du Cheval avec des doses croissantes de Str, de Marmorek virulent. Les réactions sont violentes, les abcès fréquents.
L'ane est encore plus sensible; l'immunisation est beaucoup plus dangereuse et plus lente.
Voyez page 857 l'immunisation de l'àne avec plusieurs échantillons de streptocoques de l'érysipèle (J. Courmont).
Van de Velde a appelé sérum polyvalent celui qui provient de chevaux immunisés à l'aide de plusieurs streptocoques.
On peut immuniser le cheval à la fois contre la diphtérie et le streptocoque.
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Les animaux, ainsi immunisés, ne le sont pas contre tous les échantillons de streptocoques pyogènes.
C. Mouton. — Plus diflicile à immuniser que le cheval ; il maigrit et la marche de l'immunisation est lente.
H) Prédisposition
Les cultures filtrées du Streptocoque pyogène contiennent des produits solubles prédisposants (Roger, 1891). Ces mêmes cultures deviennent vaccinantes, si on les chauffe à -f- H0<* (Voy. p. 74i).
I) Diagnostic bactériologique
lo Examen microscopique. — Colorer les frottis avec le
Gram. Les chaînettes sont très nettes et souvent très nombreuses.
Voyez Diagnostic et Pronostic des angines diphtériques page 631 .
2^ Cultures. — Ensemencer le sang puisé au pli du coude (voy. p. 325) dans une assez grande quantité de bouillon ou de bouillon -sérum. S'il s'agit d'un érjsipèle, ensemencer le liquide des phlycténes (souvent stérile) ou le sang du bourrelet, obtenu par piqûre à la lancette de la peau stérilisée. Pour le pus, faire des stries sur gélose, en prévision d'associations. Pour les fausses membranes, ensemencer sur sérum (voy. p. 633) et tenir surtout compte du nombre des colonies.
S<^ Inoculation. — On inocule rarement le liquide organique ; on préfère faire d'abord une culture ; mais il est indispensable éHnoculer celle-ci k Fàge de quarante-huit heures, pour savoir si on est en présence du Streptocoque pyogène (inoculation de 0,5 à 3 centimètres cubes à la base de l'oreille du lapin, pour obtenir l'érysipèle).
J) Pronostic bactériologique
Les infections secondaires à streptocoques, en général toutes les associations à streptocoques, sont d'un pronostic grave. Les
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anginespseudo-membraneuses à streptocoques purs (par exemple, celles de la scarlatine) sont relativement bénignes. Les pleurésies purulentes k Streptocoques sont plus graves que celles à Pneumocoques ; elles nécessitent l'empjème.
K) SÉROTHÉRAPIE
Le sérum des lapins vacinés par Roger était légèrement bactéricide, tandis que celui de ses lapins prédisposés était un milieu exaltant.
Le premier sérum de Hlannorek n'était pas bactéricide in vitro; il constituait un milieu de culture suffisant (Mirokoff, Bordet). 11 était antibactérien in vivo contre le Streptocoque de Marmorek. Le deuxième serait antitoxique contre tous les streptocoques humains.
Voyez les applications : Sérothérapie, page 852.
CHAPITRE XVIII LE STAPHYLOCOQUE PYOGÈNE
Yu par LûGKB, Klkbs, Eberth, cultivé pour la première fois en bouillon par Pasteur (1880), puis par Ogstox, Broker sur milieux solides; décrit avec soin et baptisé (microbe en grappes, faisant du pus) par Rosenbach. Il faut citer les travaux de F. Krause, de Passet, de Rodet, de Rodet et J. Courmont, etc.
A) L'espèce : staphylocoque pyogènb
L'espèce*: Staphylocoque pyogènc est bien définie. Certains auteurs allemands, Laknelongue et Achard en France, ont voulu distinguer 3 espèces : la dorée, la blanche^ la ciirine. Rodet et J. CouRMONT (1890) se sont élevés contre cette manière de voir; ils ont été suivis par Nettrr, Besson et la presque totalité des bactériologistes. Nous le répétons, le St. pyogène est une des espèces les mieux définies, comprenant 3 variétés qui ne se distinguent entre elles que par leur pouvoir chromogène. Nous verrons que ce pouvoir chromogène est essentiellement variable, peut se modifier pour un même échantillon, et qu'il constitue un caractère tout à fait secondaire. Il en est de même du degré de la virulence; il parait suivre, en général, les variations du pouvoir chromogène, le St. pyogène aureus étant plus virulent que le cilreus ou Valbus ; mais ce n'est qu'une question d'intensité; les lésions produites sont toujours identiques. Les leucocidines sécrétées par les variétés blanche et dorée sont identiques (Nbisser), nouvel argument d'identité.
748 LE STAPHYLOCOQUE PYOGENE
La Tariété la plus fréquente, comme la plus Yirulente, est la Tariété dorée; c'est elle que nous décrirons surtout.
On trouve fréquemment sur la peau un Staphylocoque blanc ne liquéfiant pas la gélatine, et non pathogène.
B) Isolement, Cultures
1^ Isolement. — Ensemencer directement en bouillon les produits recueillis aseptiquement, ou faire des plaques de gélatine si les produits sont impurs. Mieux encore : inoculer un /aptn et cultiver le sang du cœur.
2^ Caraotères généraux des cultures. -— Se développe bien sur tous les milieux usuels. Végète de + 10® à +44^ T'^optimazz 37®. Aérobie facultatif, végétant très bien dans le vide.
11 favorise le développement des spores du y.sepiiqiie (Besson), celui du B. de la pourriture d'hôpital (Vincent) et du B. de Vinfluenza (Grassbrrger).
3® Pouvoir ohromogène. — Le microbe décrit par Pasteur donnait des colonies jaune d'or; Rosenbach le baptisa aureus et y ajouta la variété blanche : albus; Passet isola la variété citrine : citreus (plus rare). Le plus souvent le S^pj^. est jaune; on peut d'ailleurs observer toutes les colorations intermédiaires. Un fait prouve bien que ce pouvoir chromogène ne doit pas servir à différencier Tespèce, à peine des races ; lorsqu*on fait des cultures d'isolement avec un pus à staphylocoques, on observe presque toujours un mélange de colonies dont les teintes vont du jaune-orange au blanc avec tous les intermédiaires ; il faudrait dono admettre que tous ces pus sont mixtes, à associations microbiennes; il est plus logique de penser que les différents individus contenus dans le pus, et provenant tous d'une même souche, ont un pouvoir chromogène individuellement variable.
En second lieu, on peut facilement empêcher le St, py. aureus de faire son pigment. Les conditions les plus favorables sont une culture bien aérée, végétant entre + 20° et + 23°. II suffit
de cultiver dans le vide, d'additionner le bouillon d'antipjrine, d'exposer & la lumière (Gaillard) pour voir disparaître le pouvoir chromogène. Les difféi'ences de température, le vieillissement des cultures, des changements chimiques dans la composition du milieu nutritif, ont un retentissement très marqué sur rintensité de cette propriété. Toutes ces modifications ne sont que temporaires; replacé dans de bonnes conditions le SL py. repousse aureus.
UoDET et J. CouRMONT ont observé la transformation définitive d'un St. py. doré en St. py. blanc, et Netter a vu un Si. py. blanc devenir doré. On sait d'ailleurs que le B. pyocyanique peut perdre sa fonction chromogène (Wasserzug), de même le Micrococus prodigiosus (Schottelius). Le Staphylocoque pyogène est encore plus sensible à ce point de vue et perd sa faculté chromogène avec des conditions qu'il rencontre facilement dans la nature et dans l'organisme.
4<^ Cultures sur milieux solides. — Ce
sont les plus caractéristiques.
A. Gélatine. — Piqûre. — Dès la vingtième heure, culture granuleuse. Vers le cinquième jour, la liquéfaction commence en entonnoir avec un culot doré au fond. Vers le huitième jour, la liquéfaction a gagné les bords et se fait en cylindre complet, progressivement descendant, avec un culot jaune à la limite du liquide trouble supérieur et de la partie inférieure non liquéfiée (fig. 334).
La liquéfaction n'atteint pas toujours le fond du tube, la culture s'arrétant avant. Hicn n'est variable comme la rapidité avec laquelle le SL py. liquéfie la gélatine; la liquéfaction est toujours lente, mais parfois minime et ne commençant que le quinzième ou le vingtième jour, pour s'arrêter au bout de plusieurs mois.
Plaques. — Vers le deuxième jour : petites colonies arrondies,
Fig. 334.
Stapylocoque
pyogène.
Culture de 8 jours en gélatine I piqûre).
1 . colonie s'eiifonraiil (iaiM la gtWntinr (':] . — i. jî(' latine trouble liquéHi'e.
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grisâtres, à centre jaune. Bientôt : liquéfaction annulaire autour de la colonie, avec flocons jaunes nageant dans le liquide. La
Fig. 335.
Staphylocoque pyo-
gène blanc.
Culture de 8 jours
sur gélose.
Fig. 336.
Staphylocoque pyogène
doré.
Culture de 8 jours
sur gélose.
Fip. 337.
Staphylocoque pyogène citron.
Culture de 8 jours sur gélose.
liquéfaction s'étend plus ou moins loin, mais gagne rarement toute la plaque.
Naturellement, la coloration de la colonie est blanche ou citrine avec les autres variétés.
Certains staphylocoques ne liquéûent presque pas; certains perdent à la longue cette propriété.
B. Gélose. Sérum. — Dés la vingtième heure, nombreuses colonies arrondies, blanchAtres, le long de la strie. Elles sont rapidement coniluentes et forment une large bande granuleuse, grasse, humide, qui reste blanche {albus, fig. 335 et 157,4) ou prend, vers le cinquième jour, parfois plus tard, une coloration jaune, plus ou moins orangée [aureus, fig. 336); ou citrine {citreus, fig. 337), surtout à la partie épaisse, médiane.
C. Pomme de terre. — C'est le milieu qui donne les colonies les plus vivement colorées. Vers le deuxième ou le troisième jour, la culture est épaisse, luxuriante et d'un jaune véritablement doré (aureus) ou citrine (citreus) ou très blanche [albus) .
5^ Cultures en milieux liquides. -— A. Bouillon. — Rien de caractéristique. Trouble uniforme, rapide, sans flocons, ni pellicule (fig. 151). Dépôt abondant et coloré, mais moins vivement que les cultures solides. Le développement s'arrête vers le huitième jour.
B. Lait. — Rapidement coagulé (F. Krause), grâce à la production de plusieurs acides, dont l'acide lactique.
C. Sérum. — Végète agglutiné et atténué dans le sérum du lapin immunisé. Végète normalement dans le sérum neutre. (J. Courmoxt).
G) Coloration, Caractères microscopiques
±^ Coloration. — Se colore très facilement par toutes les couleurs basiques d'aniline. Froid le Gram,
2^ Forme. — L'élément est un coccus^ toujours rond (morphologie très fixe), de diamètre variable (0,9 fx à 1,2 [i). 11 est petit dans les cultures anciennes, très gros lorsqu'on le cultive à + 43*'. L'arrangement des cocci est caractéristique. Us sont disposés en ,amas qu'on a comparé à des grappes de raisin (d'où le nom de Staphylocoques) ; autour d'eux sont des éléments isolés ou groupés par 2, par 3, ou par petites chaînettes
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(le cinq éléments en moyenne (fig. 338). On n'observe jamais de longs streptocoques, ni de disposition constante en diplocoques
Fig. 338.
Staphylocoque pyogène.
Culture en bouillon (48 heures).
ou en télragènes; c'est un mélange confus de tous les groupements possibles.
3^ Mobilité. — Immobilité.
4^ Spores. — Pas de spores.
D) G.\RACTÊRES BIOLOGIQUES
1" Habitat. — Très répandu dans la nature. 11 existe dans l'air, dans les eaux (où il peut vivre longtemps; J. Gourmont), sur le sol, dans les poussières. On le trouve chez Thomme sain.
EL la surface de la peau, sur les muqueuses, dans le tube digestif (Gbssner, Duprk), dans la bile (17 fois sur 42; Lbtienne), etc. Exemple : quand on cultive le sang de la pulpe du doigt» après piqûre à la lancette, on a presque fatalement des cultures con* laminées par du staphylocoque (en général blanc et noA liquéfiant). On peut dire qu'il nous assiège (Eiselderg, Pawlowsky, Emmerigh, Ullmann, etc.)
2° Vitalité. — La vitalité est considérable dans les cultures; des cultures en bouillon, Agées de plus d'un an, sont parfois ensemencées avec succès, & plus forte raison des cultures solides.
Dans les matières album inoîdes desséchées, le Staphylocoque pyogène résiste plusieurs minutes à + 100® et assez bien aux antiseptiques.
La limite de température à laquelle végète une culture en. bouillon est environ + 40*^; on obtient même des cultures (atténuées, il est vrai, et à gros éléments) à-f43«> ct+ 44°, en réensemençant fréquemment à cette température un microbe puisé dans une culture très jeune. Cependant la résistance duStaphylocoque pyogène à la chaleur est en somme faible.
La durée et l'intensité du chauffage, nécessaires pour détruire la vitalité du microbe, varient suivant l'âge de la culture ; la plus âgée étant la plus facile à stériliser. Voici quelques chiffres dus â RoDBT : 41<' pendant deux jours et 45^ pendant vingtquatre heures ne tuent pas le Staphylocoque . 11 ne résiste pas au contraire à 44^ pendant cinq jours, 50^ pendant deux jours, 72** pendant une heure trente-cinq minutes et 80<* pendant une heure quinze minutes.
La lumière solaire (Gaillard) etélectrique (Chmklewsky) diminuent rapidement sa virulence et altèrent son pouvoir chromogène.
pROGHOWNicK et Spakth prétendent que le Staphylocoque pyogène est détruit en un quart d'heure au pôle positif d'un courant galvanique de 60 â 80 milliampèrcs, grâce au dégagement du chlore provenant de la décomposition du chlorure de sodium.
Un séjour de vingt-cinq à cinquante jours dans Teau distillée
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tue le Staphylocoque (Curt Braem, Bolton). Je l'ai yu, au contraire, vivre des mois dans ces conditions.
Tarnier et ViGNAL ont étudié avec soin l'action des antiseptiques. Il faut, pour détruire le Staphylocoque, un séjour de deux minutes dans une solution de bichlorurc de mercure à un millième, neuf minutes dans une solution de biîodure à un millième, etc. Les antiseptiques les plus pratiques seraient le bichlorure de mercure, l'acide phénique, le sulfate de cuivre et le biiodure de mercure. L'iode à un dix millième et le thymol à 1 cinq millièmes détruisent le microbe. L'iodoforme n'a pas d'influence (Martens, Kusz, etc.). Si on ajoute au bouillon de la pyoctaninc, dans la proportion de 1 cinq millième, le microbe périt en une demi-heure (Libbreich et Oskor). 11 ne se développe pas dans un bouillon contenant 1/2000 d'acide chiorhydrique (Vignal). Enfin, pour Sabrazès et Bazin, une pression de 90 atmosphères n'influence ni sa végétabilité ni sa virulence; les extraits orchitiques le tuent en trois jours.
C'est en expérimentant avec le Staphylocoque pyogène doré et quelques autres microbes, que Boccuard a calculé l'équivalent antiseptique d'une foule de substances médicamenteuses.
3» Virulence. — Rien n'est variable comme la virulence du Staphylocoque pyogètie, 11 peut même arriver qu'une première culture, provenant directement d'un abcès ou d'un foyer d'ostéomyélite, soit absolument inactive. En général, une première culture âgée de quarante-huit heures, tue le lapin, dans le sang, à 1/2 ou 4 centimètre cube. Les variétés citrine et blanche sont le plus souvent moins virulentes.
Le vieillissement atténue rapidement les cultures ; pour conserver un Staphylocoque virulent, il faut réensemencer la culture tous les cinq à huit jours. Cependant, une très vieille culture donnera parfois une culture fille virulente. 11 n'y a pas de règle connue à ce point de vue.
La virulence du Staphylocoque peut s'exalter artificiellement au moyen de passages successifs par le lapin ; on inocule dans le sang ou dans le péritoine et on ensemence le sang du cœur ; on réinocule la cultui'e ou directement le sang dans le péritoine.
II est rare qu'on ne puisse pas remonter la virulence d'un échantillon même très atténué.
40 Agglutination. — Le Staphylocoque végète agglutiné dans le sérum de lapin immunisé. Le sérum des malades atteints de staphylococcie n'agglutine pas (J. Coubmont).
5^ Caractères biochimiques. — Produit des acides gras aux dépens des matières sucrées. Transforme la lactose en acide lactique. Produit les acides acétique, valérianique, butyrique et propionique (odeur aigre des cultures).
Produit un peu d mdol. Peptonise le blanc d'œuf.
E) Action pathogène
±^ Action naturelle. — Le Staphylocoque pyogène est pathogène pour l'homme et pour les animaux.
A. Chez l'Homme. — Son rôle est immense. Rappelons que Pasteur l'a décrit originellement comme le microbe du furoncle et de l'ostéomyélite. C'est, avec le Streptocoque pyogène, l'agent le plus habituel de la suppuration.
Quelle est la fréquence des abcès à staphylocoques par comparaison avec les autres? En additionnant les statistiques de Zuckehmann, Rosenbach, Ogston, Passet, etc., on arrive au total de quatre cent quatre-vingt-quinze abcès qui se divisent ainsi :
Staphylococcus pyogenes aureus, citreus ou albus. 71 p. 100
Streptococcus pyogenes 16 —
Les deux réunis 5,5 —
Micrococcus pyogenes fœtidus, M. tenuis, etc. . Except.
La statistique de Karlinski donne un total de deux cents suppurations, très diverses :
Staphylococcus pyogenes aureus 82
— — albus 55
— — citreus 7
Streptococcus pyogenes 45
Divers 11
Total iOO
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Ces études comparatives ne sont pas exactes, car elles portent surtout sur des abcès chirurgicaux ; si on y ajoutait les abcès profonds, on verrait grandir considérablement la proportion des streptocoques. On peut dire que le Staphylocoque est le principal agent des suppurations superficielles , comme le Streptocoque est celui des suppurations profondes ; le Staphylocoque est plus chirurgical, le Streptocoque plus médical.
Aussi rencontrera-t-on le Staphylocoque dans la plupart des abcès cutanés ou sous-cutanés, des phlegmons, des suppurations compliquant les plaies, dans les tumeurs ulcérées, etc., etc.
n est l'agent fréquent des abcès par infection secondaire qui compliquent la fièvre typhoFde, le chancre syphilitique, etc.
Par contre, il sera souvent dilBcile d'affirmer que le Staphylocoque est la cause de telle lésion où on le rencontrera, en raison de sa présence constante sur les muqueuses. Quel est, par exemple, son rôle dans la production de l'amygdalite catarrhale, des tumeurs adénoïdes? (Ghatkllier.)
Et, même dans les abcès, ne peut-il pas, surtout lorsqu'il est associé à d'autres microbes, être seulement le fruit d'une infection secondaire ? En un mot, il ne faut jamais se hâter d'affirmer qu'un microbe aussi vulgaire est la cause de la lésion qu'il habite. Bouchard et Gharrin ont rencontré onze fois le Staphylocoque dans des arthrites rhumatismales chroniques et se sont bien gardé d'en tirer une conclusion.
Voici un tableau des principales affections humaines à staphylocoques *.
/ Furoncle (Pasteur, Ogston, Rosenbach, Ro-
Peau et tissu con- \ det, etc.). Anthrax. Toumiole. Folliculite
jonctif sous-cu- l purulente. Clou de Biskra, de Gafsa. Im-
tané / petigo. Ecthyma. Abcès et phlegmons sous-
[ cutanés. Purpura (Rehkr, Hlava, Libreton).
Os et ariiculation^ 1 ostéomyélite (Pasteur, Rodet) (37 fois sur 43;
us et ai ixcmaiwm. ^ Lan.velongue et Achard). Arthrites suppures.
■ Endocardites simple ou ulcéreuse. Myocar-
Appareil circula- ) dites suppurées. Péricardites suppurées.
toire I Phlébites. Thromboses. Artérites. Infection
[ générale sanguine avec ou sans pyohémie.
* Voy. J. CocRiioNT. Siaphylococcie. Traité de médecine de Brouardel et Gilbert. Bailliëre, 1895, t. I, p. 58i.
Appareil respira toxre
Appareil digestif
Organes des sens .
Appareil génilo-urinaire
Système nerveux. .
Infection générale.
Coryzas. Bronchites. Dilatation des bronches. Laryngites pseudo-memhraneuses diphtériques associées ou non diphtériques. Gangrène pulmonaire. Broncho-pneumonies surtout infantiles (3 sur 25, Netter). Pleurésies séreuses (excessivement rare) ou purulentes (très rare ; 6 sur 156 ; Nettbr) ou putrides.
Angines phlegmoneuses. Angines diphtériques associées ou non diphtériques. Infection sali vaire. Péritonite suppurée. Angiocholites suppurées. Abcès du foie. Ictères graves. Thyroïdites.
Otites suppurées ou non. Kératites. Conjonctivites.
Néphrites. Cystites. Infections urinaires. Salpingites. Métrites. Infection puerpérale (rare).
Méningites suppurées (très rare) . Encéphalites suppurées. Empyème des sinus.
Pyohémie.
B. Chez les animaux. — Le Staphylocoque pyogène a été reconnu comme Tauteur d^une ostéo-arthrite aigué infectieuse des jeunes oies (Lucet), d'abcès chez le chien, le chat, le loup, le renard la martre, le mouton, le lièvre, le cobaye, les souris blanche et grise, la, perdrix, Vkirondelle, le pigeon, etc., etc. (Karlinski), d'une épidémie sur les goujons du Rhône (Gharrin), etc.
2^ AoUon expérimentale. — A. Homme. — Zuckbrmann, ayant pratiqué 5 inoculations de culture, a reproduit des pustules, avec lymphangite dans un cas. Garré, s'étant frictionné le bras avec une culture provenant d'une ostéomyélite, fut atteint d'anthrax avec adénite axillaire. Netter a reproduit involontairement la même expérience. Enfin, on a fait quelquefois des abcès de fixation en inoculant des cultures sous la peau.
B. Lapin. — C'est lanimal de choix. Son inoculation, à différents Âges, par différentes voies, avec des doses variées de Staphylocoque pyogène est un véritable modèle d'étude expérimentale.
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Les expériences donnent les mêmes résultats avec le St. aureus
OUalbuS (HODET, JaBOULAY, J. CouRMONT, LANNKLOXGUEetÂCHAaD),
le St. citreiis (Laxnelongue et Achard). Valbus et le citreus sont en général moins virulents, mais cette loi souffre des exceptions (HoDET, Jaboulay, J. Courmont. Watson-Cheyne).
a. Inoculation intraperitonéale. — La voie péritonéale est la plus résistante (Grawitz, Steinhaus, Delbet, Hbrman) ; elle supporte des doses de cultures 20 fois plus fortes qu'un, autre organe sans suppurer. On obtient une péritonite fibrino-punilente et la mort en quelques jours; le microbe est abondant dans le sang et les viscères.
b. Inoculation sous-cutanée. — Voie la moins sensible, après le péritoine. 11 faut 0,75 à 1 centimètre cube (500000 000 de cocci, IIerman) d'une culture de virulence moyenne, pour produire un abcès. L'infection se généralise rarement et n'est presque jamais mortelle, sauf avec des doses très fortes de culture très virulente. Rodet a tué en quelques heures avec 2 centimètres cubes, J. Courmont avec i/4 de centimètre cube d'une culture très virulente. Il faut, en général, une dose double (i 000000000 de cocci, Herman) de la dose pyogène, pour tuer.
c. Inoculation sous-arachnoïdienne. — Voie un peu plus sensible. Méningite suppurée mortelle.
d. Inoculation intrapleurale . — Voie encore un peu plus favorable. 11 suffit de 0,25 centimètre cube de la culture qui ne fait un abcès sous-cutané qu'à 1 centimètre cube, pour faire une pleurésie fibrino-purulente, mortelle en quelques jours.
e. Inoculation intraveineuse. — (Vest la voie la plus commode et donnant les résultats les plus schématiques. Une ou deux gouttes suffisent à tuer (culture de même virulence que précédemment).
Si la dose est forte ou la culture très virulente, la mort survient en quelques heures à deux jours, sans aucune lésion appréciable, par simple septicémie. A l'autopsie, les organes sont congestionnés, les reins surtout; le sang fourmille de staphylocoques.
Si la dose est très faible et laisse survivre l'anima! plus de
vingt jours, il se produit des arthrites suppurées sans lésions viscérales.
Parfois, des lapins, qui avaient paru survivre, ont présenté, beaucoup plus tard, des myélites avec paralysies (J. Gourmont, Gilbert et Lion).
On a reproduit l'endocardite scléreuse ou végétante, avec ou sans lésions préalables des valvules (Wyssokowitch, Ribbert, BoNOME, G. Roux et Josserand).
La dose qui donne les meilleurs résultats doit laisser l'animal survivre une huitaine de jours.
Supposons le lapin adulte.
Dés le lendemain de l'injection, l'animal parait malade et sa température monte pour rester fébrile (40<* à 4i») jusqu'à la
Fig. 339.
Staphylococcie.
Rein d'un lapin mort le huitième jour après injection intraveineuse (grandeur naturelle).
Fig. 340.
Staphylococcie.
Coupe de l'autre rein du môme
animal (grandeur naturelle).
mort. Les urines sont albumineuses et contiennent des cylindres colloïdes avec des débris d'épilhélium et des globules rouges. La mort survient au bout de six à huit jours, avec pyohémie généralisée.
Les abcès des reins sont absolument constants (Rodet, Rib- RERT, Krause, Colzi, ctc.) et pcuvcut constituer l'unique lésion. Us font saillie à la surface de Torgane qui est parsemé de bos-
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selures jaunAtrcs, parfois groupées en véritables bouquets (fig. 339). Sur la coupe, on voit que ces bosselures sont les bases d'abcès conoFdes à sommet central convergeant vers la papille; véritables traînées suivant et dessinant nettement les pyramides (fig. 340). Le bassinet peut être rempli d'urine purulente ; on peut aussi observer de la périnéphrite suppurée. Des infarctus, également en forme de pyramides, précèdent (dès le deuxième jour) l'apparition des abcès. Ceux-ci peuvent guérir, puisqu'on observe des cas de lapins ayant survécu mais présentant des cicatrices rénales blanchâtres, déprimées. II s'agit en somme d'infarctus suppures.
Les microbes, peu nombreux dans la zone mortifiée, très rares dans les tubes urinaires (habituellement dépouillés de leur épithélium), existent en amas considérables dans les vaisseaux de la zone médullaire, d'ailleurs atteints d'endartérite végétante.
L'infarctus est entouré dune zone d'infiltration leucocytaire et d'une autre ,plus externe, simplement congestive.
D'autres abcès existent souvent, mais non constamment, dans les différents organes ou tissus, muscles, poumons, foie. Une mention toute spéciale doit être faite pour le cœur qui contient presque toujours plusieurs abcès dans le myocarde même (fig. 341) ; la région de la pointe est particulièrement atteinte. La rate est habituellement indemne. Il n'existe pas de dégénérescence graisseuse du foie ou des reins, môme après des suppurations lentes (Lannelongue et Achard).
Les staphylocoques sont abondants dans le sang et lesorganes. f. Reproduction de V ostéomyélite, — C'est l'œuvre de Hodet*.
Fig. 341.
Staphylococcie.
Cœur du même lapin (gran
deur naturelle).
* RoD£T, Revue de Chirurgie, 1885, p. 273 et 636.
On avait auparavant reproduit des lésions osseuses suppurées à staphylocoques en accompagnant Tinoculation de fractures (Becker, Rosenbagh, F. Krause) ; mais c'est Rodet qui a montré qu'il suffisait, pour reproduire l'ostéomyélite, de choisir un jeune lapin en voie de croissance; le traumatisme préalable est alors inutile.
On choisit un lapin de deux mois, on lui inocule, dans la vessie auriculaire, une dose (1 ou 2 gouttes) qui le laisse survivre une huitaine de jours.
Au bout de quelques jours, on note un peu de tuméfaction douloureuse d'un ou des deux genoux ou quelquefois d'une autre articulation ; d'où l'attitude très particulière du lapin suspendu par les oreilles. Bientôt l'arthrite purulente est très nette.
A l'autopsie, on trouve toutes les lésions pyohémiques de l'adulte et en plus l'ostéomyélite.
Les arthrites purulentes frappent tout d'abord. Elles sont à peu près constantes et souvent très volumineuses. Elles peuvent se montrer dans toutes les articulations, grandes ou petites, même dans celles du carpe et du tarse, mais leur siège de prédilection est aux genoux puis aux épaules. Ces arthrites sont quelquefois indépendantes de toute lésion osseuse, rappelant alors celles qu'on observe chez les lapins adultes inoculés avec des staphylocoques atténués : le plus souvent elles ont pour origine un abcès osseux. On peut surprendre leur début, la synoviale est alors simplement injectée et couverte de taches ecchy m 0 tiques.
Les synoviales tendineuses suppurent chez certains sujets.
Les os dénudés offrent des abcès sous-périostiques ordinairement de faible volume et ne passant jamais à l'état de véritables phlegmons. Leurs sièges de prédilection sont : l'extrémité inférieure du fémur et supérieure du tibia, l'extrémité supérieure de l'humérus ; on peut néanmoins les rencontrer sur toute la longueur des diaphyses. Ces abcès sont constitués par une gouttelette de pus faisant saillie sous le périoste; cette élevm*e de dimension miliaire est habituellement entourée d'une zone hémorragique. Le pus éliminé, on se trouve en présence d'un
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véritable séquestre (Og. 342) ou d'une cavité creusée dans los et pouvant conduire jusqu'à un fojer purulent médullaire (fîg. 34-3). Si la survie de l'animal a été suffisante, on constate déjà un peu de tissu osseux de nouvelle formation autour de la perte de substance.
Fréquemment, le périoste ne parait pas du tout altéré et les
Fig. 342.
Staphylococcie.
Extrémité inférieure (grandeur naturelle) d'un fémur de jeune lapin mort le septième jour d'une infection intraveineuse.
Deux séquestres baignant dans le pus de deuxcavités osseuses.
Traces de tissu osseux de nouvelle formation.
Fjg. 343.
Staphylococcie, Décollement épiphysaire de l'extrémité supérieure d'un humérus de jeune lapin mort le neuvième jour d'une infection intraveineuse. On remarque, en outre, une cavité remplie de pus, sans séquestre, creusée dans la diaphyse (gremdeur naturelle).
lésions sous-périostées passeraient complètement inaperçues, ainsi que le fait remarquer Rodet, si on ne prenait la précaution de décoller le périoste dans toute l'étendue de l'os.
Les abcès du canal médullaire sont très rares et, quand ils existent, restent habituellement cantonnés aux extrémités juxtaépiphysaires. L'infiltration diffuse de la moelle est exceptionnelle.
Les altérations les plus remarquables sont celles de la région juxta-épiphysaire, de la diaphyse des os longs et spécialement de l'extrémité inférieure du fémur, supérieure du tibia et de
l'humérus. Le tissu spongieux de la diaphjse qui confine au cai'tilage de conjugaison est infiltré dune petite quantité de pus, extrêmement friable et parsemé de séquestres souvent excessivement nombreux. C'est également à ce niveau que les abcès sous-périostiques sont le plus fréquents. Ces lésions s'arrêtent habituellement à une petite distance du cartilage de conjugaison qui est indemne. Le décollement juxta-épiphjsaire est souvent spontané, en tous cas le plus faible effort suflit & le produire ; ce n'est pas en réalité un décollement mais bien une fracture diaphysaire, une petite bande de tissu osseux diaphysaire restant habituellement accolée au cartilage (fig. 343).
Le tissu épiphysaire est le plus souvent sain. Cependant on peut y voir abcès et séquestres, soit primitifs, soit par propagation de la suppuration diaphysaire qui perfore le cartilage de conjugaison et va fuser jusque dans l'articulation.
RoDET a obtenu de belles pièces d'ostéite condensante .
La moelle de la plupart des os est vivement congestionnée. La vascularisation juxta-épiphysaire est ivbs remarquable, on peut observer de véritables hémorragies sous-périoslées.
Les microbes sont disséminés dans la moelle, le tissu spongieux et même le tissu compact. Ils oblitèrent même parfois complètement les canaux de lïavers.
La grande vascularisation des régions osseuses en voie de croissance et le ralentissement du courant sanguin k ce niveau expliquent la localisation des microbes (Bobroff).
Telles sont les lésions du squelette qu'on obtient chez le lapin en voie de croissance par injection intraveineuse d'une minime quantité de culture virulente de Staphylocoque pyogène, qu'il soit doré, blanc ou citrin. Elles sont la reproduction fidèle de Tostéomyélite aiguë humaine. Jaboulav, J. Courmont» Bobroff, CoLzi, Lannelongl'e et Achard, Lexer, etc., ont confirmé la découverte de Rodet. Ces lésions diffèrent-elles de celles de l'ostéomyélite expérimentale à streptocoques ? (voy. p. 741.)
Cette dernière a été obtenue par J. Courmont et Jaboulav (1890) et par Lannklongue et Achard (1891). Ces auteurs ne sont pas entièrement d'accord. Lanneloxgue et Achard, tout en prétendant différencier cliniquement sur Thomme rostéomyélite à
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streptocoques de celles k staphylocoques, n'admettent pas de différences notables entre les lésions osseuses du lapin, quHl soit inoculé avec le streptocoque ou le staphylocoque. Voici, au contraire, les conclusions de J. Courmoxt et Jaboulay : Le jeune lapin, inoculé dans le sang avec quelques gouttes d'une culture vii'ulente de streptocoque pyogène, meurt au bout de huit jorn-s enviroA, mais sans avoir présenté de symptômes d'arthrite. A l'autopsie : abcès très discrets (très inconstants) des reins et pas de foyers disséminés dans les viscères ou les muscles. Pas d'arthrite, pas de périostite, pas de décollement épiphysaire. Il faut fendre longîtudinalement les os longs et spécialement le fémur, le tibia et Thumérus : on trouve alors dans le canal médullaire, et n*empiétant pas sur le tissu osseux, un ou plusieurs gros abcès collectés. Une seule fois J. Courmont et Jaboulay ont vu un séquestre et une fusée purulente articulaire.
En résumé : le Staphylocoque produit une infection purulente généralisée avec ostéomyélite caractérisée par : périostite, séquestres, arthrites purulentes, décollements juxta-épiphysaires, suppuration osseuse discrète, intégrité habituelle du canal médullaire, tandis que le Streptocoque occasionne peu de désordres : abcès discrets des reins, autres viscères intacts, pas d'arthrites purulentes, pas de nécrose, pas de périostite, pas de décollements juxta-épiphysaires, mais abcès collectés dans le canal central médullaire. La lésion caractéristique de l'ostéomyélite à staphylocoques est la nécrose, celle de l'ostéomyélite à streptocoques est la suppuration médullaire. Le diagnostic peut se faire pendant la vie par l'absence ou la présence de gonflement articulaire. Lannelongue et Achard croient au contraire les arthrites plus fréquentes dans l'infection k streptocoques.
La reproduction expérimentale de l'ostéomyélite à pneumocoques et à bacilles d'Eberth n'a pas encore été obtenue.
g. Inoc. dans la chambre antérieure. — C'est la voie la plus sensible. La suppuration de la chambre antérieure s'obtient avec une quantité de coni 8 000 fois moindre que celle nécessaire au tissu sus-cutané (Herman).
h. Inoc. intratrachéale. — Les phagocytes du poumon (cellules épithéliales) détruisent les microbes en 4 jours.
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î. Variation artificielle de la réceptivité. — La réceptivité du lapin peut être facilement modifiée.
S'inspirant de la facilité avec laquelle suppurent les diabétiques S 0. BcjwiD a tenté de prédisposer le lapin, le rat, la souris & l'infection staphylococcienne par l'addition de gljcose & leurs organismes. Il a montré que des doses de staphylocoques incapables de produire des abcès, introduits sous la peau, deviennent pyogènes si on les inocule délayées dans une solution de glycose k 25 p. 100. Le résultat est le même si la solution de glycose est injectée dans la veine auriculaire et le microbe sous la peau. Ces expériences, très intéressantes, ont été confirmées par Fbrraro; il est vrai que Gbawitz, De Bary, Steinhaus, Herman en nient les résultats. Pour Nicolas, les cfTets de Tadjonction de la glycose sont inconstants.
D'autres substances sont, d'une façon bien inattendue, des adjuvants de l'action pyogène du staphylocoque. Citons : la cadavérine (Fshleisbn), le sublimé (Budjwid, Herman), l'acide phénique (Budjwid, Herman). Un centimètre cube d'acide phonique À 3 p. 100 favorise la suppuration du tissu cellulaire dans la proportion de 1 à 10.
Les cultures filtrées du Staphylocoque ou l'extrait alcoolique de ces cultures prédisposent le lapin à la suppuration par staphylocoques (RoDET et CouRMONT, Maltseff) (voy. p. 769.)
On peut encore favoriser l'éclosion d'un abcès dans un territoire donné en sectionnant les nerfs afférents à la région (Herman, Arloing).
Voyez V Immunisation, page 768.
B, Autres animaux.— Le Staphylocoque pyogène est pathogène pour la plupart des animaux, mais à un degré généralement moindre que pour le lapin.
Le cobaye succombe aux mêmes lésions que le lapin (Rodbt, J. Courmont) ; cependant je n'ai pu obtenir, sur lui, l'ostéomyélite.
Le chien (Pawlowsky), la souris, le rat ont été inoculés avec
* 11 en est de môme du chien privé de pancréas (Cuarrin).
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succèS) surtout dans le péritoine ; Tinoculation sous-cutanée produit un abcès.
LucET a reproduit l'ostéomyélite de l'oie.
¥) Toxines
Les produits extraprotoplasmiques, fabriqués dans ses culturcs par le Staphylocoque pyogène^ sont multiples.
10 Toxines pyogènes. — Suivant le sillon tracé par S. Arloing qui venait d'isoler la première diastase microbienne, de Christmas a montré que la culture stérilisée à -|- 100^ ou filtrée, était pyogène (chambre antérieure du lapin) et que cette propriété était due à une substance précipitable par 4 & 5 volumes d'alcool fort.
Leber avait cru isoler des cultures une substance iphlogosine) analogue aux alcalis, cristallisable, et pouvant entraîner- la suppuration. Ce n'était pas une toxine du Staphylocoque,
2^ Toxines vaso-dilatatrices. — Le liquide provenant de la filtratîon d'une culture en bouillon conserve pendant longtemps des propriétés vaso-dilatatrices. 11 contient des substances qui mettent les centres vaso-dilatateurs supérieurs du lapin en état d'hyperexcitabililé, ainsi qu'ARLOiNO (i891) Ta démontré par l'excitation du bout central du nerf de Cyon et du nerf auriculaire. La dépression artérielle est plus intense après l'injection du liquide. C'est ainsi que le Staphylocoque favorise la diapédèse comme l'admet Bouchard. On ne sait si les substances vaso-dilatatrices doivent se confondre avec d'autres produits du Staphylocoque pyogùne.
3^ Toxines proprement dites. — Quelques auteurs avaient bien noté certaines propriétés toxiques assez vagues des produits solubles du Staphylocoque, mais Kodkt et J. Courmont (1892) en ont fait sur le chien ei le lapin une étude détaillée et notamment graphique. Ces produits toxiques sont multiples; la plupart d'entre eux ne peuvent être confondus avec les produits Iprécédcmnient étudiés. Ils sont très altérables.
La culture filtrée est peu toxique grâce à la rétention de beaucoup de substances sur le filtre.
La culture complète, vivante ou tuée par la chaleur, entraine immédiatement la suspension de la respiration en expiration, une notable augmentation de la pression sanguine, TafiTaiblissement du cœur, un abaissement de la température et quelques accès convulsifs.
On opère ainsi sur un mélange de substances antagonistes qu'on peut dissocier en partie par l'alcool.
Les substances précipitables par Valcool sont, privées de leura antagonistes, plus toxiques que le mélange. On observe : mort en quelques heures; respiration en Cheyne-Stokes ; circulation peu atteinte; abaissement de la température; excitabilité nerveuse exagérée se manifestant par du tremblement, de la cborée, du tétanos. Les troubles respiratoires et convulsivants dominent la scène.
Les effets des substances solubles dans Valcool sont en grande partie opposés; ces dernières substances sont également plus toxiques que le mélange. H y a tendance à Tarrèt du cœm* et de la respiration; anesthésie complète; abaissement de la température; mort par arrêt du cœur. Les troubles cardiaques et anesthésiques dominent la scène.
L'antagonisme se montre donc entre les substances toxiques comme entre les substances prédisposantes et vaccinantes.
Les substances précipitables par l'alcool engendrent des néphrites.
Depuis ces travaux, nous avons obtenu des toxines bien plus actives, tuant le lapin à 1/100® de centimètre cube.
MossY et Marcano ont expérimenté des cultures filtrées qui tuaient en quelques secondes à 10 centimètres cubes.
4<> Staphylolysines, Staphyloleucocidines . — Voyez page 338 les expériences sur ces curieuses substances.
6^ Autres propriétés des toxines. — Les produits solubles du staphylocoque ont encore senù aux nombreuses expériences
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faites en vue d'élucider Vinflammation, la suppuration, le cfùmiotaxisme des leucocytes, etc.
G) Immunisation, Prédisposition
10 Ixnmanisation. — On n'est pas arrivé k vacciner un animal avec des cultures vivantes.
RoDBT et J. CouRMONT (1891), opérant sur le lapin, ont montré que le Staphylocoque offre cette pailicularité très intéressante, et dont les conséquences sont faciles à deviner, de fabriquer simultanément dans ses bouillons de culture des substances antagonistes, les unes vaccinantes et les autres prédisposantes, les premières étant masquées dans le liquide filtré total par l'action prépondérante des secondes. 11 faut donc traiter le liquide ûltré par l'alcool pour les obtenir; elles sont précipitables par V alcool tandis que les prédisposantes sont solubles. On peut encore les faire apparaître en chauffant le liquide filtré à + SS® pendant vingt-quatre heures, opération qui affaiblit ou détruit les substances prédisposantes. 11 est donc indiqué, d'après ces expériences, de chercher à isoler un vaccin des produits solubles d'un microbe pathogène qui ne parait pas en fabriquer normalement.
On comprend pourquoi les auteurs (Mosny et Marcano) qui ont cherché à vacciner par l'ensemble de la culture filtrée, ont échoué.
ViQUERAT et Kosc, Parascandolo ont vacciné avec des cultures virulentes en bouillon sucré, stérilisées par l'addition de 5 p. 1(K) d'acide phénique.
Capman dit avoir immunisé des chiens et des lapins avec une culture en bouillon peptonisé à i p. 100, filtrée k l'âge de 20 jours.
Denys et Van de Veloe ont vacciné le lapin avec des cultures filtrées.
2« Prédisposition. — Dans le discours de Berlin (1890), Bouchard classait déjà le Staphylocoque parmi les microbes qui fabriquent des produits favorisants, c'est-à-dire à action adjuvante immédiatement toxique par paralysie du système vase-
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dilatateur. Rodet et J. Courmont (<891) ont étendu au SiaphylO' coque la découverte de J. Courmont de produits solubles prédispO' sants (voy. p. 339), c'est-à-dire modifiant Torganisme, au bout de quelques jours et d'une façon durable, dans un sens favorable à rinfection. Il suffit, pour les mettre en relief, de filtrer une culture en bouillon (infusion salée de viande de veau sans addition de peptone) sur porcelaine à 2 ou 3 atmosphères. L'âge de la culture importe peu, le liquide résultant de la filtration perd ses propriétés toxiques en vieillissant, mais non son pouvoir prédisposant.
L'injection au lapin peut se faire en même temps que celle du microbe, la suppuration est alors légèrement favorisée. Les effets les plus remarquables s'obtiennent en imprégnant d'abord l'organisme du lapin par la voie sanguine avec le liquide filtré et en inoculant le microbe longtemps après (trois mois et certainement beaucoup plus). L'infection prend alors une marche suraiguê, et ses lésions peuvent apparaître avec un virus trop atténué pour en produire sur un lapin neuf.
Les substances prédisposantes sont solubles dans l'alcool; on obtient les mêmes effets avec l'extrait alcoolique qu'avec le liquide total.
H) Diagnostic bactériologique
Le diagnostic bactériologique consiste & isoler le Staphylocoque pyogène, ce qui est facile. Le caractériser est également chose aisée.
Le sérodiagnostic (voj. p. 755) est impossible.
Il faut bien se garder d'attribuer au Staphylocoque toutes les lésions où on le rencontre sans une critique sévère. Il peut envahir une lésion (un abcès) préformée; il peut surtout être associé à des microbes plus difficiles à isoler, notamment au B. tuberculeux. Les pleurésies, les méningites, les péritonites à Staphycoloques sont rares; par conséquent, toutes les fois qu'on l'isolera on pensera à une infection mixte. On peut presque poser en principe, par exemple, quune pleurésie purulente à Staphylocoques est une pleurésie tuberculeuse ; ilfaut l'inoculer au cobaye.
PRÉCIS DE B.\CTÂRIOLOGIE 2* édit. 49
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1^ Examen mioroioopiqae. — Colorer les frottis avec le Gram (double coloration). Dans le pus : cocci plus ou moins isolés, hors ou dans les globules de pus.
20 Culture. — i^ Ensemencer un ballon de bouillon ; ^ promener une aiguille de platine chargée de pus (sans la recharger) sur 3 tubes de gélose.
B^ Inociilation. — La culture est presque toujours suffisamment caractéristique. 11 est cependant bon d*inoculer une culture de première génération, à la dose de 1 à 2 centimètres cubes dans la veine auriculaire du lapin.
I) SÉROTHÉRAPIE
Le sérum des animaux immunisés est bactéricite et aggluti^ nant (J. Courmont) et antitoxique (J. Mosny).
Celui des animaux prédisposés est mtcro6iopM7e (J. Courmont 1894).
Le sérum de Viquerat et Kosc, de Parascandolo serait préyentif et curatif, étant antitoxique et microbîcide.
Celui de Capman est également bactéricide et antitoxique ; il préserverait et guérirait lapins et cobaj^es.
Le sérum des lapins vaccinés par Denys et Van de Velde contenait une antiieucocidine, c'est-à-dire un « anticorps » neutralisant la leucocidine des cultures filtrées.
Il n'y a pas eu d'applications thérapeutiques à l'homme.
CHAPITRE XIX LE GONOCOQUE
Découvert par Nbisser (1879). GuIiiTé par Bumm (1885). Isolé par Wbrtheim (1893).
A) Isolement, Cultures
lo Isolement. — On ensemencera des tubes de gélose sanglante (Bezançox et Griffon), sortant de l'étuve, chauds, avec le pus uréthral au moment de son expulsion ; c'est une bonne con^ dition de réussite; ie refroidissement tue rapidement le Gonocoque. On choisira un pus de blennorragie datant de trois ou quatre jours (voy. plus loin, p. 776). Sur sérum de lapin, le développement se fait en douze heures, c'est-à-dire avant celui des autres pyogènes (ns Christmas).
20 ConditionB générales de culture. — Cultive très difficilement; exige des milieux spéciaux (albumineux). Aérobie strict. Végète de + 32» à + 38^5. T« optima = 37^
8^ Cultures sur milieux solides. — A. Géloses. — Gélose ordinaire. Il se produit une culture très grêle, à. condition d'ensemencer une certaine quantité de pus qui fournit les matériaux nécessaires : couche vernissée mince. Le repiquage est négatif.
Gélose de Wertheim (voy. p. 112). Vers le troisième jour : traînée mince, étroite, grisâtre, vernissée, ou petites colonies punctiformes, transparentes arrivant k la grosseur d'une tête
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d'épingle, hémisphériques. De Christmas dit que le sérum de lapin conyient parfaitement.
Gélo»e de Heiman, — Mélange de deux parties de gélose avec une partie de sérum pleurétique. Doit être neutre; ralcalinilé est nuisible. Mêmes colonies. De Christmas préfère le liquide d'ascite.
Gélose sanglante (voj. p. 112). — On peut utiliser soit le sang gélose de Bezançon et Griffon, soit la gélose-sang de Pfbiffrr. Mêmes caractères que sur gélose de Wertheim.
Gélose de Steinschneider. — Une partie d'urine humaine pour deux parties de gélose. Mêmes colonies.
Gélose de Nasstikoff, — Mélanger un jaune d'oeuf à trois volumes d'eau stérilisée. Liquéfier les tubes de gélose et leur ajouter, à + *5<*, une partie de l'émulsion pour ti*ois de gélose. Mélanger. Laisser refroidir. Mêmes colonies.
B. Skrum. — BuMM (1885), recueille aseptiquement le sang humain du cordon ombilical, avant la délivrance, laisse le sérum se séparer et le solidifie (voy. p. 77). On pourrait puiser simplement du sang au pli du coude (voy. p. 325). De Christmas préfère le sérum de lapin. Colonies plus petites que sur gélose, visqueuses. Les colonies restent virulentes pendant trois à quatre semaines. Elles apparaissent dès la douzième heure.
C. Gélatine. — Turro recommande la gélatine acide (il suffit de ne pas la neutraliser). Colonies blanchâtres, grêles. La culture s'arrête dès le troisième passage. Pas de liquéfaction.
D. Pomme de terre. — Pas de culture.
40 Cultures en milieux liquides. — Le développement en bouillon ordinaire est insignifiant (léger dépôt grisâtre). Finger préfère ï urine non alcalinisce, additionnée de 0,5 p. 100 de peptone; elle se trouble; le précipité est assez abondant. Pour de Christmas, c'est un mauvais milieu. Hammer recommande une urine albumineuse qu'il filtre sur bougie.
De Christmas (1897) conseille le bouillon de veau, ascîté, pep-
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toné et glucose àinoins de 1 p. 1000, légèremenl alialin : (voile blanchâtre et crémeux »ivec dépôt dans le fond.
B) CoLouATioN, Caractères microscopiudes
1^ Coloration. — Se colore facilement par toutes les couleurs basiques d'aniline. iVe prend pas le Gram. Cette propriété est très
Fig. 344.
(ionocoque.
Pus blemiorraf/ique coloré par le Gram-Nicolle et recoloré à la fuchsine. Gr. = 1400 D. Les Gonocoques sont rouges et intracellulaires; les cocci pyor/ènes sont violets extrareilulaires.
importante pour le distinguer, optiquement, dans le pus. des autres microcoques de la suppuration (G. Hoix). On emploiera le Gram-Nicolle au violet (voy. p. 270) et on recolorcra [)ar une solution hydro-alcoolique de fuchsine. Les Gonocoques seront rouges elles autres cocci violets (fig. 344).
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Opendant, étant donnés les caractères morphologiques assez spéciaux du Gonocoque (voir plus loin), on se contante le plus souvent d'une préparation à la Ihionnie phéniquée (fig. 34o\
Ffg. 345.
Gonocoque.
Pua hlennovragique coloré à la thioniae phéniquée.
La coloration t vitale » par le rouge neutre ne teinte, dans le pua frais, que les seuls gonocoques intra-cellulaires (altérés par la phagocytose) (Plato, Unna). On mêle une goutte de pus aune anse de solution (1 centimètre cube de solution aqueuse de rouge neutre saturé à froid dans 100 centimètres cubes d'eau physiologique), ou on laisse sécher sur la lame une solution alcoolique de rouge neutre à 1 p. 100 et on étale le pus au-dessus. On met une lamelle et on examine. Les préparations ne peuvent être conservées.
2*^ Forme. — Les Gonocoques ne sont pas, comme leur nom
semble Tindiquer, de véritables cocciy ils ne sont pas régulièrement arrondis. Leur diamètre longitudinal varie de 0,4 [x à 0,6 jx.. Ils ont, dans le pus, la forme d'un rein, d'un baricot et sont le plus souvent accolés deux par deux, se regardant par leur face concave (fîg. 346) , ^^
On voit quelquefois des amas, jamais le ^ ^
cbalnettes.
Dans les cultures, ils sont arrondis ou ovalaires. Les deux éléments d'un diplocoque sont entourés d'une capsule, surtout visible dans les cultures âgées, ti'és diffi- p. ^^^
cile à colorer. Dès la 24° heure, formes de Gonocoauen
dégénérescence (Wertheim). Figure schéma-
Dans le pus, ils sont parfois isolés ou par tique,
groupes en dehors des éléments cellulaires; il sont le plus souvent inclus en masse de 10 ou 20 éléments dans V intérieur dun globule de pus ou d'une cellule épithélialc (fîg. 344 et 345). C'est un des éléments importants du diagnostic.
3^^ Mobilité. — Seraient légèrement mobiles (?).
4® Spores. — Pas de spores.
G) Caractères biologiques
Le pus blennorragique est stérilisé par un chauffage de quelques minutes à + 55<*. Le refroidissement des cultures audessous de+ ly<^, arrête leur végétation ultérieure. L'action de l'air, la dessication des antiseptiques faibles tuent le Gonocoque.
Les cultures meurent en quinze jours à trois semaines; les ensemencements en série sont rapidement négatifs. Leur virulence est très éphémère.-
Le Gonocoque n*a pas été retrouvé en dehors de l'organisme malade.
D) Action pathogène
±^ Action naturelle. — Le Gonocoque n'est pathogène que pour l'homme. 11 est l'agent de la blennorragie. Certaines uréthrites
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humaines sont dues à d'autres microbes; les uréthrites animales ne sont pus gonococcienncs.
Il existe dans le pus uréthral, vaginal, utérin, des annexes (salpingites), rectal, buccal, de l'ophtalmie biennorragique de l'adulte ou des nouveau-nés, en un mot : dans tous les pus blennorragiques. Il peut engendrer des cystites, des arthrites, de l'cndorardite; dans ces cas, il existe dans le sang (II allier). On ne Ta pas retrouvé dans le liquide des arthrites du rhumatisme biennorragique.
Il est intéressant de suivre l'évolution du Gonocoque dans le pus biennorragique. Pendant les premiers jours, il est à l'état de pureté dans Turèthre; les éléments microbiens sont peu nombreux et inclus dans les leucocytes polynucléaires, tandis que les cellules épithéliales n'en contiennent pas. Vers le troisième jour, le nombre des gonocoques augmente hors et dans les globules purulents, dans quelques cellules épitliéliales. Dès le quatrième ou le cinquième jour, les cellules épithéliales disparaissent, on voit peu de gonocoques libres; la moitié ou les trois quails des globules purulentes en sont bourrés. Alors, successivement, les associatioit^ microbiennes (infections secondaires); d'autres microbes (C')libacille, cocci pyogèneSj microbes divers de Bumm, de Kraud cl UriioL'NENg, de Leghaix, d'EisEXBERG. etc.) viennent s'associer ou même se substituer au Gonocoque, Les microbes peuvent causer des complications suppurées plus ou moins éloignées. Lorsque la blennorragie devient chronique, les cellules épithéliales reparaissent bourrées de microbes, et les globules de pus disparaissent.
2"" Action expérimentale. — A. Homme. — L'inoculation du pus biennorragique dans l'uréthre donne la blennorragie (Welaxnaa). Blmm, Bock art, Bokaï, Wertheim, Fi.nger, Kiefer, etc., ont reproduit la blennorragie en inoculant, de même, des cultures.
B. AxiMAUX. — Les résultats sont à peu près nuls. L'inoculation sous-cutanée donne une légère inilammation (Wertheim), qui peut être suivie d'abcès (Fixgkr).
L'inoculation uréthrule échoue chez le chien, le singe, le cheval, le lapin.
L'inoculation sui* la conjonctive donne une conjonctivite purulente chez le jeune /apm (Heller) et le cobaye (Legkaix). Les microbes disparaissent rapidement. De (^hristmas n'a pu reproduire ces expériences. La conjonctivite se produit aussi bien avec la culture stérilisée (Morax).
L'inoculation intra-articulairc au lapin donne une arthrite légère curable (Finger, etc.).
L'inoculation intraveineuse ne tue pas le lapin ; cependant, le sang donne encore des cultures après quarante-huit heures (de Christmas).
E) Toxines
De Christmas (1897) montra d'abord que les sympt<)nies, pro* duits par l'inoculation sous-cutanée, sont des symptômes d'in* toxication et non d'infection ; la toxine existe donc. Une injection intra- veineuse abondante peut tuer le lapin ou, au moins, engendrer une cachexie notable.
Il a tenté l'extraction de la toxine des cultures en bouillon de veau, ascité, peptoné, glucose (voy. plus haut, p. 772). 11 suffît de flltrer sur papier, les microbes étant très visqueux. Aver 2 centimètres cubes par kilogramme, dans le sang, le lapin maigrit considérablement, prend de la fièvre et guérit lentement. Ce sont les mêmes symptômes que ceux de l'inoculation virulente. Les premiers jours delà culture, le filtrat est peu toxique; la toxine est retenue dans les gonocoques et ne dialyse qu'à la mort de ceux-ci. Une culture âgée de quinze joui's, c'est-à-dire morte, injectée en nature est plus toxique. On peut chauffer entre -|- 50*^ et + 70*^ sans atténuer la toxicité. La toxine est précipitablc par l'alcool fort. Elle ne dialyse pas. La solution glycérinée (évaporée à -|- SO*' avec un dixième de glycérine) con- .serve longtemps sa toxicité à l'abri de la lumière (six mois et plus). A l'autopsie : œdème des reins.
Cette gonotoxine est phlogogène, si on introduit le précipité alcoolique dans la chambre antérieure de l'œil du lapin ou de
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la chèvre (pus en douze heures, fonte de l'œil). L'inoculation intrapleurale produit rapidement un exsudât purulent aseptique. L'inoculation sur la muqueuse de l'urèthre ou sur la conjonctive est négative, chez les animaux. Si on la dépose dans l'urèthre humain, elle produit, dès la 4° heure, une suppuration abondante qui met cinq jours à guérir; l'urèthre n'est pas immunisé, on peut réussir plusieurs fois de suite.
Dk Christmas est revenu (1900) sur cette question. Il préfère cultiver dans un milieu d'eau de viande non salée et gélatinée à 4 p. 1000, et de liquide ascitique (une partie pour trois de liquide asçitîque). Il faut accoutumer le Gonocoque à ce milieu; alors il vit 40 et 50 jours. On ensemence avec une culture de quarantehuit heures sur sérum de lapin. Le maximum de toxicité est atteint vers le 20^ ou le 30® jour. On filtre. Les caractères diastasiques de cette toxine sont les mêmes que ceux décrits plus haut. Elle est seulement plus active. L'injection de quelques centimètres cubes sous la peau on dans le péritoine tue le cobaye; il se produit un abcès sous la peau. Injectée dans la matière cérébrale de cobaye à 1 500 de centimètre cube, elle le lue en quatre à six heures. Une dose moindre lui confère l'immunité. De fortes doses, injectées à plusieurs reprises sous la peau, immunisent.
Wassek-maxn et NicoLAvsENont confirmé la nature intraprotoplasmique de la gonotoxine.
F) Immunisation, Sérothérapie
La cMure peut être immunisée (de Christmas), mais très lentement si on emprunte la voie sous cutanée, plus rapidement par injection intraveineuse, mais toujours contre une dose limitée de toxine.
En somme, l'animal réagit de moins en moins aux injections.
Son sérum est devenu antitoxique. 1/2 centimètre cube de sérum, mélangé pendants trois quarts d'heure k + 15^ à 16 centimètres cubes de toxine, la neutralise.
11 est préventif pour trois jours, à condition de l'injecter dans
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le cerveau et pour deux jours seulement si on l'injecte même à fortes doses sous la peau.
G) Diagnostic bactériologique
1® Pus. — Le simple examen microscopique suffit.
On désinfecte le méat, on fait sourdre le pus en comprimant la verge de la racine à l'extrémité, on recueille la goutte sur une aiguille de platine. On fait un frottis sans trop comprimer pour ne pas faire éclater les globules de pus. On colore avec la thionine (fig. 345). Si on doute : on colore par le Gram-Nicolle et on recolore à la fuchsine (fig. 344). On pourra utiliser le rouge neutre (p. 774).
Si la blennorragie est chronique, faire uriner le malade, au réveil, dans un verre conique qu on laisse au repos (on peut ajouter un antiseptique). On fait un frottis avec le dépôt des filaments. On centrifuge, si c'est nécessaire.
L'examen microscopique peut, jusqu'à un certain point, déterminer l'âge de la blennorragie (voy. p. 77ô).
Si on veut faire une culture, on ensemencera par stries sur sérum de lapin et on prélèvera les colonies ù, la 12" heure, avant le développement des autres microbes.
2^ Complications. — Elles sont souvent dues à d'autres pyogènes. Il faut faire des cultures sur gélosc-ascile ou mieux sur sérum de lapin.
CHAPITRI-: XX MICUOHES DlVEllS
Nous groupons, dans ce chapitre, un certain nombre de microbes pathogènes pour l'homme, moins connus ou moins fréquents que ceux qui ont fait l'objet d'un chapitre spécial.
ARTICLE PKEMIEK
LK MICUOCOOL'E TKTHAGKNE
11 a été découvert par Koch (1884) dans le pus des cavernes tuberculeuses, et étudié par Koch et Oaffkv (1884).
Poui* P. Tkissieh, il faudrait distinguer le véritable ï. (T. septicus) des T. saprophytes (T. variabilis, mobilis veiiiriculi. concentncum. sub/lavus, aureus, etc.). Seul de ces derniers, lo T. aurcus pourrait devenir pathogène.
11 est très répandu dans l'air, sur le sol, dans les poussières : il existe dans la salive, le mucus nasal, des sujets sains. H s associe presque toujours au B. de Koch dans les cavernes pulmonaires.
11 est l'agent <le certaines angines (Dieilafoy et Ai>m:kt, Lak- TUiAx) et de nombreuses suppurations (pyohémie, abcès dentaires, adénites, pleurésies et méningites suppurées, etc.; Chauffard et Hamon. Nktter, Acharu). Le pus qu'il produit est épais, crémeux.
Le M. tètrarjène est aérobie et se cultive bien sur tous les milieux, }\ +37"^. Le bouillon est trouble, son dépôt crémeux
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filant, et devient très alcalin ; la gélatine n'est pas liquéfiée, ou l'est faiblement (Chauffard et Ramon), les colonies sur gélose, pomme de terre sont abondantes, visqueuses, blanches (elles sont colorées pour les variétés : aureus, subflavus) ; le lait n*est pas coagulé.
La vitalité des cultures dure plusieurs mois ; leur virulence originelle est très variable, mais les cultures virulentes s'atté-
Fig. 347.
Micrococcus tetragenus septicus.
Culture de 48 heures en sérum du lapin. Gr. = 1200 D.
nuent peu. Un chauffage de quelques minutes &-|-60^ stérilise les cultures liquides.
Uaspect microscopique du T. dans le pus, le sang, les crachats, les organes est assez caractéristique ; presque toujours il se présente sous la forme de tétrades ; il existe des cocci isolés et des diplocoques. Chaque coccus est volumineux (1 \i et plus), rond, parfois ovalaire ou en rein. La tétrade est fréquemment entou-
rée d'une capsule, surtout dans le sang et les yiscères. Il prend le Gram,
Dans les cultures, les éléments sont plus petits et rarement en tétrades, ils sont en dlplocoques et sans causales. Mais, en sérum liquide de lapin on a les formés en tétrade, encapsulées (fig. 347).
La souris blanche est très sensible au T. sepiicui; lïnoculation sous-cutanée de quelques gouttes tue par septicemis, en Tingtquatre à trente-six heures. Le sang et les organes fourmillent de tétrades.
Le cobaye succombe, plus lentement, en trois à cinq jours.
Le lapin est encore moins réceptif. L'inoculation sous-cutanée fait un abcès froid (P. Teissier), et l'inoculation intrapéritonéale, une péritonite k pus épais et visqueux.
Pour le diagnostic on fera : i^ des préparations colorées, 2* une culture sur plaque de gélatine, 3^ l'inoculation à la souris.
Il est parfois difûcile de distinguer du S^ pyogènes aureus un T. aureus qui a pris dans ses cultures la forme de simples cocci et qui n'est pas virulent. Cultivé dans le sang, le St. pyogènes aureus seul liquéfie le caillot ; cultivé dans le lait, seul il le coagule ^AcHARD et Gaillard). Ce sont là deux moyens commodes de différenciation à ajouter à la culture en sérum de lapin.
Les cultures filtrées ou chaufTées à + ^^ sont légèrement toxiques et ne sont pas pyogènes.
ARTICLE II COCCUS DE LA FIÈVRE DE MALTE
La fièvre de Malte ou fièvre méditerranéenne est une affection endémique sur les côtes de la Méditerranée, et qui a été longtemps confondue avec la fièvre typhoïde ou la malaria.
Bruce a décrit comme agent spécifique le Micrococcus metitensis. Gipps, Hughes ont confirmé.
Ce coccus est aérobie strict. Le développement est tardif.
COGCUS DE LA FIÈVRE DE MALTE
(plusieurs jours). La température optima = 37^. La culture est maigre sur gélose sérum coagulé et en bouillon ; le plus souvent nulle sur gélatine, qui n^est pas liquifiée ; nulle sur pomme de terre. En somme, c'est la gélose qui donne les meilleurs résul- Utâ.
La colonie est constituée par des grains arrondis ou ovalaires isolés, quelquefois en diplocoques, assez fins (0,3 {x), immobiles, se colorant facilement par toutes les couleurs basiques d'aniline, ne prenant pas le Gram. Durham en fait un cocco-bacille, une bactérie ovoïde .
La vitalité des cultures est très faible ; elles meurent vers le sixième jour; il faut repiquer tous les cinq jours.
Les animaux de laboratoire sont réfractaires. Cependant Durham a tué le cobaye et le lapin par inoculation intracérébrale, et renforcé ainsi la virulence ; le microbe renforcé peut tuer le cobaye inoculé dans le péritoine. Par contre, le singe est très réceptif. L'inoculation sous-cutanée engendre chez lui une maladie absolument comparable à celle de l'homme, fébrile, avec oscillations. La mort survient vers le deuxième septénaire, ou la maladie se prolonge des mois avant de guérir ; les rechutes sont fréquentes. A l'autopsie : tuméfaction du foie et de la rate, pas d'ulcérations des plaques de Peyer. Le sang est stérile ; le foie, la rate, les reins donnent des cultures pures.
Chez l'homme, le M, mclitensis se retrouve également dans le foie, la rate, les reins ; il ne passe pas dans le sang, même après la mort. La ponction de la rate, pendant la vie, donne une culture pure. L'urine en contiendrait (Durham).
Le M. melitensiê est agglutiné par le sérum des malades atteints de fièvre méditéranéenne ; il ne l'est ni par celui des typhiques, ni par celui des paludéens (Welght et Smith). Chez le singe inoculé, le pouvoir agglutinant apparaît le cinquième jour (BiRT et Lamb). Le sérum du lapin et du cobaye inoculés agglutinent aussi.
Pour établir le diagnostic bactériologique de la fièvre méditerranéenne, on fera : i<» la recherche de l'agglutination du B. d'Eberth, qui doit être négative; 2^ la recherche de Vhématozaire qui doit être négative; 3^ la ponction de la rate suivie de culture
(à rejeter comme dangereuse, toj. p. 326); 4^ la recherche de l'agglutination du M. melitensis par le sérum du malade. Ce dernier procédé est le seul à employer, quand les deux premiers ont écarté la ûévre typhoïde et la malaria. L'agglutination s'obtient entre 1/10 et 1/15 et dépasse rarement 1/30, par les mêmes procédés que pour le sérodiagnostic de la fièvre typhoïde.
Les cultures sont dangereuses à manier ; la plus petite piqûre souillée de M. melitemis donne la maladie (3 cas d'infection de laboratoire relatés parBiRTet Lamb, avec sérodiagnostic positif).
Wright aurait obtenu im sérum actif.
ARTICLE III
MÉNINGOCOQUE, STREPTOCOQUE DE BONOME
La méningile cérébro-spinale épidémique peut être due à de nombreux microbes. Netter, sur 46 cas, note
Streptocoque de Bonome 13
Méningocoque 12
Pneumocoque 11
Streptocoque pyogène , 7
Staphylocoque doré 3
Lekhartz trouve le Méningocoque 13 fois sur 24; Erik Fabbr (1898) le rencontre 27 fois sur 31 cas: les 4 autres résultats sont absolument négatifs pour tout microbe connu; Hunter et NuTTALL isolent le Mcninf/oco^uc 10 fois sur 10. Plus on étudie la méningite cérébro-spinale, plus le rôle du Méningocoque grandit.
10 Méningocoque. {Diplococcus intracellularis meningitidis ou Streptococus meningitis capsulatus), — Il a été décrit par Weichselbaum et retrouvé par tous les auteurs qui se sont occupés de la nature de la méningite cérébro-spinale épidémique. On Ta isolé des fosses nasales saines (Schipp) .
Dans le liquide céphalo-rachidien, recueilli par ponction lom-
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baire, il se présente sous l'aspect de cocci isolés ou agglomérés, dont la plupart sont enfermés dans les leucocytes ou les globules de pus. Les individus isolés sont arrondis, les autres sont aplatis sur leurs faces tangentes. On voit aussi des diplocoques lancéolés. En somme : grande ressemblance avec le Pneumocoque et le Gonocoque, La plupart sont entourés d'une capsule.
Dans les cultures en bouillon on trouve des grains isolés et des chaînettes parfois très longues. Dans les cultures en sérum de lapin, les capsules sont très nettes (Griffon).
11 se colore par toutes les couleurs basiques d'aniline. 11 prend le Gram, bien que, dans les exsudats, de nombreux éléments se décolorent par cette méthode.
Les premières cultures s'obtiennent difûcilement ; les suivantes sont plus abondantes. Température optima = 37". Aérobie facultatif. Ses caractères de culture, les milieux qu'il préfère sont ceux du Pneumocoque. La gélose-ascite, le sang gélose, le bouillon sérum conviennent surtout. Les cultures sur pomme de terre, en lait, sont presque nulles. En sérum liquide de lapin jeune et neuf la culture est agglutinée, comme celle de Pneumocoque en sérum d immunisé.
La vitalité du Méiiingocoque est très fugace en milieux ordinaire ; il y meurt très vite ; il se conserve mieux en milieux albumineux.
La virulence est, le plus souvent, très faible. L'a souris blanche présente une assez grande réceptivité. L'inoculation sous-culanée reste sans résultat. L'inoculation intrnpleurnlc ou intrapéritonéale (0,5 à 1 centimètre cube d'une riche émulsion) tue en ti'entc-six à quarante-huit heures avec hypertrophie de la rate et épanchement sanguinolent, avec cocci dans l'exsudat. Le lapin est tué par inoculation intraveineuse ; le lapin jeune est plus sensible; l'inoculation sous la durc-mèrc échoue souvent. En introduisant sur la pituitaire du lapin du sérum nasal ou du liquide céphalo-rachidien de malades, BusgrET a obtenu des résultats positifs. Le cobaye est parfois tué par l'inoculation intrapleurale. Le chien, la chèvre inoculés sous la dure-mère, meurent en deux à dix jours, avec méningite snppurée.
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2' Streptocoque de Bonome. — Courtes chaineltes, prenant le Gram, et extra-cellulaires. Se cultive facilement et rapidement sur les milieux ordinaires. Pousse sur gélatine à-|-22\ Les cultures en sérum de lapin jeune sont en chaînettes ou en amas (agglutinées) et présentent des capsules (Bezançon et (iRiFFON). Ne végète ni sur gélatine ni sur pomme de terre.
La virulence est assez grande. La souris blanche et le lapin sont très réceptifs. On peut les tuer par septicémie ou reproduire la méningite. Le cobaye est plus résistant ; le chien encore plus. Chez ce dernier on peut réaliser la méningite. Le streptocoque est entouré d'une capsule dans les organes.
Pour Netter, le Streptocoque de Bonome serait un pneumocoque atténué; pour Bezançon et (iRiKFoN, ce serait un microbe spécial, car il pousse agglutiné dans le sérum humain normal, dans le sérum du jeune lapin et végète sur gélatine.
3*^ Diagnostic bactériologique de la méningite cérébrospinale. — Recueillir le liquide sur le vivant, ou de suite après la mort, par la ponction lombaire. On fera des frottis qu'on colorera à la tliionine et au Gram. Le Méningocoque sera intracellulaire et ne prendra pas le Gram; le Streptocoque de Bonome sera extra-cellulaire et prendra le Gram. On cultivera sur gélose-ascite. On fera la différenciation (ce qui est souvent difficile). On inoculera la souris.
La porte d'entrée du microbe est toujours la muqueuse pituitairc. On le retrouve (quel qu'il soit) dans le mucus nasal des malades, qui est virulent.
ARTICLE IV ENTÉROCOUUE
Décrit par Thiercelin. C'est un streptocoque encapsulé qui cause un certain nombre d'entérites chez les enfants, et joue peut-être un rôle dans l'entérite raucro-membraneuse, l'appendicite, certains ictères de l'adulte. Il est pyogène. C'est d'ailleurs un hôte normal de notre intestin.
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C'est un microbe polymorphe, intermédiaire entre le P/ieumocoque, auquel il ressemble par son aspect microscopique, et le Streptocoque pyogène, dont il se rapproche par ses caractères de culture.
Les cultures sont aisées à réussir et végètent à la température ordinaire. Le microbe est presque exclusivement aérobie. Le sérum liquide lui convient mal, le bouillon est un excellent milieu. La vitalité et la virulence se conservent longtemps. Il forme des spores. Pas de développement apparent sur pomme de terre. Lait : pas coagulé. Gélatine pas liquéfléc.
C'est dans le pus que les capsules sont les plus nettes.
Se colore bien. Prend le Qram,
La soutU blanche est très sensible. Le lapin l'est moins, le cobaye est réfractaire.
ARTICLE V
BACILLES ENCAPSULÉS
PNEUMO-BACILLE DE FRIEDL^ENDER, BACILLE DE l'oZÈNË, BACILLE DU RUINOSCLÉHOME
Les B. encapsulés sont très abondants dans la nature. On les a retrouvés dans la bouche, les fosses nasales, les bronches, l'intestin d'individus sains. Us existent dans l'eau, l'air, le sol, etc.
Ils sont très pathogènes, comme on va le voir.
Strong les divise ainsi :
CARACTÉUES
Pneumobacille de Fnedldnder. Capsules constantes.
!«' GROCPE.
Bacille de l'ozène l Production de gaz par
Bacille du rhinosclérome. . . ) fermentation de la
saccharose , nulle avec la lactose.
Lait non coagulé.
i i Capsules inconstantes.
2» GROUPE. J B. laciis aérogènes (Escurich). J Gaz avec la lactose. ; ( Lait coagulé.
Grimbbrt et Legros identifient les deux groupes. Pour eux (1900), le B. lactis aerogenes est identique au Pneumobacîlh, ce qui augmente encore l'importance de ce dernier.
10 Pneumo-bifeille de Friedladnder. — Grâce à sa capsule, Friedl.«nder Tavait confondu, au début, avec le Pneumocoque, d'où une certaine confusion qui a duré un certain temps.
11 est Tagcnt de certaines broncho-pneumonies, pleurésies (séreuses ou suppurées), d*abcès du poumon, d'endocardites, de péricardites (séreuses ou purulentes], d'angines, de parotidites, d'abcès du foie, de méningites, de conjonctivites, de kératites, d'^otites, d'abcès divers surtout urinaires, etc. 11 peut, spécialement, occasionner de véritables angines pseudo-membraneuses (15 cas sur 2 500 examinés ; Ch. Nicolle et Hébert) ; actuellement on en connaît 22 observations (Nicolle et Hébert, Nicolas, Descos, etc.).
U existe dans la salive saine (Netter) ; mais rarement (24 fois sur 3 670 examinés ; Nicolle et Hébert) ; dans l'air (Upfelmann] ; dans les poussières ( Emmerigh ) ; dans l'eau (Grimbbrt) ; dans les vases de la Seine (Nicolle et Hébert), et^;.
S'il est identique au B. lactis aerogenes, il existe dans les matières fécales, fait fermenter le lait, cause certaines entérites des nourrissons, l'infection urinaîre, etc.
Aérobie facultatif, se cultive dans tous les milieux à partir de + 15^. Préfère les milieux légèrement acides. Pousse en bouillon, en formant un voile visqueux en anneau qui tombe au fond, le bouillon restant trouble. Pousse bien sur gélatine (culture en clou) sans la liquéfier, parfois avec production de gaz. Les cultures sur gélose, sur sérum sont épaisses et visqueuses comme du miel et coulent au fond du tube. Celles sur pomme de terre sont épaisses, jaunAtres, visqueuses avec production de gaz. Le lait est coagulé au moins au bout de quelques passages (Dexvs et Martin). En sérum liquide, développement peu abondant, mais belles capsules. Tous ces caractères de culture différencient nettement le Pneumo-bacille du Pneumocoque.
Sa vitalité est considérable dans les exsudais desséchés, dans
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l'eau, dans le sol. Les cultures sont tuées rapidement à + 60° 80", La virulence des cultures est extrêmement variable.
Il ne forme pas d'indol (Frankland). 11 fait des nitrites aux dépens des nitrates. Il fait fermenter tous les sucres, sauf l'érythrite. 11 fait fermenter la glycérine. Il y a, d'ailleurs, à ce point de vue, des différences marquées suivant les races. Les uns font fermenter tous les sucres et la glycérine ; d'autres ne font pas fermenter la dulcite ; d'autres (Frankland, Nicolle et Hébert] ne font fermenter ni la glycérine ni la dulcite.
Grimbert a étudié avec soin les produits de fermentation dans le milieu suivant :
Sucre fermentesciblo 3 grammes.
Peptone sèche 2 —
Eau 100 cent, cubes.
Carbonate de chaux Q. S.
Ce sont : l'nlcool éthylîque, l'acide acétique, l'acide lactique gauche, l'aci'de.succinique. Us diffèrent suivant les sucres em. ployés. Les bulles gazeuses sont nombreuses. Si on remplace le carbonate de chaux par la teinture de tournesol, on juge de la fermentation par le virage au rouge.
Au microscope : petits bacilles, trapus (1 à 2 |x). On peu cependant voir, dans les cultures de bouillon, quelques formes longues (très polymorphe). Les bacilles sont souvent réunis 2 à 2. Immobiles. Pas de spores. Dans les exsudats, le sang, etc., les capsules sont bien visibles et semblables à celles du Pneumocoque (fig. 3i8). Dans les cultures, la capsule existe toujours mais est moins nette (Grimbert, Nicolle et Hébert) ; elle l'est davantage dans les milieux à sérum.
11 se colore bien par les couleurs basiques. Il ne prend pas le Gram, Voy. p. 286, les procédés de coloration de la capsule. ' Son action pathogène expérimentale, a été surtout étudiée par Rover (1804). La souris et même le cobaye sont très sensibles ; le lapin l'est beaucoup moins. Ce sont là encore des caractères qui distinguent le Pneumobacille du Pneumocoque. L'inoculation sous-cutanée ii la souris et au robnve forme un
790 IIICROBBS DIVERS
abrès à pus crémeux, filant. Si la dose inoculée^ est suflisanle, la généralisation s'opère et la mort survient en quelques jours, avec bronchopneumonie (chez le cobave}, hvperlhrophie de la rate, généralisation du microbe dans le sang et les organes. On peut obtenir la bronchopneumonie de la souris par inoculation
Pneumobacille de Fviedldnder. Crachats. Capsules négatives.
intrapulmonaire. L'inoculation intrapéritonéale tue d'une façon constante. L'inoculation intraveineuse de fortes doses est nécessaire pour tuer le lapin. Ch. Nicolle et Iïébgrt ont obtenu une fausse membrane sur la muqueuse vulvairc d'une lapine.
Les résultats sont d'ailleurs très différents, suivant les échantillons, qui présentent toute la gamme de la virulence. La soulia est l'animal de choix. A cùté de ces variations quantitatives, il y a des variations qualitatives ; certains pneumobacillcs, par
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exemple, sont inoffensifs pour la souris et tuent le cobaye et le pigeon.
Les cultures filtrées tuent le lapin avec congestion et hémorragies intestinales, paralysies.
Comme nous l'avons vu, la distinction avec le Pneumocoque est facile (cultures, inoculations, ne prend pas le Oram). Dans les analyses d'eau, on pourrait le confondre avec le Colibacille ^ mais il est immobile, possède ime capsule, ne produit pas d'indol et fait fermenter la glycérine.
Le diagnostic des affections à pneumobacîlles se fera : 1<^ en colorant les frottis (thionine, Gram, coloration des capsules) ; H^ en cultivant en bouillon (si les produits sont purs), sur sérum coagulé (s'il s'agit de fausses membranes), (colonies grisâtres et visqueuses), sur gélatine (s'il s'agit d'abcès ou d'exsiidats) ; 3'' en inoculant à la souris, soit le produit (crachat), soit la culture, comme on le fait pour le Pneumocoque.
2^ Bacille de l'ozène. — Découvert par Lôwembkrg, Mar- SANi) et Abkl. Le dernier auteur l'avait constamment rencontré dans 100 cas, tandis que, chez 100 personnes saines, il n'avait trouvé qu'une fois le B. de Friedlander. Il n'y a aucun caractère fondamental qui le sé[)are du Pneumobacille. La fétidité serait due à des infections secondaires.
Abel aurait cependant reproduit, une fois, chez un individu sain, un début d'ozène, eu inoculant directement les cultures dans le nez.
8" Bacille du rhinosclérome. - Découvert par v. Frisch. Le suc de la tumeur, cultivé, donne un B. très voisin du Pneumobacille, sinon identique (Netter, (irNTHER). Les principales différences sont : ne se développe pas dans les milieux légèrement acides, ne fait pas fermenter les sucres, cultive peu abondamment. 11 faut de grosses doses, injectées dans le péritoine, pour tuer le cobaye : péritonite suppurée ; se retrouve dans le sang. En somme : à peine palhogènc et ne reproduit pas le rhinosclérome.
Dans les coupes, les cellules de Mikulicz contiennent 10 à 30
Bacilles de Frûch, encapsulés. 11 est bon de flxer à l'acide osmique.
ARTh.LE VI
BACILLE raSIFOHME
Ce bacille a été découvert par Vincent dans des angines, des stomatites pseudo-membraneuses simulant plus ou moins la diphtérie» et retrouvé par Bernheim, Abel, etc., dans certains abcès buccaux. Nombreux sont les auteurs qui ont confirmé cette découverte. Le bacille est voisin de celui de la pourriture d hôpital (voy. p. 793).
La maladie diphtéroFde est causée par le ceul .B. fusiforme ; la forme ulcéro-membraneuse (ressemblant à un chancre syphilitique), les abcès buccaux, sont dus à rassociation de ce microbe avec un spirille (comme dans la pourriture d hôpital , voy. p. 794).
Dans les frottis de fausse membrane, il se présente sous la forme d'un bâtonnet renflé au centre mais à extrémités effilées {fusiforme). Mesurant en général 4 à 5 ji sur 0,6 jx de largeur, il est parfois très long et incurvé en spirille. Les formes jeunes sont souvent en virgule. On voit fréquemment des vacuoles. Les formes géantes s'observent aussi.
H est immobile, sauf peut-être dans la salive du sujet (Letulle).
Il se colore bien par toutes les couleurs basiques d'aniline. Il ne prend pas le Gram.
Dans les coupes de fausses membranes, on trouve des amas feutrés de bacilles fusiformes dans la partie profonde de la couche superficielle.
Personne n'a encore pu cultiver le B. fusiforme à l'étal de pureté. On n'a obtenu que des cultures impures, en ensemençant la fausse membrane en bouillon ou mieux en sérum ou sérosité pathologique humaine. Les cultures impures sont fétides, comme l'angine elle-même. Niclut et Marotte ont réussi à obtenir trois passages on série de ces cultures impures en bouillon-sérum humain
BACILLE DE LA POURRITURE d'HÙPITAL
Ces cultures sont tuées en quelques minutes à + 60».
L'inoculation des fausses membranes ou des cultures sous la peau du cobaye ou du lapin, donne des abcès, avec foyers de nécrose ulcéreuse, dans lesquels on retrouve de nombreux B. fusiformes. La contusion préalable des tissus, l'injection d'acide lactique à un cinquième, favorisent la pi'oduction de ces lésions.
Le diagnostic de l'angine de Vincent (à caractères cliniques déjà spéciaux) se fera uniquement par l'examen microscopique. On colore à la thionine phéniquée et avec le Gram. On trouvera des quantités colossales de bacilles caractéristiques. Dans la forme ulcéro- membraneuse (la plus fréquente), un spirille fort mince, ne prenant pas le Gram, se colorant mal est toujours associé au B. fusiforme (fig. 349). (^e spirille, très mobile, ne peut être ni cultivé, ni inoculé.
Fig. 349.
B. fusiformes et spirilles.
Frottis de fausse membrane
(NiCOLLE et REMLIiNUER).
AUTICLK Vil B.\C1LLE DK LA POURHITIIHR D'HOPITAL
L'étude bactériologique de la pourriture d'hôpital doit élrc faite immédiatement après celle de Vangine de Vincent, en raison des analogies considérables qu'elle présente dans ces deux affections.
Le B. de la pourriture d'hôpital a élé découvert par Vincent. Si on colore un frottis de l'exsudat, fétide, pseudo-membraneux, delà plaie, on voit une très grande (luanlité do barilles
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rcrtiligncs ou légèrement incurvés, quelquefois filamenteux ou en S, à extrémités amincies, donc à aspect fasiforme (4 à 8 fi sur i jjl). Beaucoup de bacilles sont articulés deux par deux. Le protoplasma est discontinu (préparations au bleu). Dans les cas graves, la préparation est une véritable culture pure.
Fig. 3â0.
/?. (le la pourriture iVhApifal ef .spinlles.
Frottis d'un exsudât pulpeux (Nicolle et Remlîxger).
11 so colore facilement par les couleurs basiques d'aniline. Il ne prend ]^ as le Qram. II est immobile.
Il y a do nombreuses formes d'involution dans les plaies traitées par les antiseptiques.
On constate ])resqne toujours (40 fois sur 47) lassociatiou d'un spirille très On, se colorant mal, ne prenant pas le (îram, impossible lï cultiver (fig. 350). (le spirille est souvent plus nombreux que le B. fasiforme. D'autres associations (surtout les pyogènes) s'observent fréquemment.
Le B. fasiforme ne se généralise même pas aux ganglions voisins.
Dans les coupes (colorer à latliionine phéniquée),on constate dans la partie profonde de la couclie superficielle un véritable buisson de bacilles.
Toutes les tentatives de culture et d'inoculalion ont échoué.
On donne un abcès au lapin, émacié par l'inanition, en lui inoculant de l'exsudat mélangé au Colibacille ou au Staphylocoque.
Le diagnostic bactériologique se fera par l'examen des frottis ou des coupes.
ARTICLE Vlll
La psittacose est une maladie commune aux psiltacées (perruches, perroquets) et à l'homme. Elle est transmissiblc de l'animal Â l'homme et de l'homme à l'homme.
Le B. causal a été découvert par Nocard( 1892) dans la moelle osseuse d'ailes desséchées de perruches, venues de Buenos-Ayres, et qui avaient occasionné une épidémie de pneumonie. En 1895, Palamidessi retrouve le même microbe dans une épidémie analogue h Florence. Le seul cas où le B. ait été retrouvé chez l'homme appartient à Gilbert et Foubnier.
Le B. de la psittacose est excessivement voisin du B. d'Ebvrlh.
11 existe dans le sang et la moelle osseuse des perruches, dans le sang de l'homme qui succombe. Achard et Bensaude l'ont rencontré dans un abcès et une cystite ; (Jilbert et Foirsieh dans le contenu intestinal de perruches saines.
La morphologie, les caractères de culture sont identiques à ceux du B, d'Eberth.
Il végète sur les cultures grattées de B. d'Eberth et est à peine agglutiné par le sérum des typhiques (Widal et Sicard). ce qui sufût à le différencier. Le B. d'Eberlh ne végète pas sur les cultures grattées de B. de la psittacose.
Le sérum des malades n'agglutine pas.
Le B. de la Psittacose est inoculable aux perroquets et aux perruches par ingestion et par inhalation (ces animaux sont réfractaircs au B. d'Eberth). Il se produit de la somnolence, de la diarrhée, du hérissement des plumes et la mort au bout de trois à cinq jours.
Autopsie : congestion générale des viscères, ulcérations intes-
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tinales, hypertrophie de la raie. Le B. est dans le sang. L'inonilation sous-cutanée réussit également.
La souris, le pigeon^ la poule sont sensibles.
Le lapin, et surtout le cobaye, sont très résistants.
Le diagnostic bactériologique se fera en ensemençant le sang ou la moelle des os. On différenciera avec le B. (VEberth par l'agglutinabilité et les caractères d inoculation.
C'est avec des ailes, desséchées depuis quatre mois, que Nocard a isolé le bacille. Une prophylaxie sévère s'impose. De 1892 â 1897, on a signalé 70 cas humains avec 24 décès.
ARTICLE IX
BACILLES VOISINS D{] COLIB.VCILLE
On a décrit une série de bacilles pathogènes qui sont très voisins du Colibacille,
1^ B. de la diarrhée verte. — Serait, pour Lesage et Thiercelin, une variété chromogène du Colibacille. Il est peu pathogène pour les animaux. L'ingestion de culture donne au lapin une diarrhée verte curable. On l'obtient en faisant des cultures sur plaques de gélatine avec les matières fécales vertes. A tous les caractères du Colibacille,
2^ B. de la dysenterie. — Décrit par Chantemesse et Widal (1888) est intermédiaire entre le Colibacille et le B. d'Eberth,
3"^ B. typhi murium. — Il parait être un colibacille (Loffler). C'est probablement le même microbe que le B. de Danisz préconisé pour la destruction des rats.
BACILLE DE LA SÉBORRHÉE GRASSE
La Séborrhée grasse est due î\ un bacille décrit par Sabovraiid. Pour lui la pelade serait une séborrhée et due au même
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microbe. En réalité, il y a « des pelades » à éiiologie différente.
Le B. de Sabouraud est extrêmement fin, presque cocciforme ; il se colore facilement et prend le Gram.
Dans des coupes, on voit très bien la colonie bacillaire pure dans une dilatation du follicule pileux (cocon séborrhéique). Les infections secondaires compliquent d'acné.
La culture est difficile et exige un milieu acide (gélose glycérinée et additionnée d'acide acétique). On lave la peau à i'éther, on la rAcle et on ensemense plusieurs tubes. Colonies rouge-brique et coniques dès le quatrième jour. Ces colonies sont en général impures {coccus blanc de la peau).
Les inoculations sont toujours restées négatives.
ARTICLE XI coccus DE LA PSEUDO-PELADE
Certaines pelades sont dues à un coccus découvert par Vail- LARD et Vincent. On arrache un cheveu, on le colore; il est entouré de colonies de cocci.
Les cultures d'isolement sont faciles à obtenir sur gélose. La gélatine est liquéfiée. Le bouillon est un bon milieu.
Les cocci sont petits (i ji), se colorent bien, gardent le Gram.
La souris inoculée meurt de septicémie. Le lapin et le cobaye sont réfractaires. Mais on peut reproduire l'alopécie sur ces animaux en frictionnant la peau avec un tampon imbibé de culture, après section des poils ; cette alopécie guérit en six semaines.
ARTICLE XII MICKOBES DES CONJONCTIVITES
On peut diviser les conjonctivites d'nprès leur évolution clinique {aiguëSy subaiguës, chroniques), d'après la nature de la sécrétion conjonctivale {catarr haies, muco-purulenles, pseudo-
membraneuses) y ou bien d'après Tagcni causal (à Staphylocoques, à GonocoqueSy etc.). Celle dernière division, basée sur la Bactériologie, adoptée par quelques ophtalmologistes (Terrien), est encore trop peu précise, malgré le grand nombre de publications parues conceraant la flore conjonctivale, à l'état normal ou pathologique.
±^ Ificrobes des oonjonotivites aiguës. -- Les plus fréquentes sont les C. à Staphylocoques] (25 p. 100; Pes). Ces staphylocoques sont capables de donner, au lapin, des conjonctivites expérimentales, semblables à celles de l'homme. En injection intraveineuse, ils tuent le lapin en quarante-huit heures (1 centimètre cube de culture en bouillon âgée de vingtquatre heures).
Les conjonctivites catarrhales à bacilles de Weeks sont aussi très nombreuses (20 p. 100 environ). Leur diagnostic causal n'est possible que par la bactériologie. Elles sont dues & un bacille découvert par Week s.
Ce bacille existe, à l'état de culture pure, dans Texsudat conjonctival. Bacille court, fin, rectiligne, réuni par 2 ou 3 éléments immobile; inlra, plus souvent extralcucocy taire, se colore bien, ne prend pas le Qram. 11 est surtout abondant vers le quatrième jour.
C'est KocH, Kartuus (1887), Morax (1896) qui ont cultivé le microbe vu par Weeks (1886). 11 se développe bien en milieuxsérum ; il se cultive mal en bouillon et sur gélatine. La culture ne s'obtient qu'à 35-37<*. La vitalité est faible ; il faut le repiquer tous les deux ou trois jours. En culture, il est un peu plus allongé que dans l'exsudat.
L'inoculation est positive chez l'homme (Weeks, Mohax, Hoffmann), négative chez les animaux.
Pour certains auteurs (0. Pes), leB. de Weeks ne serait qu'une variété de B. pseudo-diphtérique. Dans mon laboratoire, Monta- GARD (1902) a étudié plus de 50 cas de conjonctivites; il a retrouvé 6 fois des pseudo-diphtériques, et i fois le -B. de Weeks. Après plusieurs générations ce bacille se comporta comme les pseudo-diphtériques.
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Parmi les autres microbes qu'on retrouve dans les conjonctivites aiguës citons le Gonocoque, le Diplocoquc de Frœnkel- Weichselbauniy le Streptocoque pyogènc et le DiplobacUle de Morax-Axenfeld.
2<^ Microbes des conjonctivites chroniques. — Elles sont dues, soit à des microbes vulgaires {Staphylocoques^ Streptocoques), dont la Végétation est favorisée par des lésions de voisinage (voies lacrymales, cils) ou par un mauvais état général, soit au DiplobacUle de Morax.
Dans l'exsudat c'est un bacille volumineux, à extrémités arrondies, qui se présente en chaînettes ou en amas, habituellement libre hors des leucocytes. H se colore bien et prend le Gram,
Les cultures sont faciles dans les milieux à base de sang ou de sérum (gélose-ascite, bouillon-ascite) ; le sérum solidifié est liquéfié en vingt-quatre heures. Aérobie sti'ict. Meurt en quarantehuit heures à la température ordinaire. Tué en quinze minutes par un chauffage à + 58'\
Vaspect microscopique des cultures est identique à celui de l'exsudat : chaînettes de diplo-bacilles immobiles. Formes d'involution au bout de quatre ou cinq jours.
Inocule sur la conjonctive de l'homme (Morax, Axenfeld), il reproduit la maladie. On échoue sur le singe.
Le diagnostic bactériologique est facile par simple examen.
8^ Autres microbes.— Il existe certainement bien d'autres microbes des conjonctivites.
llappelons la conjonctivite lacrymale à Streptocoques de Pari- 3ÎAUD, la conjonctivite à Pneumobacilles (Terson), et enfin les conjonctivites à infections mixtes qui représenteraient 38 p. 100 des cas (0. Pes).
ARTICLE XIII
QUELQUES ANAÉUOBIES
On a trop de tendance à déclarer un pus, un exsudât, un sang stériles lorsque la culture aérobie est restée négative. Nous
avons déjà décrit le B. du Télmxos, le V. Séptique ; il y a bien d'autres anaérohies. La plupart des pus putrides (abcès, pleurésies, etc.] sont dus à des anaérobies. La gangrène est aussi une affection presque toujours à anaérobies.
Le rôle de ces anaérobies grandira à mesure qu'on les recherchera mieux.
Veillon, aidé de plusieurs collaborateurs, a isolé un grand ombre de ces anaérobies, trouvés dans des pus fétides, des fojers gangreneux, et capables de produire la gangrène vraie des tissus.
Nous allons énumérer les plus connues de ces anaérobies.
10 Cocco-bacille de Veillon et Morax. — Isolé d'une péri cystite gangreneuse ; cultures fétides ; fait des abcès sous la peau du cobaye.
2*^Staphylococcus parvulus. — Rencontré dans Tappendicitc par Veillon et Zuber. Coccus très fin, décoloré par le Gram, ne liquéfiant pas la gélatine ; cultures fétides ; fait des abcès sou la peau du cobaye et du lapin.
3"^ Micrococcus fœtidus. — Dans plusieurs pus fétides ( Vkillon). Prend le Gram. Ne pousse pas sur gélatine; cultures très fétides ; fait des abcès chez le cobaye.
4^ Diplococcus réniformis. — Signalé par Cottet dans des suppurations périuréthrales. Ressemble au Gonocoque. Cultive bien en bouillon. Cultures fétides. Pathogène pour le cobaye.
5» Bacillus nebulosus. — Trouvé par Halle dans des pus urinaires et dans la gangrène du poumon. Petit bacille décoloré par le Gram. Colonies sur gélose glucosée à aspect nébuleux.
Qo Bacillus perfringens. — Veillon et Zuber l'ont retrouve dans presque tous les pus gangreneux. Gros bacille immobile, à bouts carrés, ressemblant au B. anthracis, gardant le Gram, sans spores, entouré d'une capsule dans le pus. Les cultures en
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milieux sucrés sont rapides et produisent beaucoup de gaz. Vitalité faible. Ti'ès pathogène pour le cobaye (phlegmon gazeux) et moins pour le lapin.
Pour ÂGHALHE (1902), serait identique au B. du rhumatisme cTAckalme-Thiroloix (voy. p. 802) et au B. enteritidis sporogenes de Klein,
7" Baoillus ramosus. — Yeillon et Zuber Tont rencontré fréquemment dans le pus gangreneux. Fin bâtonnet, formant des pseudo-filaments dans les cultures. Immobile. Garde le Gram. Cultures fétides. Pathogène pour le lapin, le cobaye, la souris.
8^ Bacillus fragilis. — Encore rencontré par Veillon et ZuBBR dans la plupart des pus gangreneux. Bacille plus petit que le précédent. Ne prend pas le Gram. Cultures fétides. Très pathogène pour le lapin et le cobaye.
90 Baoillus fusiformis. — Signalé par Veillon et Zuber dans les appendicites. Ne prend pas le Gram. N'est fusiforme que dans le pus. Cultures polymorphes et fétides. Abcès bénins au cobaye et au lapin.
iCy^ Baoillus funduliformis. — Signalé par Hallk ; retrouvé par Veillon et Zuber {B. thétoïd^s), par Rist, par Guillemot, par Veillon et Morax. Gros bacille ovoïde, très polymorphe, ne gardant pas le (iram. Cultures fétides. Ne pousse pas sur gélatine. Abcès mortels au cobaye.
110 Baoillus serpens ou radiiformis. —Décrit par Veillon et Zuber, puis par Rist, par Guillemot. (îros bacille, ne gardant pas le Gram. Liquéfie la gélatine. Cultures fétides. Abcès au cobaye.
12^ SpiriUum nigrum. — Découvert par Rist dans des suppurations auriculaires. Bacille mince, en S. avec un grain de pigment en son milieu où à une extrémité. Très mobile. Ne prend pas le Gram. Cultures fétides. Pas pathogène.
PRÉCIS DE DACTÉIllOLOGIE, 2* C'dlt. Ijl
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1 8*^ BaoilluB botulinus. — Trouvé par Van Ermengev (1 897' , iIhiis rinlesUn cl la rate d'individus atteints de Botulisrnej k la «uile de lingcstion de jambons. Grand bacille (4 à 6 ji sur i {i). avec une spore terminale (en gélatine alcaline gljcosée), peu mobile. Anaérobie strict. Prend le Gram. Liquéfie lentement la gélatine glj^cosée. Produit des gaz. Odeur butyrique. Ne végète pas sur gélatine ordinaire, sur gélose, sur pomme de terre. Ne coagule pas lo lait. Ne végète pas sur les milieux acides. La gélatine glycoséc est le milieu de cboix. T. optima = 30^. Le chlorure do s^odium (2 p. 100^ est antiseptique.
Ti*és pathogène pour le singcy la souris blatiche, le chai, le /(i|>in, le ro6<iyr. iVest grùco à une toxine (poison botulinique), de mémo nature que la toxine diphtérique, c'est-à-dire de nature alhunnnohK\ très sensible à Pair et la lumière, insoluble dans l'alcool, rélherct le chloroforme, dialysantpeu (Brieger).
14^ Strepto-bacillus pyogenes floccosus. — P. Courmont (llHH>^ a dtHTÎI ce nùcrvU>c, trouvé dans le pus d'un bubon chez un malade atteint d'une affivtîon prise d'ak>ord pour de la peste hulH^nique. Bacille trcs tin, strictement anaérobie. végétant en rtiH^n^s oompoM^s de stn^plo-bacillos. Pathogène et pvogène poiu* lo i>»Kij.c. lo hyiHs le xK;ch. La maladie humaine avait été niortoUo vbutvM ot alvo pulnuMiain^s .
MlilU'lîrSlU KHl)IATIS>IE N.r..ïn;\ >^ ul î;> nvv'.-, U->i .::\r:t> «vmnie aeenls du rfau-
t B d^A<^^AlBfe^ThircUoix — t es^ m Inctlle is*>lê ;\^v \,»\.>(v. v.'> j^5.r i.»- v....\, .-.u stni et cerbJiis cas de
î*. , .'f., V V,* :\ - : :. . , \ ,y > . r -. .:n«£;i>Be artkulaîr^ai^i, . , /,. ; . . .. A r , *•. . . >î ôï :kiii>rs»e« fnyo.v. V . X , i V v.> , « ^ » * V . » j r^ ;r -".v*. J u e»Hwme plu-
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sieurs fois dans sa recherche; il n'est certainement pas constant.
Quand il existe, on le trouve dans le sang pendant la vie ou à l'autopsie.
C'est un anaérobie strict, végétant de + 25« à + ^3<>. Il est tué en cinq minutes par un chauffage à + 95*>. L'antipjrrine, le salicylate de soude ou de inéthyle, gênent son développement. Végète mieux en présence de l'acide lactique. Les cultures les plus caractéristiques sont celles en bouillon ou en lait. Le lait est coagulé ; le caillot se sépare et est creusé d'alvéoles par les gaz. Les cultures ont une odeur de fromage fort. Fabrique de l'acide lactique, butyrique, etc. Ne fait pas d'indol.
C'est un bacille assez volumineux (6 {x sur 1 [jl), à bouts arrondis. Fréquentes formes d'involution. Prend le Qram, Xi spores, ni capsules, ni cils.
L'inoculation sous-cutanée au cobaye de un demi-centimètre cube de culture tue en vingt-quatre heures (œdème gélatineux abondant, séro-sanguinolent). L'inoculation intraveineuse de i centimètre cube tue le lapin en quarante-huit heures (péricardite séro-fibrineuse et pseudo-membraneuse, congestion intestinale). La souris est tuée en vingt-quatre heures par un quart de centimètre cube, sous la peau (œdème local, hématurie, foie gras) . La poule , le chien, la grenouille sont réfractaires.
Pas d'agglutination.
Les cultures filtrées ne sont pas toxiques.
Pour AcHALMK (1902), serait identique au B. perfringens (voy. p. 801).
2^ B. de Wassermann. — Isolé, en 1809, du sang de malades atteints de choric rhumatismale. C'est un diplocoque, qui végète en streptocoque dans les milieux usuels. Le milieu le plus favorable est une gélose très alcaline, faite avec 4" bouillon de viande de porc et peptonée à 2 p. 100.
Inoculé au lapin, il occasionne des polyarthrites avec hj'd^l*throse, après une incubation de quatre à 10 jours.
11 est rare dans le sang vivant.
ËBERTH et LiTTEN avaient déjà trouvé des streptocoques dans un cas d'endocardite avec chorée.
8" Coocus de Triboulet et Coyon (1900). — Ces auteurs l'ont trouvé 8 fois dans le sang, sur i6 observations. Diplocoquc de 0,5 |ji, très polymorphe. Garde le Grain. Aérobie facultatif. Ne liquéfie pas la gélatine. Rougit les milieux tournesolés. Coagule le lait. Peut reproduire l'endocardite, chez le lapin. Peut être rapproché de VEntérocoque [\oj. p. 786). Se rencontrerait surtout dans les cas avec endocardite.
SPIRILLE DE LA FIÈVRE RÉCURRENTE
La découverte du spirille du typhus récurrent (maladie inconnue en France, commune en Russie, à accès fébriles, bénigne) est très ancienne. Elle est due à OBERMEîER,et remonte à 1868. La maladie est purement humaine. Le spirille n*exîste dans le sang que pendant l'accès fébrile ; ensuite il se cantonne dans la rate. L'agent de transmission est la punaise.
On peut voir le spirille sans coloration dans le sang. Il est constitué par de longs filaments ondulés (15 à 50 (x), en spires (fîg. 351), très mobiles, qui brassent les hématies. Il a 4 cils vibratiles, 2 à chaque extrémité (Karlinsi). Pas de spores. Se colore difficilement. Ne prend pas le Gram. On a avantage, pour la coloration, à débarrasser les globules rouges de leur hémoglobine.
Tous les essais de cultures ont échoué.
Le spirille se conserve vivant cent jours dans le corps de la sangsue. 11 vit un à deux jours, en goutteluspendue dans le sang de l'homme (20 à 36*^) .
L'inoculation aux animaux de laboratoire échoue. Elle réussit toujours chez l'homme (MiixcH, Metchnikokf). Carter et Koch ont montré que l'inoculation sous-cutanée de sang de malade, au ainge de l'ancien continent, donne une maladie semblable à celle de l'homme (accès de deux à quatre jours après incubation de deux à six jours; pas de rechutes). Pendant l'accès, le spirille est dans le sang et toujours extraeellulairo ; apr-ès l'accès,, il est
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cantonné dans la rate et inclus dans les polynucléaires (Mktch- NiKOFF, Soudakewitch) formant parfois de véritables lymphomcs (Ponfick). Les spirilles sont englobés vivants, puisque le suc de la rate donne la maladie (Metchxikoff, Bardach).
Fig. 351.
Spirille (CObenneiei-.
Sang du doigt, coloré à la thioniue.
Soudakewitch a inoculé des singes dératés; les spirilles augmentent progressivement et tuent falaleraent.
Le diagnostic bactériologique est facile au moment de l'accès, par l'examen, ù l'état frais, d'une goutte de sang du bout du doigt. Entre los accès, il faudrait ponctionner la rate, ce qui est dangereux.
A l'autopsie, on ferait des coupes de la rate.
Le sang du singe, après l'accès, est bactéricide in vitro (Gabritchewsky). Si on prend une goutte de sang de malade pendant l'accès, contenant des spirilles, et qu'on lui ajoute du
sérum de singe guéri, les spirilles meurent en deux ou trois heures au lieu de survivre plusieurs jours. Metchnikoff, Soudakkwitch, Bardach nient cette propriété bactéricide.
GABRITGHEW9KY, Bardach Ont traité des singes avec du sérum de singe en défervescence ; la maladie a paru écourlée. La guérison n*est pas définitive. Il peut se produire une rechute, quelques jours après.
Sakharofk a observé, à Tiflis, une septicémie des oies rauséc par un spirille analogue (Spirochœtc ansemia). La maladie est mortelle.
article XVI IIACILLE ICTKHOiDE
Ce bacille {ictéroïde ou amaril), découvert par Sanarelli, serait, pour lui, Tagent de la fîùvre jaune. On sait actuellement quil
Fig. 3nî.
B. ictéroide.
Culture de 4S heures en bouillon.
H eu est rien. C'est néanmoins un microbe intéressant et très pathogène.
Bacille à bouts arrondis (fig. 352). Formes d'involution très
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fréquentes (fig. 353). Très mobile; 4 A 8 longs cils vibraliles. Se colore facilement. Ne prend pas le Gram.
Aérobie facultatif. Fait fermenter activement le glucose. Tué instantanément à + 6^^*
L&culture en bouillon est toujours précaire. Elle est plus abon-
Fig. 3o3.
fi. icléroide.
Culture de 8 jours en bouillon.
danlc en bouillon additionné de sang de lapin (Bhuschettini), ou de 2 p. 100 de lactose et de carbonate de chaux (S.\narelli). La gélatine n'est pas liquéfiée. Les colonies sur gélose ont un bourrelet comme un cachet de cire (assez caractéristiques). Mince pellicule sur pomme de terre. Le lait n'est pas coagulé.
Très pathogène (Foa, Della Rovere) pour la plupart des animaux (souris, cobaye, lapin, chien, grenouille ^). Il se retrouve dans le .sang.
C'est à la fin de la maladie et à l'autopsie qu'on a isolé sur gélose (avec beaucoup de difficultés) le B. ictéro'ide du sang et de la rate des malades.
* Voyez l'élude anatomo-pathologique de ces basions, dans le Journul de Physiologie et de Paiholofjie y é ne' raie : Délia Rovehe. 1901 : p. 977. Bibliographie.
Pour Archinahi) et Woodsox, le sùrum des malades serail agglutinant.
Saxarelli aurait vacciné le cheval avec des cultures ûltxées, puis slérilisces, puis vivantes et le sérum serait préventif et curateur.
CHAPITRE PREMIER SÉllOTllÉHAPIE EN (lÉNÉUAL
±^ Définition. — Dés son aurore, la baclérioiogio, non con- •tcnte de découvrir les agents pathogènes, a porté ses efforts vers la recherche du traitement des maladies virulentes.
Nous avons traité la question de la vaccination, de l'immuni sation artificielle au chapitre xui {Prcmicrc ^mrlic). Nous avons dit ce qui était acquis, à propos de chaque microbe pathogène {Deuxième partie). Ces méthodes préventives n'ont pas acquis droit de cité dans la médecine humaine, en raison des dangers immédiats ou éloignés qu'elles peuvent faire courir, et aussi du peu de durée de leurs effets. Voyez cependant les méthodes de Uaffkink contre le choléra (p. 689) et la peste (p. \\1\), celle de Ferran contre le choléra (p. 089).
La vaccine jennérienne était découverte avant lavènement de la bactériologie. Le traitement antirabique, qui est une véri-
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table vacrinalion prévonlivc, est presque le seul exemple à citer comme conquête de la bactériologie dans le domaine humain, à l'aide des inoculations vaccinales. Les injections préventives de sérum contre la diphtérie, le tétanos, reposent déjà sur un autre principe qui est précisément celui de la sérothérapie.
Les méthodes bactériologiques curalives, celles qui s'adressent îï la maladie déclarée, peuvent se grouper sous trois dénominations : bactériothèrapie, ioxithérapie, sérothérapie,
La bactériothêrapic utilise l'antagonisme de certains microbes entre eux. On chercbc à guérir la maladie existante par rinoculalion du microbe antagoniste qui produira une seconde maladie, bénigne par elle-même et curatrice de la première. Elle a pris naissance en Italie. Caxtanï pulvérisait des cultures de Bacterium tevmo dans les voies respiratoires des phtisiques cavîtaires. Cliniqucment et expérimentalement, les résultats ont été négatifs. On a cberché à utiliser l'antagonisme du B. anthracùs et du B. pyocyaniquc (CiHARRiN, etc.) . Fochier a tenté la guérison de la septicémie puerpérale au moyen (ï abcès de fixation à staphylocoques. On a cherché à modifier des tumeurs malignes par des inoculations de Streptocoque de Vérysipèle (KocH et Petrl'chskv, etc.). La bactériothêrapic n'a pas encore fait ses preuves.
' La toxithcrapic n'utilise que les toxines microbiennes. Le
, traitement de la tuberculose par la tuberculine de Koch (voy.
'; p, 495) fut la tentative la plus retentissante et la plus malhcu-
V reuse de la toxithérapie.
La sérothérapie a une portée bien plus grande; elle est une des plus importantes conquêtes de la bactériologie. Elle est née (bien qu'en réalité ses effets soient presque exclusivement antitoxiques) de la théorie qui expliquait en grande partie l'immunité par les propriétés bactéricides des humeurs. Si les humeurs de l'animal ayant acquis l'immunité contiennent des substances qui sont antiseptiques pour le microbe originel, l'injection de ces liquides dans un organisme infecté doit apporter un appui sérieux à l'effort curateur de celui-ci. Telle est l'origine de la sérothérapie. On peut la définir : une méthode da traitement qui consiste à injecter à un individu sain {action prérentirc) ou déjà malade
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{action curativé) une dose appropriée de sérum provenant d^un animal hypervacciné contre la même infection. Ce scrurn a des propriétés bactéricides, agglutinantes, lysinantes, etc., mais surtout antitoxiques; il empêche la pullulation du microbe mais a pour rôle principal de neutraliser les effets de ses toxines : tel est, en deux mots, le mécanisme de son action. Les sérums thérapeutiques sont, avant tout, les véhicules des antitoxines.
2"^ Histoire de la découverte de la sérothérapie. — La
découverte de la sérothérapie appartient, sans contestation possible, à Behring et Kitasato qui montrent, en 1890, les propriétés préventives et curatives du sérum des animaux immunisés contre le tétanos et la diphtérie. Il n'en est pas moins juste de reconnaître que les travaux antérieurs des partisans de la théorie bactéricide des humeurs (Kcole allemande, Bouchard et ses élèves, etc.), ceux de Richet et Hericourt, de Bouchard, Charrin, etc., sur les propriétés curatives du sang, du sérum, avaient préparé la voie suivie par Behring et Kitasato.
Peu de temps après la découverte expérimentale, Behring et Ehruch essaient, sur des enfants atteints de diphtérie, les effets des injections de sérum antidiphtérique. Ces tentatives n'eurent pas tout le retentissement qu'elles auraient mérité, en raison surtout de l'échec du traitement antitétanique. Nous savons aujourd'hui que le sérum antitétanique peut prévenir mais ne peut guérir le tétanos, contrairement aux premières affirmations de Behring et Kitasato. 11 Tant arriver au Congrès de Budapesth, en 1894, pour trouver, dans le travail retentissant de Roux, une technique précise pour la fabrication du sérum antidiphtérique, une statistique importante de cas de diphtério traités par le sérum, des indications d'une nolteté absolue sur la façon d'employer celui-ci. Dès ce jour, le sérum anlidiplilériquo entra dans la pratique courante.
Le nom d'EHRLicH doit être aussi mis on preiuière ligne, pour le nombre des travaux qu*on doit ii ce savant sur la mosmv d'activité des sérums, sur les théories des antitoxines, etc.
Depuis la communication de R(»rx, on a fabriqué une foule
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fie séruins Ihérapcutiques; la plupart n'ont pas encore fait leurs preuves.
3"* Théories d'Ehrlioh sur Timmunité, la constitution des toxines et des antitoxines. — Il nous parait indispensable d'expliquer, en quelques mots, les théories d'EuRucH, qui ont fait entrer dans le langage courant de la bactériologie des mots absolument nouveaux dont il faut connaître le sens.
Khklich dislingue, avec tous les bactériologistes :
a) L'iujuiunitc naturelle.
a') passive, par injection de sérum d'aninimaux immunisés activement.
i ' a) bactéricide, par injection
1 de microbes ou de toxines
b) L'immunité acquise. \ intra-protoplasmiques
i //) adiré J (toxoprotéines).
r i [il antitodique, par injection
' de toxines extra-protoplasmiques ituxalbumines).
C'est l'immunité acquise qui nous intéresse surtout, à propos des sérums.
a. Immunité antitoxique (antitoxines), — Les foj;m<?s (toxalbumines, substances exlra-proloplasmîques) sont des substances très instables, existant dans les produits de sécrétion d'origine animale ou végétale. Leurs caractères principaux, les distin> guant des poisons chimiquement définis, sont d'agir seulement a[)rès une période fatale d'incubation (.1. Goirmont et Doyon), de contracter, avec le protoplasma de certains groupements cellulaires, des combinaisons chimi(|ues et spécifiques, et surtout de déterminer, dans certaines conditions, la formation d'antito,rincs spécifiques dans l'organismo.
La théorie explicative d'EiiRLiCH, dite des c haines latérales^ est basée sur deux hypothèses.
La première de ces hypothèses, c'est que la cellule vivante (fig. 354) est composée d'un corps, ou masse protoplasmique centrale (G), et de sortes de bras, récepteurs (R) ou chaînes latérales (d'un nom emprunté à la chimie), capables de prendre
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(de happer) aux humeurs normales les substances nutritives, aux humeurs pathologiques les poisons microbiens.
La deuxième hypothèse est que la molécule de toxine (T), donnant tantôt la mort et tantôt l'immunité, est formée de deux groupements atomiques distincts, le groupe haptophore et le groupe toxophore.
Le groupe haptophore {h) plus stable, doué d'affinité pour les récepteurs de cellules déterminées (variables suivant les toxines), forme immédiatement avec eux des combinaisons chimiques, ce qui fixe la molécule de toxine aux cellules. Le groupe toxophore {t), très labile, n'agit pas toujours, et seulement à la faveur du premier (qui sert de mordant) et par conséquent toujours après lui : ce qui expliquerait la nécessité de l'incubation dans l'intoxication microbienne. Le groupe toxophore est la partie active.
Dans le cas d'immunisation à l'aide de toxines ou de toxordcs, le groupe toxophore ne doit pas entrer en jeu. Le groupe haptophore de la molécule toxique injectée, comme une clef trouvant sa serrure, contracte des combinaisons chimiques avec les chaînes latérales de certaines cellules, à l'exclusion de certaines autres : celte affinité spéciale explique bien la spécificité du processus. Les combinaisons formées sont stables au point qu'elles empêchent les récepteurs d'emprunter aux humeurs les substances nutritives dont la cellule a besoin : celle-ci se trouve comme phjsiologiquement amputée, et périrait, si elle ne se mettait à former de nouvelles chaînes latérales (H^ H3 HJ (fig. 3:;4).
Or, d'après une loi de Weigert, toute néoformation est une surproduction, et, en répétant les injections de toxine, on finit par entraîner la cçllule à produire un excès de récepteurs. Ces
Fig. 3o4.
Schéma de la production de l'antitoxine (d'après la théorie d'EHRLICH).
C, cellule. — R, récepteurs. — T, to&inc avec son groupe haptophore (fi) et son groupe toiophore {t). — R/, récepteur libre (antitoxine..
814 SEROTHERAPIE
chaînes latérales en excès se détachent de la cellule-mère et tombent dans les humeurs (récepteurs libres, H/). Là, elles seront capables de lixer les molécules de celte même toxine (T; quelles rencontreront, et d'en préserver ainsi leurs cellules d'origine. Les chaînes latérales sont donc des sortes de paratonnerres, pouvant attirer le danger sur les cellules lorsqu'elles ne sont pas isolées (récepteurs fixes), et les en préserv^er lorsqu'elles sont séparées d'elles (récepteurs libres). (>es récepteurs neufs et devenus libres, ces groupes atomiques, capables de préserver les organes en fixant la toxine, ce sont les antitoxinoi, et leur apparition dans le sérum caractérise l'immunité, l-a toxine est happée par les récepteurs libres avant d'arriver aux récepteurs cellulaires {immunilè active).
En dernière analyse, d'après la théorie d'KHRLicH, les antîto.rines sont des produits normaiu- de V activité cellulaire, et non des dérivés de la toxine, «'omme le voulait Bûchner; ce que tout le monde admet d'ailleurs. Il existe des dérivés de la toxine dans les bouillons de culture eux-mêmes : ce sont des toxuïdes (vov. p. 338), conservant le groupe haplophore, mais dépourvues du groupe loxophorc. Elles peuvent donc se fixer sur les cellules avec leur groupe haptophore, elles exigent pour leur neutralisation autant d'antitoxine que les toxalbumines non modifiées, mais sont peu toxiques. Ce sont des toxines amputées. De plus, à côté des toxines, les microbes produisent des toxoncs, à groupe loxophore simplement affaibli, mais en somme véritables toxines existant à cùté de celles-ci : la toxone diphtérique, par exemple, est incapable de tuer le cobaye en cinq jours, est dépourvue de pouvoir nécix)sant, mais produit des paralysies tardives (JVIadsen), et peut conférer fimmunité (Dreyer).
La théorie des chaînes latérales a le grand mérite d'expliquer la plupart des faits, concernant l'immunité antitoxique. Pour Ehrlich, elle s'a[)plique très bien aux expériences de J. Coir- MONT et Dovox (tétanos de la grenouille), à celles de Wasser- MANN et ÏAKAKi (neutralisation de toxine tétanique in vitro par la substance cérébrale normale, etc.).
b. Immunité bactéricide (immunisincs, agglutinines). — L'immunisation active par injection de microbes, ou de substances
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(toxoproteines) contenues dans le proioplasnia microbien, c'està-dire la production dans le sang d'immunisines, d'agglulinines, peut être rapprochée de la production de poisons cellulaires ou cyiotoxines en général (hémolysine, spermo ounéphrotoxine,etc.) BoRDET, en effet, a montré que des cellules inoffensives, telles que les globules, peuvent déterminer les mêmes réactions humorales que l'immunité bactérienne.
Dans les séinims bactéricides, il y a deux substances en jeu (fi g. 355) : i^ On peut admettre qu'il existe à l'état normal, soit à l'intérieur des phagocytes (Metchnikokf), mais pouvant s'en échapper par leur altération (comme dans l'expérience de Pkeiffer), soit . dans le plasma (M. Grûber), une substance capable de dissoudre les éléments figurés accidentels (microbes, .hématies ou autres cellules), mais non spécifique, et thermolabilc, c'est-à-dire ne résistant pas au chauffage à -\- 55*^, disparaissant au bout de quelques jours. On la
nomme alexine (Bûchxer), complément ou addiment (Ehrlich), cytasc (Metchnikoff) . Pour Ehrlich, il faudrait même distinguer une microcytase, bactéricide, dans les polynucléaires, et une macrocytascy globulicide et cytolytique, dans les mononucléaires. L'alexine (A) a, comme la toxine, un groupe zymotoxc (s) et un groupe kaptophore (h) ;
2<* L'immunisation contre les microbes, l'injection de cellules normales, font apparaître, dans le plasma, une substance nouvelle (S) spécifique, thermostablc , c'estrà-dire résistant au chauffage à + 55", incapable de.dissoudre elle-même les bactéries ou les cellules (non bactéricide), mais rendant ces cléments figurés sensibles à l'alexine et, favorisant, comme un mordant.
Fig. 35Ô.
Schéma de la production de l'inimunisinc (d'après la théorie d'EHRLicH).
M, microbe. — A, alé\iiip avpc m>ii groupe zymoloio {:) vl son groupe liaptophorp (h). — S, seiibihilicalncr avec son grou|)r> coniplAnionlophiU'(r) cl fcon groupe haptophorc {\i). — R, réceplcur.
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la fixation de l'alexine sur le corps microbien. Metchxikoff la croit formée par les phagocytes. On l'appelle anticorps, matière préventive ou sensibilisatrice (Bordet), immunisine (Bûchxkr), Immunkôrper ou Zwischenkôrper ou Amboceptor (Ehrligh), fixateur, philocytase (Metchnikoff), préparateur (M. Grùbkr), desmon (London), ambocepteur (Levaditi). Elle correspondrait au groupe haptophorc, ou plutôt elle serait munie de deux groupes haptophore, l'un complémentophile (o) pour lalexine, l'autre cytophilc haptophore {h) pour la cellule ou le microbe : d'où les noms d'ambocepteur et de « ZwischenkOrper » (corps intermédiaire).
Bactéréoljsine et cytotoxine seraient donc les résultantes de deux éléments : l'alexine, groupe toxophore préformé dans le sang, la sensibilisatrice, groupe haptophore artificiellement développé et agissant le premier sur les chaînes latérales du microbe, du globule, etc. Ainsi s'explique aisément ce fait, qu'un sérum cytolytique, ayant perdu son pouvoir par la chaleur, le recouvre par addition de sérum normal.
c. Immunité passive. Immunité naturelle. —Nous n'avons parlé jusqu'ici que d'immunité active et durable.
L'immunité passive est celle que l'on confère par injections de sérum d'immunisé. C'est une immunité passagère, car elle consiste dans l'addition d'antitoxine préformée, c'est-à-dire de récepteurs libres qui ne se reproduisent pas.
Uimmunité naturelle est, de même, facilement explicable, d'après les idées d'EHRLicH, soit par le manque de récepteurs chez certaines espèces, soit par la présence de récepteurs nombreux dans des organes d'importance vitale minime.
£"71 somme, à la lumière de la théorie des chaînes latérales, l'immunité, quelle qu'elle soit, ne nous apparaît plus comme un processus de défense, mais comme un ensemble de processus de nutrition.
4" Exposé des idées directrices à suivre dans la fabrication des sérums thérapeutiques. — La fabrication des sérums thérapeuthiqucs est basée sur un certain nombre de principes, les uns bien établis, les autres encore sujets à discussion. Formulons ces principes sans entrer dans aucun débat théorique.
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a. Quel mode d'immunisation adoptera-t-on ? — Nous les avons tous étudiés au chapitre xiii (l'"o partie). On préférera, puisqu'on recherche surtout des sérums antitoxiques, les injections de produits soluhles, obtenus par fil tration ou parchauffage (ces derniers contiennent les toxines intraprotoplasmiques) aux inoculations de microbes vivants, toutes les fois que les produits solubles seront surfisamment actifs (diphtérie, tétanos, etc). Ce mode d'immunisation a des avantages multiples. On connaît d'avance, on peut graduer les effets de l'intoxication, chez l'animal ; on craint moins de perdre un sujet déjà aux trois quarts immunisé ; enfin, le sérum de l'animal, vacciné par des inoculations de microbes vivants, peut toujours contenir quelqu'un de ces derniers et le transporter sur l'homme traité. Dans les cas où l'emploi des cultures complètes est obligatoire (sérum antistreptococcique, les cultures stérilisées de Streptocoque étant très peu inactives) on aura soin d'attendre assez longtemps entre la dernière inoculation et la saignée de l'animal.
Quelle que soit la méthode employée, les microbes devront toujours posséder une virulence maœima. Le degré d'activité du sérum est proportionnel à celui de l'immunisation, qui est ellemême d'autant plus forte que les toxines injectées sont plus actives. Peut-être ce principe demandera-t-il à être revisé ultérieurement ! 11 est fort possible que l'exaltation d'un virus, par rapport & un animal, éloigne le microbe de sa virulence humaine^ et que le sérum obtenu avec le microbe exalté soit très actif contre lui chez l'animal et reste sans effets chez l'homme.
Un des avantages des toxines actives est de pouvoir être introduites en grandes quantités sous un petit volume, ce qui n'est pas négligeable en pratique.
b. Quelle espèce animale immunisera-t-on ? — On laissera de côté les pelits animaux tels que : chien, chèvre, mouton et t1 plus forte raison : lapin, cobaje, etc. Ils ne fourniraient pas assez de sérum. En outre, les sérums de mouton, de chien, sont assez toxiques pour l'homme ; leur injection est douloureuse et donne lieu à des éruptions. Le bœuf, la vache, répondraient assez bien aux indications, si la fréipicnce de la tuberculose chez ces animaux et leur prix de revient élevé ne les faisaient rejeter. On
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préférera Vâne et surtout le cheval. On peut trouver des sujets jeunes, robustes, résistants, capables de foiunir une longue carrière, et cependant sans valeur en raison d'une tare quelconque des membres. Les équidés sont en général très dociles, peu sensibles à la douleur, faciles à manier ; la disposition de leurs veines jugulaires rend les saignées commodes à pratiquer ; celles-ci peuveut être copieuses et répétées. Le cheval réagit peu à la plupart des toxines, son immunisation peut être menée rapidement. Son sérum est inofTensif, et facilement résorbé par les tissus. Toutes ces raisons ont dicté à Aronson, Roux, et à tous leurs successeurs, le choix du cheval comme animal producteur de sérum. La seule crainte réside dans l'existence de la morve* maladie mortelle transmissible à l'homme, et souvent difficile à diagnostiquer chez le cheval. On, éprouvera toujours f animal à la malléine (voir p. 541), avant de commencer l'imriiunisation.
c. Comment obtiendra-t-on l'immunisation ? — Les premières injections de toxines ou inoculations de cultures vivantes devront être faites à doses extrêmement faibles, sous peine de perdre l'animal. L*addition de substances antiseptiques ou anti toxiques (trichlorure d'iode, solution de Liigol), Vatténuation par la chaleur ou tout autre moyen, permettront de diminuer encore les effets nocifs des premières injections. On attendra toujours que les manifestations locales ou générales d'une injection aient disparu pour pratiquer la suivante. Les doses seront progressivement croissantes, jusqu'à ce que Tanimal, étant immunisé, puisse recevoir sans réagir une quantité énorme de toxine ou de culture très active. On aboutira ainsi lentement mais sûrement.
On peut immuniser avec des to.vones (voy. p. 338), et l'immunité acquise Test contre les toxines aussi bien que contre les toxones. Dreyer et Madsen ont immunisé des chevaux contre la diphtérie avec les seules toxones (1901).
Babks (1895) avait pensé qu'on peut vacciner rapidement le cheval contre la diphtérie en lui injectant, au début, des mélanges de toxine et de sérum, ce qui permet d'atteindre rapidement de grosses doses de toxine. (Vêtait, en somme, injecter des toxones. S. ARLOiNGct Nicolas (1901), ont repris la question. Ils concluent très nettement qu'il n'y a aucun avantage à uti-
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liser ce procédé. Dès qu'on abandonne le sérum, il faut revenir à des doses très petites de toxines, absolument comme si on avait suivi la marche ordinaire. Le sérum permet d'injecter une grosse dose de toxine sans danger, mais, celle-ci étant neutralisée n'incite pas les cellules à produire des antitoxines ; l'immunisation n'avance pas. Rehns (1901) a confirmé ce fait.
L'asepsie la plus rigoureuse devra présider aux injections, pour éviter non seulement la suppuration des régions piquées, mais smlout le tétanos, la gangrène gazeuse, affections si redoutables pour le cheval et toujours à craindre dans une écurie.
Vimmunisation n'est que passagère, 11 ne faudra donc pas abandonner un animal immunisé et se contenter de le saigner. Il faut toujours continuer les injections pour entretenir l'état d'immunité qui disparaîtrait rapidement ; avec lui les propriétés du sérum disparaîtraient aussi. En général, on se contente d'injections rares et abondantes; des injections répétées seraient préférables pour exciter continuellement les cellules à sécréter les substances bactéricides et antitoxiques.
d. Quand faut-il pratiquer la saignée ? — On pourra pratiquer, quand on voudra, une saignée peu abondante, à une petite veine, pour essayer expérimentalement la puissance du sérum de l'animal. Mais la saignée, destinée à foui*nir le sérum définitif, ne devra être faite que longtemps (dix à vingt jours) après la dernière injection, pour laisser aux toxines le temps de s'éliminer complètement.
Le manuel opératoire de la saignée et de la récolte du sérum sera exposé plus loin (p. 829). Une asepsie absolue est naturellement de rigueur. On pourra même additionner les flacons de sérum d'une petite dose de certains antiseptiques inofTensifs.
e. Conservation du sérum. — Il sera conservé dans un endroit frais à l'abri de l'air et de la lumière. Au bout d'un nombre de mois très variable son activité diminue ; les provisions non employées doivent être renouvelées.
f. Mensuration du sérum. — On ne livrera qu'un sérum dont Vactivité, mesurée expérimentalement, a été reconnue suffisante. Celte mensuration doit être faite à chaque saignée, les propriétés du sérum d'un même animal pouvant varier beaucoup d'une sai-
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gnée à l'autre. Nous indiquerons plus loin les différentes méthodes de mensuration employées par Behring, Roux, etc.
5<> Mode d'administration du sérum. — La voie habituelle d'introduction du sérum est la voie sous-cutanée. On injecte avec une seringue de 10 centimètres cubes.
On a cherché à augmenter le pouvoir thérapeutique du sérum en modifiant la porte d'entrée. Houx et Borrel ont injecte le sérum antitétanique, directement dans le cerveau (vov. p. 850). SiCARD et d'autres l'ont introduit sous les méninges rachidiennes.
Arloing, dés 1898, a préconisé la voie veineuse pour le sérum antidiphtérique et anticharbonneux (charbon symptomatique). CALMETTEct Salimbeni out injccté avec succès le sérum antipesteux, par cette voie, pendant l'épidémie d'Oporto.
Descos et Barthélémy (1902) ont étudié Tinfluence de la voie d'introduction sur les effets préventifs et curateurs du sérum antitétanique. Au point de vue préventif, la voie veineuse est dix fois supérieure à la voie sous-cutanée, qui est elle-même supérieure aux voies cérébrale et sous-arachnoïdienne et surtout à la voie péritonéale. Au point de vue curateur, les voies les meilleures sont les voies intraveineuse et intracérébrale ; la voie péritonéale est la plus défectueuse .
11 faut retenir de tous ces faits que l'injection intraveineuse doit être recommandée quand on veut agir vite et énergiquement. La technique est simple. On injecte dans une veine du pli du coude, avec une seringue stérilisée, et on met sur la plaie une perle de collodion. 11 n'y a aucun accident à redouter. Quelques bulles d'air, elles-mêmes, sont sans danger. Nous avons injecté, à des varioleux, des doses considérables, jusqu'à 200 centimètres cubes, de sérum de génisse vaccinée dans l'une des veines du pli du coude sans jamais avoir le moindre incident.
CHAPITRE II LES SÉRUMS THERAPEUTIQUES
Nous allons nous appesantir longuement sur la fabrication, la conservation et l'emploi du sérum antidiphtérique, ce qui nous permettra d'être plus bref pour les autres.
§ 1. — Sérum antidiphtérique
1^ Fabrication du sérum antidiphtérique. — L'immunisation du cheval s'obtient à l'aide d'injections de toxines.
a. Isolement d'un bacille de Lôf/ler typique. — La première opération consiste à isoler d'une fausse membrane diphtérique un B. de Lof fier typique {\oy, p. 6H), Il sera bon de faire plusieurs générations successives, afln de s'assurer de la pureté parfaite de l'agent isolé, avant de l'employer.
b. Virulence du bacille. — Lorsqu'on est en possession d'une culture pure de B, de Lôf/ler, il faut s'assurer de son degré de virulence. D'après Rorx, pour qu'un échantillon de cet agent pathogène soit apte à être utilisé pour la fabrication des toxines, sa virulence doit être telle qu'un cobaye du poids de 500 grammes meure en moins de trente heures, lorsqu'on lui injecte sous la peau un demi-centimètre cube de culture en bouillon âgée de vingt-quatre heures. On rencontre parfois des bacilles doués d'une virulence bien supérieure. Nous possédons notamment, un échantillon de bacille qui tue le cobaye dans les délais précédents à la dose de i/80 de centimètre cube. La virulence du bacille persiste fort bien si l'on a soin de réensemencer les cultures en bouillon (voy. les différents bouillons»
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p. 9\ et 613) tous les quatre ou cinq jours; elle se conserve également assez longtemps sur les milieux solides. La richesse en principes toxiques des cultures n'est pas exactement fonction de la virulence propre du bacille, il sera donc utile de chercher non pas un bacille très virulent, mais un bacille fabriquant beaucoup de substances toxiques (très toxigène), ce dont on s'assurera par des essais appropriés. 0. Culture en grand du bacille. — La toxine est préparée en
F'\fr. 35G.
Ballon de P'ernbach.
filtrant sur porcelaine une culture'en bouillon (voy. p. 347 et 621) de bacille virulent, faite dans des conditions déterminées. Ce bouillon est réparti par litres ou demi-litres dans des ballons de Kernbacb ù. tubulure latérale (fig. 556) ou mieux encore, selon le dispositif que nous employons, dans les [flacons de Mariotte couchés sur un support en bois spécial (fig. 357). Ce dispositif est peu coûteux el très solide.
Les récipients garnis de bouillon sont stérilisés à Tautoclave, ensemencés avec le bacille, et portés à Tétuve à -f- 37^. On a, ainsi, un milieu de culture disposé sous une faible épaisseur et présentant une large surface au contact de lair ; une aération très large étant utile pour la production d'une toxine très active.
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On augmente encore l'apport d'oxygène en faisant passer un courant d'air, lent mais constant, à la surface de la culture (Roux et Ybrsin) . Pour cela, la tubulure supérieure du ballon de Fernbach ou du flacon de Mariotte (A, fig. 357) est mise en communication avec une trompe aspirante, par Tintermédiaire d'une rampe munie d'embouts, et fixée dansl'étuve. L'air pénétre par
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Fig. 357.
Disposition pour raération continuelle des cultures en grand de B. de Lôfflev, dans une chambre étuve munie d'un système d'aspiration.
l'autre tubulure. Une pince à pression graduée (c], placée sur le tube d'union en caoutchouc, permet de régler l'arrivée de l'air extérieur. Pour éviter cependant une évaporation trop grande du bouillon sous l'influence de cette aération persistant plusieurs semaines, l'air extérieur se lave et se charge d'humidité avant d'arriver ù la surface du bouillon, par barbotage dans un flacon laveur (B), en communication avec la tubulure latérale. L'asepsie de l'air ainsi apporté est d'ailleurs assurée par sa filtration sur un tampon de coton stérilisé [d).
Avec un semblable dispositif*, et la température de Tétuve où
* Nous avons abandonné Taération des cultures pour la prodnction de la toxine. Elle est inutile.
nrt
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sont ag^Df-ées les cultures étant maintenue à + 37^. la régéia- Uon dn B. de l/iffîer eet extréniemênt luiuriante. Déjà, après Tingt-quatre heures de S4';j«>ur a l'éluTe, le bouillon est très trouble. Les jours suivants, on Toit se former un Toile épais, mais facilement dissociable, de bacilles jeunes, à la surface, pendant que les bar i Iles vieui ou morts Tont former un dépdt alKjndant, une véritable purée jaunâtre. À la partie déclive du flacon. Presque dès le début, la culture est très riche, et cependant ce n'est qu'a la longue que le milieu acquiert son maximum de toxicité. Pendant le déreloppement du bacille, le bouillon de culture subit des modiûcations notables ; d abord alcalin, il devient acide au bout de quelques jours, puis redevient alcalin au bout de trois semaines à un mois environ ; la toxicité de la culture est à son maximum, le moment est Tenu de la filtrer *.
d. Piltration de la culture. — Cette filtration se fait d'après
les procédés indiqués au chapitre de la Stérilisalion par filtration^ sur bougie Chamberland (p. 51).
La bougie marquée B est celle qui convient le mieux à cette opération. Le liquide filtré est reçu dans des flacons de 500 grammes à trois tubulures (fig. 358) stérilises. On ferme à la lampe la tubulure centrale (/*), qui a servi au remplissage du flacon. La tubulure (/**') sert à souffler pour chasser la toxine par le tube (p), lorsqu'on veut en prélever une certaine quantité.
La toxine ainsi obtenue doit avoir une activité suflisante. Houx et Martin admettent qu'une toxine bien préparée tue un cobaye de 500 grammes en moins de quarante-huit heures, in-
Flacon-consierve de toxine après filtration de la culture.
* Avec les bouillons non sucrés (Martin, Massol, etc. voy. p. 613), on filtre le 8« jour.
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jectée dans le tissu cellulaire à la dose de 1 dixième de centimètre cube. C'est là une toxicité qu'on obtient facilement en se conformant aux prescriptions sus-énoncées. 11 est facile de la dépasser,
e. Conservation de la toxine. — Cette toxine, ainsi recueillie dans des flacons stérilisés, peut être conseryée assez longtemps sans s*atténuer, pourvu qu'on la maintienne à l'abri de la lumière et de la chaleur ; il yaudrait mieux le mettre aussi à l'abri de l'air. Nous avons vu des toxines, conservées dans ces conditions, garder, encore après six mois, toute leur activité. Ce point est important en pratique, car il permet de préparer en une seule opération d'assez grandes quantités de liquide, qui pourront suffîre pendant plusieurs mois aux besoins du laboratoire. Il sera bon toutefois d'essayer la valeur de chaque flacon avant de s'en servir, car bien que d'unfe origine commune, ils peuvent ne pas avoir tous le même degré de toxicité.
Au début de l'immunisation, ou si l'on n'a qu'un seul animal en traitement, on n'épuisera jamais un flacon de toxine en une seule séance. On ne prendra donc, dans le flacon, que la quantité de liquide nécessaire, d'après les procédés déjà exposés pour l'extraction de petites quantités de bouillon ou de toxines des flacons où on les conserve (voy. p. 350)
f. Choix du cheval. — Pendant la préparation de la toxine, on a fait choix de l'animal à immuniser. On a pris un cheval pas trop vieux, car il est bon qu'une fois immunisé il puisse rendre des services pendant longtemps, sans compter qu'un cheval jeune, vigoureux, réagissant mieux aux injections (et avec moins de danger pour lui), sera plus apte à fournir un sérum curateur énergique. L'animal sera doux, tranquille, point méchant, car au moment de l'extraction du sang, des mouvements de défense intempestifs de sa part pourraient devenir cause de la contamination et, par suite, de la perte du sérum. Il ne sera porteur d'aucune affection contagieuse. La tuberculose spontanée est rare chez les équidés, en conséquence l'épreuve de la tuberculine ne sera pas nécessaire ou aura peu d'importance. Mais il n'en sera pas de même de l'épreuve par la malléine (voy. p. 541), la morve pouvant souvent exister à l'état
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latent chez un animal dont on ne connait, en général, pas les antérôdenls. Si Tan i mal ne présente aucune réaction locale ou générale, si la température ne s'élève que de quelques dixièmes de degré, si Ton ne constate ni tuméfaction notable au point dinjection, ni gonflement articulaire, ni jetage, on pourra le considérer comme indemne et entreprendre son immunisation. g. Immunviation du cheval. — Avant de commencer les injections de toxines, on aura la courbe de lu température normale du cheval prise matin et soir pendant quelques joure. Cette pratique sera d'ailleurs continuée régulièrement deux fois par jour pendant toute la durée de la préparation. L'immunisation du cheval est alors commencée. Plusieurs procédés peuvent être employés (voy. p. 625). Nous suivrons la méthode indiquée par Roux ; c'est elle que nous avons employée pour immuniser les chevaux à l'Institut de Lyon.
On se sert pour injecter la toxine, soit de la seringue de Roux de 20 centimètres cubes, soit d'une seringue analogue plus ou moins volumineuse, soit d'un appareil à pression d'air, rappelant celui de Burlu- REAUX pour les injections d'huile créosotée chez les tuberculeux. Ces appareils sont soigneusement stérilisés.
Lorsqu'on arrive aux fortes voies de toxine (200, 300 centimètres cubes) on ne peut plus employer les seringues. Nous avons fait construire l'appareil représenté figure 359. 11 se compose d'une poire en verre (P) graduée, de 500 centimètres cubes, supportée par une ficelle if) qui va s'engager dans une poulie fixée au-dessus de la mangeoire du cheval. Un long tube de caoutchouc (C), de deux mètres, relie le bas de la poire à l'aiguille de platine. Le tout est stérilisé k lautoclave. On met une pince sur (C). On introduit la quantité voulue de toxine, on remet le tampon d*ouate
Fip. 359.
Appareil pour injecter do grosses doses de toxine au cheval.
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(T). On monte la poire à i™,50 ou 2 mètres au-dessus de l'épaule du cheval, ayec la poulie. On enlève la pince. On s'assure qu'il n'y a plus d'air dans (C) . On pique le cheval à l'encolure, et on laisse la toxine pénétrer lentement
Les premières injections sont faites dans le tissu cellulaire avec des toxines additionnées de la moitié ou du tiers de leur volume de solution de Lugol (eau iodo-iodurée, p. 270). On peut commencer, par exemple, par faire pénétrer sous la peau i'2 centimètre cube de mélange; puis, on augmente peu à peu les doses du mélange, ou on diminue progressivement la proportion d'eau iodo-iodurée pour arriver à donner de la toxine pure. Les injections sont faites tous les deux, trois, quatre jours, ou plus ; en surveillant constamment l'état général, la température, l'appétit des animaux, etc. Au début, chaque injection s'accompagne d'une élévation plus ou moins marquée de la température, d'anorexie, et . d'une tuméfaction locale dure, douloureuse à la pression, à bords saillants, envahissant quelquefois une étendue de plusieurs décimètres de superficie. En même temps, survient de l'œdème k la partie déclive de la région inoculée, œdème qui peut gagner les membres voisins, gêner considérablement les promenades du sujet en expérience ou même les empêcher tout ù fait, ce qui est fort préjudiciable à son état général. De là Tintérêt qu'il y a & faire les injections aussi loin que possible des nvimbres, au cou ou sur les flancs. Cette tuméfaction persiste d'ailleurs en général peu de temps, elle disparaît complètement en quelques jours sans laisser de traces. Souvent il se produit également un gonflement douloureux au niveau des articulations, révélant d'anciennes tares de l'animal qui ont subi une poussée congcstive sous l'influence de traitement. Ces signes traduisent une réaction intense de l'organisme vis-à-vis de la toxine; aussi devrat*on toujours attendre, pour faire une nouvelle injection, que l'animal soit revenu à peu près û son état normal. Si des phénomènes anormaux surviennent, il ne faut pas hésiter à interrompre l'immunisation, pour attendre un retour complet à la santé, et ne recommencer qu'avec des doses inférieures aux dernières employées. Ces règles de conduite doivent toujours
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élrc présentes à IVspnt non spiilemcnt au début, mais pendant toute la durée de liniraunisation.
Dès qu'on est arrÎYé à donner sans réaction trop intense des toxines pures, on augmente progressivement la dose injectée, tout en se conformant toujours strictement aux règles précédentes. Le sujet supporte très bien successivement 2,4, 5, 10, 20, 30, 50, iOO centimètres cubes, etc. II maigrit quelquefois un peu, mais en général reprend vite son embonpoint antérieur.
L'animal qui reçoit, sans réagir, iOO ou 150 centimètres cubes de toxine pure (soit en tout 1500 centimètres cubes environ) est arrivé ù un degré assez élevé d'immunité ; c'est le moment de pratiquer une saignée d'épreuve de quelques centimètres cubes, à la veine de Tarse, ou à une veine des membres antérieurs : cette saignée renseignera sur la valeur du sérum. Si son pouvoir préventif ^est d'au moins 1/50 000**, ou s'il a 100 unités antitoxiques par centimètre cube (voy. plus loin p. 843), le sérum a une activité suffisante pour son emploi thérapeutique, et on pourra, si l'on est pressé, faire une première saignée abondante, après avoir toutefois laissé reposer le sujet pendant une dizaine de jours.
Il ne faut cependant pas se contenter de ce résultat, et l'on doit continuer à renforcer l'immunité de Tanimal jusqu'à ce que son sérum atteigne un pouvoir préventif de 1 / 80 000® à 1 . 100 000^ ou beaucoup plus.
Un pareil degré d'immunisation n'est obtenu qu'assez lentement et alors que l'animal a reçu de fortes doses de toxines. Un cheval que Hoitx cite comme exemple, avait reçu, en deux mois et vingt jours, 800 centimètres cubes de toxine, la dernière injection ayant été de 230 centimèlres cubes. Saigné sept jours plus tard, il fournit un sérum de pouvoir préventif égal ùl/i)0 000«.
Salomonskx et Madsex (1897) ont étudié la marche de l'immunisation chez le cheval. Ils ont signalé une baisse antitoxique habituelle chez les chevaux immunisés depuis longtemps, due A ce que l'organisme perd, à la longue, sa faculté de produire des antitoxines. Ces courbes du pouvoir antitoxique sont très
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intéressantes, mais très variables chez des animaux traités de façon en apparence identique.
II faut aussi savoir que certains chevaux ont brusquement (surtout à la suite d'une maladie quelconque) un abaissement énorme du pouvoir antitoxique de leur sérum.
Les injections doivent être faites en prenant, comme nous l'avons déjà dit, les précautions d'asepsie les plus rigoureuses, pour éviter les abcès, le tétanos, la gangrène gazeuse, etc.
h. Saignée et récolte du sérum. — Le cheval ayant été laissé au repos pendant une dizaine de jours, on procède à l'extraction du sang. Il sera bon de garder l'animal à jeun jusqu'à la saignée, le jour où l'on devra la pratiquer, pour éviter la présence ^possible dans son sang de microbes, entraînés par le chyle (Nocard), qui pourraient contaminer le sérum.
La saignée est faite en plongeant dans la veine jugulaire de Tanimal un trocart que l'on raccorde par un tube de caoutchouc à un flacon incliné où le sang va s'accumuler pour la coagulation. Les instruments nécessaires sont donc : un trocart bien aiguisé, un flacon destiné à recevoir le sang et un lu!)e de caoutchouc.
Nous allons décrire successivement ces trois appareils, puis nous ferons assister le lecteur à la pratique d'une saignée.
Fig. 360.
Trocart pourIasai<fDCC du
cheval dans la jugulaire.
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Le trocart (fig. 360), analogue à un trocart ordinaire de paracentèse, se compose de trois pièces. La canule (B) est longue de 10 à 12 centimètres environ avec un pavillon légèrement évasé. Le trocart proprement dit (A) s'adapte exactement dans la canule.
il est muni d'un manche piri- ^^v forme pour en faciliter le manie-
2 V^ 5 ment. Enfin, la troisième pièce (C)
est un embout percé dans son grand axe d'un canal, de diamètre au moins égal à celui de la canule, il comprend deux parties : Tune coniques adapte exactement dans le pavillon de la canule, Tautrc olivaire permet d'adapter cette pièce à l'extrémité d'un tube de caoutchouc (D), et de relier par conséquent le flacon à la canule.
Le pavillon de la canule et l'embout sont munis tous deux d' œillères qui permettent de les fixer intimement Tun à l'autre, et d 'empêcher ainsi toute séparation dans le cours de la saignée. Cet appareil est préalablement stérilisé en deux parties : d'une part, le trocart introduit dans la canule disposé tout prêt pour la ponction veineuse et entouré d'un manchon d'ouate ; d'autre part, l'embout fixé et ligaturé à Textrémité d'un tube de caoutchouc ayant une longueur de 1 mètre à 1^,50. L'orifice de l'embout et l'extrémité libre du tube de caoutchouc sont obturés avec un petit tampon d'ouate. Trocart et tube sont alors placés dans un large poudrier, fermé lui aussi par un gros tampon d'ouate, et sont stérilisés soigneusement à Tautoclavc à 4- H;i degrés. Les appareils à recevoir le sang sont très nombreux. Nous décrirons 4 dispositifs.
Fip. 361.
Grand flacon de 6 litres préparé pour recevoir aseptiquement le sang du cheval, à sa sortie de la jugulaire.
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1*». Nous disposons de vastes flacons à deux tubulures de la contenance de 4 ou 6 litres, que nous agençons de la façon suivante (fig. 361). La tubulure latérale est obturée par un bouchon de liège traversé à frottement par la branche verticale, plongeant jusqu'au fond du flacon, d'un tube en U dont l'autre branche effilée, fermée à la lampe, est libre à Textérieur (3) . La deuxième tubulure médiane est fermée par un bouchon en liège également traversé par deux tubes en verres, l'un (1) contourné en S, servira au passage du sang, l'autre (2), coudé à angle droit, laissera échapper l'air pendant le remplissage du flacon par le sang, puis servira ensuite à refouler l'air dans le flacon pour chasser le séiiim par le tube qui traverse la première tubulure. Ces deux derniers tubes sont fermés à leur extrémité libre par un tampon d'ouate. Les flacons, ainsi disposés, au nombre de 3 ou 4 pour une saignée, sont stérilisés d'abord au four Pasteur, puis à l'autoclave ù + 115 degrés. Immédiatement au sortir de l'autoclave les bouchons et les tubulures sont soigneusement paraffinés de façon à présenter à ce niveau une obturation hermétique.
Tout est prêt pour la saignée. Les flacons destinés à recueillir le sang sont disposes inclinés sur des supports en bois spéciaux (fig. 362) munis d'arrêts permettant de les incliner plus ou moins. La tubulure latérale est tournée en haut, et le tube plongeant est notablement retiré de façon à ne pas toucher la surface du sang pendant le remplissage. Les flacons sont placés côte à côte sur une table, afin que l'opérateur puisse passer rapidement de l'un à l'autre à mesure que les premiers sont pleins. On doit avoir en même temps sous la main le poudrier contenant le trocart et le tube de caoutchouc, un bistouri, des ciseaux, des pinces de Hohéme, une lampe k alcool allumée, enfin du fil ciré et des épingles ordinaires pour obturer la plaie après la saignée.
Le cheval dont on a préalablement rasé la région moyenne du cou, au niveau du trajet de la jugulaire, est alors amené auprès de la table où tous les appareils sont disposés. On fait un lavage soigneux de la région rasée, au savon, à la brosse, au sublimé et à l'éther, de façon à faire une asepsie absolue. L'asepsie des mains de l'opérateur doit être aussi rigoureuse.
LES SÊBl'MS THEBAPErTIQCKS
Pendant ce l^mps, un aide adapte reitrémité libre du tube de caoutrhouc au tube de verre contourné en S du flacon destiné a recevoir le sanjr, après avoir enlevé préalablement les tampons d'ouate et flambé Icf» deux extrémités à la lampe.
L'opérateur prenant de la main droite le bistouri flambé, se
Fig. 362.
Ensemble du dispositif pour la saignée du cheval.
On niniiitioiil la canulo <\u irorart (laii<i la veiiio ju^lairo du chcral pendant qu'un aide r(»riiprime c(*llo-ei, et qu'un palfrenior surveille et fait raasltquer l'animal.
place du cMé de la jugulaire à ponctionner et fait sur le trajet du vaisseau une petite incision transversale de 1 à 2 centimètres, perpendiculaire à la direction de la veine, comprenant la peau et les tissus sous-cutanés.
Le cheval doit être maintenu parfaitement droit et aussi immobile que possible par les aides. L'opérateur retire alors le trocart de son enveloppe de colon, et le passe rapidement dans la flamme de la lampe à alcool. Puis, faisant saillir la veine jugulaire, en la comprimant avec le pouce de la main gauche,
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dans rinterstice qui sépare le sterno-mastoldien de la trachée à la base du cou, ii plonge le trocart qu'il tient de la main droite À travers l'incision déjà faite, de* bas en haut, dans la saillie qne forme le vaisseau, parallèlement à sa direction *. La mobilité de la pointe de l'instrument indique qu'il est bien dans la jugulaire. Pour s'en assurer on retire alors défiiUJtiTement le trocaH de la canule, et l'on voit s'écouler avec une certaine force un jet de sang rouge veineux. On retire alors définitivement le trocart; l'aide adapte immédiatement l'embout fixé à l'extrémité du tube de caoutchouc dans le pavillon de la canule et les fixe solidement l'un à l'autre au moyen d'un fil passé dans les œillères. Le sang s'écoule alors avec une assez grande rapidité dans le flacon récepteur (fig. 362). S'il ne s'écoule rien au moment où l'on retire le trocart de la canule, c'est que l'on est en dehors du vaisseau (saignée blanche); il faut faire une nouvelle tentative. Pendant toutes ces opérations et les suivantes, on doit avoir grand soin de ne pas cesser de comprimer la jugulaire à la racine du cou. Outre l'avantage d'un écoulement plus abondant et plus rapide de sang produit par cet obstacle à la circulation de retour, cette compression rendra impossible toute aspiration et pénétration de l'air dans les veines et le cœur, accident qui pourrait facilement se produire sans cette précaution.
Si le sang s'écoule peu abondamment, on augmentera le débit, soit en comprimant légèrement la jugulaire du côté opposé, soit mieux en faisant exécuter à l'animal des mouvements de mastication par ingestion d'avoine, ou encore au moyen d'un tampon imbibé d'eau, acidulée légèrement avec de l'acide acétique, que l'on promène sur le dos de sa langue autour d'un bâton.
On laisse le sang s'écouler, jusqu'à la moitié du flacon environ, en évitant qu'il n'atteigne toutefois les tubes, ce qui pourrait occasionner un caillot irrégulier. On place alors rapidement, près Tune de l'autre deux pinces de Mohr ou de Hohéme sur le tube de caoutchouc au voisinage du flacon; on coupe cclui-
* On peut directement ponctionner la veine à travers la peau, sans incision préalable, mais on risque davantage les ponctions blanches, et on peut facilement entraîner dans la profondeur, avec le trocart, des germes de la surface cutanée.
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ci entre les deux pinces avec des ciseaux flambés, on adapte rapidement sa nouvelle extrémité libre au tube de verre en S du deuxième flacon, après en avoir retiré le tampon et flambé l'extrémité. On enlève aussitôt la pince, et le sang continue à s'écouler comme précédemment. Toutes ces opérations doivent être faites avec une grande rapidité pour éviter que le sang ne
Fig. 363.
Flacon conieDant le sang du cheval depuis 24 heures.
A, flacon. — B, support. — C, caillot baîjTnant dans le sérum. — D, sérum.
1, lubc d'arrivéo du sang. — 2, lubo pour le refoulement de l'air. — 3, tube pour
la prise de sérum.
se coagule dans son trajet à travers le tube de caoutchouc Pendant ce temps, un aide retire légèrement à travers le bouchon de liège le tube de verre en S qui a servi au passage du sang dans le premier flacon, il le retourne pour qu'il ne plonge pas dans le sang et le ferme à la lampe (fig. 363).
Lorsqu'on a retiré environ 5 à 6 litres de sang à un cheval assez vigoureux, on arrête la saignée. Pom* cela, tandis qu'un aide ferme le tube de caoutchouc au mojen de pinces comme précédemment, l'opérateur, prenant entre le pouce et l'index de la main gauche (qui cesse la compression) les lèvres de la plaie, retire vivement le trocail de la main droite. Un aide lui
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tend une ou deux épingles flambées qu il passe k travers les tissus sectionnes ; il fait une suture en passant en croix un fil ciré sur les épingles. L'occlusion ainsi obtenue est parfaite et nous n'avons jamais observé ni écoulement sanguin ni infection locale. On lave superficiellement la plaie au sublimé.
Flg. 364.
Appareil de Latapie, pour recueillir le sérum des grands animaux.
Le cheval, aussitôt reconduit à son boxe, est laissé quelques instants au repos, après quoi, surtout s1l parait affaibli, s'il a des frissons, ce qui est très rare, on peul lui faire absorber un barbotage de son et d'eau tiède.
Nous venons de décrire notre dispositif que nous estimons très commode. On peut dire que chaque laboratoire a le sien.
2*^ Latapie, dont nous avons déjà décrit (p. 74) l'appareil à saigner les petits animaux, a imaginé un appareil pour saigner les chevaux (fig. 364). 11 se compose d'un grand flacon en verre rem-
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pli de morceaux de lubes de Terre perforés pour retenir le caillot, et porté sur une monture qui permet de le faire basculer lentement, afin do faire couler le sérum. 3^. Tizzoxi emploie le flacon représenté figure 365. Une large
ouverture («) sert à rarrivée du sang. Une tubulure latérale (&) permet la sortie du sérum. Un agitateur en verre (c) soudé au fond du flacon, est destiné à fixer le caillot. Ce dernier prend la forme (/), et le sérum (e) se collecte à la surface. Il suffit d'incliner le flacon pour avoir le sérum par (6) pendant que le caillot est retenu par (c) .
4" PoujOL, k rinsUtut de Montpellier, décrit ainsi *■ les appareils dont il se sert :
On a d'avance préparé l'appareil représenté dans la figure 366. (A) est un flacon de 5 litres portant un trait de jauge 0 pour 3 litres. Le flacon est pourvu vers sa partie supérieure d'un ajutage latéral (al). Un fort tube de caoutchouc rouge k parois épaisses réunit cet ajutage à un des tubes latéraux du flacon (B). Celuici est un flacon de Woolf à deux tubulures supérieures (soit trois ouvertures). Chaque tubulure est pourvue d'un bouchon de caoutchouc rouge traversé par un tube plongeant dans le flacon jusqu'à 1 centimètre du fond; un de ces tubes est relié par son extréuiité supérieure à l'ajutage (al) ; Tautre est prolongé hors du flacon par un tube de caoutchouc terminé par un bout de tube de cuivre (t) abrité dans un tube à essai. Une pipette Pasteur (p) traverse l'ouale obturant le goulot, et plonge dans le flacon) . Les joints sont convenablement garnis d'ouate et de papier.
Fig. 365.
Appareil de Tizzonù pour recueillir
le sérum des grands animaux.
* Nous décrivons son procédé, y compris la décantation, pour ne pas le scinder.
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Il est avantageux que le flacon (A) ait été lavé avec une solution forte do potasse, puis avec une solution acide, avant d'être rincé à grande eau ; on évite ainsi toute adhérence du caillot. Si l'appareil est stérilisé dans un simple autoclave» on diminue beaucoup les chances de casse des flacons en les suspendant dans le panier au moyen d'une armature en fil de fer évitant que les
Fif^. 366.
Appareil de Poujol pour la récolte du sérum des grands animaux.
flacons reposent par leur fond sur le fond métallique du panier. Avec l'appareil Vaillard et Besson la casse est exceptionnelle.
On recueille le sang dans le flacon (A) suivant le procédé usuel en glissant d'avance entre le goulot et le tampon d'ouate qui l'obture, le tube qui doit amener le sang de la veine. On recueille exactement 3 litres de sang, et on laisse la rétraction s'opérer; vingt-quatre heures de repos suffisent. Après ce temps, on dispose les deux flacons sur deux étagères superposées à 0™,40 Tune au-dessus de l'autre, l'élngèrc inférieure ayant un peu plus d'avancée que la supérieure (fig. 307). Le petit flacon est placé verticalement sur rétagère inférieure, le grand flacon est disposé sur l'étagère supérieure dans une position très inclinée, et maintenu par des cales. Le sérum s'écoule alors dans le flacon inférieur, puis, les choses étant abandonnées en
LES SEBUMS TH ER A PEUTIQUKS
l'état, le caillot s'étale progressivement sur les parties déclives des parois du flacon, et sa rétraction s'eflfectue d'autant mieux que le sérum qui se sépare s'écoule à mesure dans le flacon inférieur. La séparation du sérum s'effectue donc automatiquement,
Fi^. 367.
Appareil de Poujol.
et sans aucun risque de contamination; elle n'a même pas besoin d'être surveillée. En quarante-huit heures, la majeure partie du sérum s'est rassemblée dans le flacon inférieur; le troisième et quatrième jour, la quantité augmente encore un peu; elle atteint alors de 1.700 à 1.900 centimètres cubes pour 3 litres de sang. Le sérum arrivant dans le flacon (B) par la partie inférieure, les couches supérieures déjà « dépouillées » ne sont pas troublées. On sépare alors en {s) les flacons. Si l'on peut conserver quelques jours le sérum dans les flacons récepteurs, il s'y dépouille complètement, et devient d'une transparence parfaite.
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Pig. 3«8.
La petite quantité qui monte dans la pipette (p) sert k vérifier la stérilité avant la répartition. Le tube {t) sert soit à mettre le flacon en communication avec le jaugeur, soit à la décantation du sérum dans une allonge si on doit le mêler à d'autres sérums.
Pour la répartition, nous employons le jaugeur usité à l'Institut Pasteur. Mais nous distribuons le sérum, au moyen d'une efûlure de verre, dans des ampoules de cristal de la forme ci-contre (fig. 368, A) et de 12 centimètres cubes de capacité. Ces ampoules sont capuchonnées au papier et stérilisées au four à flamber. A mesure qu'elles sont remplies, on les scelle à la lampe, et elles prennent la forme représentée en (A*); 150 ampoules peuvent être scellées en une heure. Les ampoules sont mises alors quelque temps à l'étuve ; nous n'avons jamais observé qu'une seule sy montrât contaminée. Un trait de lime sur le col de Tampoule en permet l'ouverture facile.
On a imaginé tout une série de presses pour exprimer complètement le caillot et lui faire rendre tout son sérum.
i. Décantation du sérum. — Reprenons la décantation du sérum avec notre procédé décrit (/i,l^). Les flacons contenant le sang sont laissés au repos absolu dans un endroit frais pour permettre À la coagulation de s'effectuer dans les meilleures conditions. Au bout de vingt-quatre à quarante huit heures, la rétraction du caillot est à peu près complète, et on le voit recouvert et entouré d'une notable quantité d'un sérum limpide d'une belle teinte ambrée (fig. 363). Pour séparer du caillot ce sérum qui ne tarderait pas & se teinter en rose en dissolvant un peu d'hémoglobine, on renfonce le tube en U, aussi loin que possible, dans le sérum, sans atteindre le caillot; on tourne légèrement le flacon sur le côté en même temps qu'on le soulève ; il suffit alors, après ouverture de l'extrémité du tube effilé, de souffler avec la bouche ou au moyen d'une soufflerie dans le petit tube coudé à angle droit, et le sérum montant
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dans le tube en U viendra s'écouler k Textérieur à l'extrémité
de sa branche effllée (fig. 369). Le tampon d'ouate filtrant lair
refoulé dans le flacon empêche toute contamination du liquide.
Le sérum est reçu, à sa sortie de la tubulure latérale, dans
Fip. 369.
Prise du sérum dans le flacon de la figure 363 (par refoulement).
des flacons à trois tubulures de 500 grammes environ, où il sera conservé jusqu'à sa répartition dans les petits flacons de distribution. Ces flacons à trois tubulures sont fermés avec des bouchons de liège dont les deux latéraux sont ti'aversés par des tubes de verre, Tun coudé à angle droit et muni d'un tampon de coton servira à souiller de l'air dans le flacon pour en chasser le sérum au moment voulu, l'autre coudé en angle aigu, à branche interne plongeant jusqu'au fond du flacon et à branche externe fermée à In lampe, servira à évacuer le sérum. La tubu-
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lure centrale munie d'un bouchon simple n'aura d'utilité que pour le remplissage du flacon (fig. 370).
Ces vases ù conserver le sérum ont été, bien entendu, préalablement stérilisés, et leurs bouchons soigneusement lûtes à la paraffine après le remplissage.
On ajoute au séinim, avant la fermeture des flacons, 4 p. 1000, de la solution pharmaceutique d'eucalyptol S qui en y assurera la parfaite conservation. Le / sérum est ensuite placé dans un endroit frais, à l'abri de Tair et de la lumière ; «. ^-^
il est prêt à éti-e distribué en petiU fla- Flacon-conservc du cons dosés pour Tusage thérapeutique. sérum.
L'extraction de 5 à 6 litres de sang ne produit guère, après coagulation, que 2 litres et demi h 3 litres de sérum.
j. Continuation de l'immunisation du cheval, — Lorsque le cheval a été saigné, il faut entretenir son immunité et même chercher à l'augmenter, si possible, par de nouvelles injections de toxine. Nous avons dit précédemment, en exposant la raison qui militait en faveur de cette manière d'agir, qu'on devait recourir, de préférence, pour atteindre ce but, aux injections répétées de petites doses de toxines. Nous ajouterons simplement qu'on devra, en conséquence, continuer à inoculer sous la peau du sujet 100 à 150 centimètres cubes de toxine tous les trois ou quatre jours pendant quinze jours, après quoi on le laissera reposer de nouveau une dizaine de jours avant la nouvelle prise de sang, et ainsi de suite.
Nous avons actuellement au laboratoire des chevaux qui servent depuis sept ans à fournir du sérum antidiphtérique à la région lyonnaise ; ils ont déjà reçu des quantités énormes de toxines et ont subi plus de soixante -dix saignées de 5 k 6 litres, tout en continuant à présenter un état général parfait.
* Nous n*ajoutoDs plus d'antiseptique à nos flacons de sérum.
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2^ Masure de ractiTité du lénim. — Le sérum, proTenant de chaque saignée, doil élre essayé aTani d*étre livré à la consommatioD, pour qu*on soit certain de son activité. Le public doit être sûr des sérums qu'on lui vend. En Allemagne, le contrôle de tous les sérums est conGé à un laboratoire central, crée et entretenu par l'Etat: l'Institut d'EnaLicH, à Francfort. En France, les laboratoires qui ont reçu Tautorisation de fabriquer des sérums, les livrent sous leur propre responsabilité.
Il jr a deui méthodes pour mesurer l'activité d'un sérum.
a. Méthode française (Roux). — Nous avons vu qu'un sérum antidiphtérique, pour être considéré comme bon, devait avoir un pouvoir immunisant d'au moins 1/50000^, c'est-à-dire devait immuniser 50000 fois son poids de cobaye contre une dose de culture de B. de LôffLer mortelle en moins de trente heures pour les cobayes témoins ^. Voici la technique à suivre : supposons que l'on vienne de saigner un cheval immunisé dans de bonnes conditions, c'estrà-dire à qui on a pu injecter 100 à 150 centimètres cubes de toxine sous la peau sans réaction bien intense. On peut estimer que le pouvoir préventif de son sérum doit être voisin de l/aOOOO^'. On prend alors quatre lots de cobayes. Un premier lot A servira de témoin; dans un deuxième lot B, chaque animai recevra la 40000® partie de son poids du sérum à essayer; dans un troisième lot G, chaque cobaye recevra la 50 000® partie de son poids, et, enfin, dans un quatrième lot D, chaque cobaye recevra la 60 000® partie de son poids de ce sérum, ce qui sera facile en préparant des dilutions titrées du sérum. Douze ou vingt-quatre heures après, tous les cobayes sont inoculés sous la peau de la cuisse avec une dose, mortelle en moins de trente heures, d'une culture de B. de LÔffier : 1 demi-centimètre cube d'une culture Agée de vingt-quatre heures de virulence moyenne (Roux) : 1 vingtième de centimètre cube seulement avec l'échantillon de bacille très virulent que nous possédons. Supposons que les cobayes témoins (A) meurent de
* Roux considère comme suffisamment actif le sérum qui à la dose de un centième de centimètre cube protège un cobaye de 500 grammes contre les effets de l'inoculation de un demi-centimètre cube de culture virulente pratiquée vingt-quatre heures après.
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vingt à trente heures après rinoculation virulente ; que ceux du lot D meurent deux ou trois jours après, et que ceux des lots G et B survivent. Dans ces conditions, on voit que le sérum a un pouvoir préventif égal k 1 / 50 00(K. Si le lot D avait survécu, le pouvoir serait de 1 /60 000® ; si, au contraire, tous les animaux étaient morts, le pouvoir aurait été inférieur & i/40000« et, par conséquent, insuffisant. Nous venons d'esquisser une expérience schématique. Souvent, la précision n'est point aussi grande dans la pratique. D'abord, les cobayes immunisés n'ont pas une survie indéfinie ; ils meurent ordinairement au bout de quinze jours, un mois, etc. Roux en a rarement trouvé de survivants six mois après l'expérience.
En résumé : pour être utilisé en thérapeutique humaine, un sérum antidiphtérique doit avoir un pouvoir préventif au minimum de 1/50 000« et mieux de 1/80 000* à 1/100000*.
b. Méthode a//emande(BEHRiNG et ëhrlich). — Elle repose sur la saturation, m vitro, de la toxine par l'antitoxine équivalent k équivalent. La valeur d'un sérum est mesurée par la quantité de toxine qu'il neutralise dans le verre à expérience.
On détermine la dose de toxine mortelle en trois à cinq jours pour le cobaye de 250 à 300 grammes. On cherche la quantité de sérum qui, ajoutée à 100 doses mortelles, donne un mélange neutre pour le cobaye (ni œdème local, ni diminution de poids). Uunité immunisante ou antitoxique est la quantité de sérum qui neutralise 100 doses toxiques. Si 0^,01 de sérum neutralise 100 doses mortelles, le centimètre cube contient 100 unités immunisantes. Mais la toxine-étalon diminue d'activité avec le temps. Ehrlich a vu que cela n'avait pas d'importance; la toxine même vieillie (toxone) est toujours neutralisée par la même quantité de sérum ; elle a le même nombre de groupes haptophores (voy. 813).
Ehrlich utilise un sérum-étalon pour arriver à son dosage de l'activité des sérum s.
100 unités antitoxiques au centimètre cube répondent, en général, à un sérum qui immunise à 1/50 000<^. C'est la limite inférieure nécessaire au sérum thérapeutique.
Roux a montré que les deux méthodes ne conduisent pas au
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même résultat, pour un même sérum ; le même nombre d'unités antitoxiques ne correspond pas k un pouvoir préTentif égal. Il est possible qu'il Taille mieux, dans la pratique, conserrer la méthode française qui est plus en rapport avec Tusage qu*on veut faire du sérum.
30 Conserration et distribution du sérum antidipht^ rique. — Le sérum, grâce aux précautions énoncées précédemment, a été recueilli dans des conditions d'asepsie absolue. On peut le reporter immédiatement en petits flacons prêts à être livrés aux médecins. Nous croyons préférable de le garder dans les conserves où il a été décanté, et de ne le distribuer par doses qu'au moment de s'en servir ou de l'expédier. Qu'il soit en petits flacons ou en conserves., le sérum doit être tenu dans un lieu frais k l'abri de Tair et de la lumière ; c'est dans ces conditions qu'il gardera le plus longtemps son activité.
Toutes les opérations faites aseptiqucment, le sérum pourrait être conservé tel quel. Cependant, habituellement, et pour plus de sécurité, on V additionne de substances antiseptiques inoffensives qui garantissent sa conservation. Behring recourait k l'acide phénique ; à l'Institut Pasteur, le sérum est additionné de camphre fondu ; le mieux est d*y ajouter, comme nous l'avons dit précédemment, une solution d'eucalyptol pharmaceutique dans la proportion de 4 p. 1000; celle-ci assure une asepsie parfaite du sérum tout en étant, parmi les divers antiseptiques essayés, celui qui altère le moins les propriétés physiques et biologiques du sérum (Arloing et Nicolas). L'eucalyptol a bien l'inconvénient de déterminer une légère cuisson au moment de l'injection, mais celle-ci disparaît complètement en quelques minutes.
Il vaut encore mieux ne pas ajouter d'antiseptique.
La pratique de conserver le sérum dans des récipients d'un certain volume avant de les répartir dans les petits flacons a l'avantage de permettre aux précipités qui se forment souvent spontanément dans le sérum les premiers jours après sa séparation du caillot, et k ceux qui se forment presque toujours par l'addition d'antiseptiques (graisses et albumines insolubles), de se déposer : on peut ainsi distribuer dans les flacons définitifs
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un sérum qui restera d'une limpidité parfaite même après plusieurs mois.
Au moment de ^n utilisation, le sérum est réparti dans des flacons de iO centimètres cubes de capacité, qui ont été stérilisés à Fauloclave avec bouchon de caoutchouc, si l'on emploie ce mode de fermeture, et qui représentent la dose d'une injection ordinaire. Nous préférons un autre mode de bouchage. Les
Fig. 371.
Appareil pour dessécher le sérum dans le vide à une température constante (avec régulateur métallique de Roux),
flacons munis d'un tampon de ouate sont stérilisés au four Pasteur. Lorsqu'ils sont remplis, im aide trempe un bouchon de liège fln dans de la paraffîne bouillante qui le stérilise parfaite* ment et en obture toutes les inégalités, puis il bouche le flacon. On trempe enfin le goulot dans la paraffine, pour produire une obturation hermétique parfaite du flacon.
Chaque flacon est ensuite muni d'une étiquette portant le lieu d'origine, la nature et la date de fabrication du sérum. Cette dernière précaution est prise pour assurer l'emploi de sérum toujours récent : on sait, en effet, que les sérums sont considérés comme perdant une partie de leur activité au bout de six mois. Toutefois, c'est là un minimum tout & fait exagéré, et nous
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avons TU des échantillons de sérum conserver encore, après un an, toute leur valeur préventive.
Les flacons sont alors munis de capuchon^ métalliques plombés, puis enfermés dans des étuis en bois ou ^en carton, qui permettent de les expédier k toutes distances.
Actuellement, lorsque le sérum doit être envoyé au loin, notunoMni éaam l'Amérique du Sud, pour en faciliter le transport et dîminoer les drûts à acquitter, on l'expédie sous forme desséchée. Cette dessiccation s'obtient en évaporant le sérum dans le vide à -f- 30^, sur l'acide sulforique. On peut employer, à cet effet, un appareil à vide, construit par Im maison WiESXEGG (fig. 371). Cet appareil consiste en une espèce d'autoclave couché sur le côté, muni d'un manomètre, d'un robinet pour le vide et d'un régulateur métallique de Roux pour assurer une température uniforme et constante. L'intérieur contient plusieurs rayons superposés.
Le sérum sec est réduit au 1/10° ; il faudra donc le dissoudre dans 9 parties d'eau.
40 Emploi du sérum antidiphtérique. — Le sérum antidiphtérique peut être utilisé en thérapeutique humaine, soit comme préventif, soit comme curateur de la diphtérie.
a. Emploi curateur. — Son emploi curateur est universellement adopté aujourd'hui. Il sera d'autant plus efficace qu'Usera injecté d'uïie façon plus précoce, il ne faut donc pas attendre les résultats du diagnostic bactériologique (p. 631) pour pratiquer la première injection ; attendre serait criminel, puisque cette intervention n'offre aucun danger. On injectera le sérum à tous les cas de diphtérie ; le plus bénin en apparence pouvant devenir mor- I tel. Le sérum aura naturellement le maximum des chances de \ succès, lorsqu'il s'adressera aux diphtéries pures, sans microbes L associés (p. 618).
Les injections sous-cutanées seront faites au moyen d'une seringue quelconque ou de la seringue de Roux, à la dose de 15 ou 20 centimètres cubes pour les enfants au-dessus de cinq à six ans, à la dose seulement de 10 centimètres cubes pour ceux qui n'ont pas atteint cet âge. Cinq centimètres cubes suffiront si
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renfantn'a pas un an. Chez l'adulte, la dose initiale ne doit pas être inférieure à 30 centimètres cubes. Le séinim est poussé le plus souvent, après avoir pris toutes les précautions antiseptiques les plus minutieuses, sous la peau du flanc des malades. L'injection détermine un peu de douleur locale due en partie aux antiseptiques et une légère tuméfaction ; ces symptômes disparaissent rapidement sans laisser de traces. Souvent on peut observer, à la suite de Tinjection, une élévation passagère du thermomètre qui atteint 39^5 à 40* ; on a aussi signalé, vers le dixième ou quinzième jour, des éruptions polymorphes, des vomissements, de la diarrhée, des arthropathies, etc^ Ces phé^ noménes sont de peu de durée et de peu de gravité. Les accidents infectieux : abcès, phlegmons, septicémie, ne doivent pas exister si le sérum a été bien préparé, et les injections faites avec toutes les précautions voulues.
En revanche, le bienfait du traitement ne tarde pas à se faire sentir, Tétat général se relève, les fausses membranes se désagrègent, les surfaces se détergent assez rapidement, en deux, trois ou quatre jours. L'engorgement ganglionnaire disparaît; la chute thermique est la règle après l'élévation passagère signalée plus haut. En ce qui concerne les rapports de la sérothérapie et de l'albuminurie les avis sont encore partagés.
Si l'amélioration se fait attendre, on recourt à de nouvelles injections que l'on peut répéter trois, quatre jours de suite, à vingt-quatre heures d'intervalle. Un enfant a pu recevoir jusqu'à 140 centimètres cubes de sérum antidiphtérique sans inconvénients.
La sérothérapie est indiquée dans tous les cas de diphtérie, quelle que soit la localisation du B. de Lôffler : angine et croup au premier i-ang.
Les résultats des statistiques sont extrémemement probants, quant au succès du sérum antidiphtérique. Houx, Martin et Chaillou ont vu, sur 400 cas traités, en 1894, à l'Hôpital des Enfants Malades, la mortalité s'abaisser de 51, 71 p. 100 k 24,5
* Pour remédier à ces effets toxiques, inoffensifs mais fort ennuyeux, on a proposé de chauffer le sérum à -f- 58*.
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p. 100. 146 cas traités, k Lyon, dans le semce de la Charité, n'ont fourni que trois décès (Tbzbnas du Montcel). Toutes les statistiques ne sont pas aussi brillantes, tout en étant très suggestives. En moyenne, la mortalité a été abaissée de 50 & 60 p. 100 à 11 ou 15 p. 100 dans les hôpitaux d enfants.
Marpan (1902) vient de publier un important travail sur les résultats de la sérothérapie antidiphtérique. Depuis la fin de 1900, la diphtérie a augmenté de fréquence et de gravité. Cependant, la statistique montre que la mortalité des enfants traités par le sérum n'a pas dépassé 11, 49 p. 100. La plupart de ces cas mortels sont des cas associés ; les enfants sont morts en idéalité de streptococcie, contre laquelle le sérum ne pouvait rien.
Rapellons & ce propos qu'on a voulu faire des sérums mixtes (B. de Lôffler et Streptocoque) ; les tentatives ont échoué pour les mêmes raisons qui ont fait abandonner le sérum anlistreptococcique.
b. Emploi préventif. — Son emploi préventif (par exemple dans une famille où éclate une diphtérie) avait été préconisé à l'aurore de la sérothérapie, puis abandonné en raison des accidents postériques dont nous avons parlé.
Sevesthk et NKrîER (1902) ont rappelé l'attention sur cette question. Ils insistent sur Tefficacité et l'innocuité de Faction préventive. La dose suffisante est 5 centimètres cubes (1 000 unités anti toxiques). Grâce à cette faible dose, et au fait que les enfants injectés sont des enfants sains, les accidents postériques sont rares. L'immunité est conférée du deuxième au vingt-huitième jour. On ne dépassera pas 10 centimètres cubes (o à 10 centimètres cubes). L'Académie de médecine (8 août 1902) a voté des propositions tendant à étendre Tinjection préventive aux écoles, hôpitaux etc., où se seront produits des cas de diphtérie.
§ 2. — Sérum antitétanique
1<^ Fabrication. — La préparation du sérum antitétanique est soumise aux mêmes règles générales que celle du sérum antidiphtérique.
L'immunisation est faite au moyen des toxines obtenues par
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filtration sur porcelaine de cultures en bouillon âgées de vingt jours environ.
Les premières injections doivent être faites à très faibles doses : l/40«, 1/20*^ de centimètre cube de toxines additionnées de solution de Lugol (voy. p. 827). Les solipèdes, l'âne spécialement, sont très sensibles à la toxine tétanique et périraient avec des contractures sans cette précaution. On espacera les injections de cinq à six jours ; il faut attendre l'écoulement de la période d'incubation des contractures, pour éviter l'accumulation de la toxine. On augmentera progressivement, et ainsi de suite. On recueillera, on dosera le sérum comme il a été dit pour le sérum antidiphtérique.
La mesure de l'activité se fait également comme pour le sérum antidiphtérique.
Le sérum, livré par l'Institut Pasteur, a un pouvoir antitoxique de 1000000 000, c'est-à-dire qu'il suffit d'injecter à une souris une quantité de ce sérum égale à 1/1 000000000 de son poids pour la préserver contre une dose mortelle de toxine.
11 se conserve actif plus d'une année.
On peut le chauffer 20 èl 30 minutes à + 59<>.
2^ Emploi. — a. Emploi préventif, — L'action préventive n'est pas contestable. La méthode de mesure de l'activité du sérum par injection préalable au cobaye ou à la souris suffit à l'établir au point de vue expérimental. L'action préventive s'obtient encore, en injectant pendant les premières heures de la période d'incubation ; elle est nulle si on injecte le sérum pendant la fin de l'incubation ou après le début des contractures.
On injecte à l'homme et aux animaux 10 centimètres cubes, dose qui immunise pendant deux semaines environ (immunisation temporaire). Aussi, si la plaie n'a pas été complètement nettoyée, si des bacilles tétaniques peuvent subsister dans un tunnel quelconque, il faut recommencer une ou plusieurs nouvelles injections de huit jours en huit jours. Si les bacilles existaient quinze jours après une unique injection, ils pourraient engendrer le tétanos et la méthode paralti*ait en défaut. Les chirurgiens doivent bien connaître cette nécessité des injections
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muUipleSy surtout lorsqu'ils conservent un membre écrasé et souillé de terre, etc. 11 n'existe pas une seule observation de tétanos survenu chez un blessé traité préventivement suivant les régies ci-dessus énoncées.
Les résultats ont été plus nets chez le cheval, en raison de la fréquence du tétanos chez cet animal non seulement à la suite de plaies accidentelles (clous de rue, etc.) mais k la suite de la castration, de l'amputation de la queue, des opérations sur le pied, etc. On lui injecte 2 doses de 10 centimètres cubes À huit jours d'intervalle. Nocard (1897) a montré les bénéfices considérables réalisés par les vétérinaires avec l'emploi préventif du sérum antitétanique. Du 1«' août 1895 au l*"" juin 1897, il a distribué k des vétérinaires 7000 flacons de 10 centimètres cubes qui ont été injectés k 3 500 chevaux environ ; il connaissait le résultat pour 2 727 chevaux ; aucun n'a pris le tétanos. Pendant ce temps, les mêmes vétérinaires observaient 191 chevaux tétaniques, non injectés préventivement, avant les opérations ou de suite après la production des plaies.
Innocuité et eflicacité, telle est la devise du sérum antitétanique.
b. Emploi curateur. — Le sérum antitétanique n a aucune propriété curative vis-à-vis du tétanos confirmé. Toutes les observations de guérison publiées avaient trait à des cas spontanément curables. On devra cependant injecter du sérum aux tétaniques : il pourra peut-être neutraliser la toxine qui n'est pas encore fixée sur les cellules nerveuses, si les bacilles en produisent encore. On a vu des tétanos en apparence bénins, prendre subitement une gravité considérable ; ce sont de véritables rechutes que le sérum peut prévenir. On injectera alors 40 centimètres cubes par jour pendant trois jours.
Houx et BoRREL (1898), continuant leurs travaux sur le tétanos cérébral, ont injecté le sérum directement dans la subst€Uice cérébrale du tétanique. L'expérience réussit bien sur le cobaye^ puisque, sur 45 animaux traités, 35 ont guéri. Sur V homme les résultats ont été k peu près nuls et la méthode a été abandonnée.
SiGARD a recommandé l'injection sous-arachnofdienne lom^ baii*e.
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Voyez page 820, les expériences de Desgos et Barthélémy concluant à la supériorité des voies veineuse et intracérébrale.
§ 3. — Sérum antipesteux
Nous avons déjà indiqué comment on vaccinait les chevaux contre le B, de Yersin (p. 571). La technique de la saignée, de la conservation du sérum, etc.. est identique à celle indiquée pour le sérum antidiphtérique.
Quelle est la valeur du sérum antipesteux ? Elle a été très discutée. Au point de vue expérimental, le sérum antipesteux (ayant été obtenu avec des cultures complètes et non avec des toxines extraprotoplasmiques seules) est anti-infectieux aussi bien q\ï antitoxique. Galmrtte et Salimreni lont encore établi, ù Oporto, sur le singe. Les premiers essais tentés en Chine par Yersin avaient paru très encourageants (7 et 8 p. 100 de mortalité au lieu de 90 p. 100), mais bientôt (à Bombay) les séries furent moins heureuses. 11 est probable que, vu les besoins urgents de sérum, celui-ci était employé avant immunisation suffisante des chevaux. Quoiqu'il en soit, une Commission allemande conclut assez nettement contre l'efficacité du sérum de Yersin.
Lors de l'épidémie d'Oporto (1899), la question a été reprise par Calmette et Sallmreni avec du sérum plus puissant (immunisation par cultures vivantes). Ils concluent nettement à Tefficacité du sérum (14 p. 100 de mortalité seulement au lieu de 43 p. iOO). Ils conseillent la voie intraveineuse dans les cas graves. Il faudra, naturellement, des doses d'autant plus fortes que la maladie sera plus avancée (40 à 300 centimètres cubes).
On va fabriquer du sérum antipesteux dans la plupart des Instituts.
Le sérum antipesteux est employé com*amment comme préventif, dans les lazarets, sur les navires infectés, etc. Une injection de 5 & 10 centimètres cubes confère une immunité de quinze jours. Le D' Pestana, d'Oporto, est mort de peste, vingt jours après s'être injecté du sérum antipesteux; l'immunité
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avait disparu. Il faut donc, dans un foyer pesteux, réinjecter tous les dix jours, le personnel qui approche les malades.
§ 4. — Skrum antityphique
On avait essayé assez souvent des sérums antityphiques contre la fièvre typhorde humaine, mais sans grands résultats (Ces ahi s Demel, Orlandi, Bôhger, Chantemessk et Widal, Lêpine et Lyonnet, etc.).
Ghantbmesse (1901) a utilisé le sérum des chevaux immunisés avec sa toxine (p. 651). Ce sérum est préventif, antitoxique et agglutinant. Chantbmkssb conseille d'injecter 10 à 12 centimètres cubes aux malades encore au premier septénaire; la guérison serait alors rapide. On fait une nouvelle injection si Tapyrexie n*est pas complète au bout de huit jours. A une date plus avancée, on n'injecte que 6 à 8 centimètres cubes à la fois, quitte & multiplier les injections. Il y a, après chaque injection, une réaction fébrile qu'il faut combattre par les bains froids. 100 cas ainsi traités n'ont donné que 6 p. 100 de mortalité.
§ 5. — Sérums antistreptococciques
10 Sérum de Marmorek. — Différents auteurs (Gharrix et Roger, Mironopp, etc.) ont immunisé des animaux (mulet, lapin, etc.) par des méthodes diverses. Le sérum mis en vente actuellement est celui de Marmorek ^ La méthode de cet auteur consiste & inoculer au cheval des doses de plus en plus considérâbles de cultures complètes d'un streptocoque rendu extaordinairement virulent pour le lapin.
Le sujet t immuniser sera choisi avec le même soin que pour la préparation du sérum antidiphtérique (p. 818).
Le Streptocoque de Marmorek provient d'une angine pseudomembraneuse ; de nombreux passages successifs par le lapin
* Marmorek, Streptocoque et sérum antistreptococcique, Annales Pasteur 1895, p. 593.
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(en injectant directement le sang du cœur du lapin mort dans la veine marginale de Toreille d'un lapin neutre) lui ont donné une virulence extraordinaire pour cet animal, too ooo ooo ooo ^^ centimètre cube de culture peut tuer le lapin ; l'inoculation d'un seul article microbien suffit à entraîner la mort. Pour entretenir cette virulence du streptocoque, Marmorek le cultive dans un des milieux mentionnés plus haut. Il faut, de temps & autre, faire repasser le microbe par le lapin.
On commence de suite par injecter au cheval des cultures complètes^ très virulentes, maïs à dose très faible. On augmente les quantités, dès que Tamimal est remis de sa précédente injection.
Nous avons obtenu d^excellents résultats par un autre procédé qui consiste k imprégner d'abord Vorganisme du cheval avec les produits solubles du streptocoque et & ne lui inoculer que plus tard des cultures virulentes. On commence donc par soumettre le cheval à des injections sous-cutanées de produits solubles de streptocoques obtenus par filtration sur bougie Ghamberland d'une cultm*e en bouillon-sérum Agé de quinze jours à trois semaines, («es produits étant très peu toxiques, les premières injections peuvent être assez abondantes, 5 à 10 centimètres cubes. L'animal présente une petite élévation thermique, un peu de gonflement local, mais se rétablit promptement et on peut rapidement augmenter les doses en injectant successivement 15, 20, 30, 50, jusqu'à 100 centimètres cubes. Dès qu'on a atteint £es chiffres, on peut commencer Timmunîsation avec les cultures entières très virulentes mais en n'employant au début que de faibles doses, un quart, un demi, puis K centimètre cube, etc.. H faut se conformer là encore strictement aux règles que nous avons posées pour l'immunisation du cheval contre la diphtérie, se guider, constamment sur la courbe de la température, sur l'état général du sujet, la réaction locale, sa nutrition, etc., attendant toujours pour une nouvelle injection, que les effets de l'injection précédente aient disparu, et pour augmenter les doses que la dernière dose injectée n'ait produit qu'une faible réaction. On peut arriver ainsi assez rapidement, en deux mois et demi à trois mois, à faire supporter
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i50, 200, 300 centimètres cubes, et plus, de cultures entières très virulentes.
Les injections sont soumises aux mêmes règles, et se font par les mêmes procédés que celles de la toxine diphtérique. Nous n'j reviendrons pas.
Notre méthode d'imprégnation préalable par les produits solubles nous semble avoir un notable avantage. Sans vouloir alTirmer qu'il y a eu une relation de cause k effet, nous ferons remarquer que nous n'avons pas eu de suppuration pendant le cours de l'immunisation de deux chevaux, alors que les sujets de Marmorek ont présenté de volumineux et interminables abcès.
La saignée d'épreuve, la saignée définitive, la récolte, la ronservallon et la distribution du sérum antistreptococcique se font exactement de même que pour le sérum antidiphtérique.
Toutefois il sera bon d'attendre plus longtemps (3 semaines] après la dernière injection virulente avant d'extraire le sang : trois à quatre semaines au moins ; Marmorek ayant vu le sérum doué de propriétés toxiques (0<'<^,5 A l^c tuent le lapin en quelques jours) pendant ce laps de temps. Il pourrait aussi contenir des streptocoques vivants.
Le dosage de Vactivité du sérum se fait par un procédé un peu différent de celui employé pour le sérum antidiphtérique. Nous suivons une méthode qui nous a été indiquée par NocARn, et qui consiste & déterminer quelle quantité de sérum guérit un animal inoculé avec un nombre de doses mortelles de streptocoque. Pour cela, on détermine d'abord la dose minima mortelle en moins de trente heures d'une culture de streptocoque. 11 est bon d'ailleui*s d'avoir un streptocoque pas trop virulent. Des lapins témoins sont inoculés dans la veine avec celte dose minima, d'autres lapins recevant des doses dix lois, cent fois, mille fois mortelles, sont soumis un quart d'heure après l'inoculation à une injection sous-cutanée de un quart et un demicentimètre cube de .'^éruni Ressayer. Les lapins témoins meurent en moins de trente heures, et, suivant la survie des autres, on peut dire que le sérum guérit d'une inoculation dix fois, cent fois, mille fois mortelles. Prenons un exemple : soit un strep-
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iocoque tuant en moins de trente heures à la dose de 1 / 30 000 de centimètre cube. Deux lapins témoins recevront Tun (a) 1/ 30 000 de centimètre cube de culture, dose minima mortelle; Tautre (6) 1/6000 de centimètre cube, dose cinq fois mortelle. D'autres animaux seront inoculés par exemple avec une dose vingt fois (c), cent fois {d) et mille fois (e) mortelle de streptocoque. Ces derniers recevront dans le tissu cellulaire un quart de centimètre cube de sérum à essa;yer, un quart d'heure après l'injection virulente. Or, voici les résultats obtenus : le lapin (a) meurt en vingt-huit heures, le lapiji {b) meurt en vingt-quatre heures, le lapin (c) survit indéfiniment, ainsi que le lapin [d); seul le lapin (e) meurt en trois jours. Schématisons en un tableau les résultats.
-,, \ a. 1/30000 de ce. de cuit, meurt en 30 heures,
leraoms . . . . , ^^^ 6 000 de ce. de cuit, meurt en 24 heure». Traités, un quart '
d'heure après, avec i cl/ 1 500 de ce. de cuit, survit.
un quart de ce. de d.i/ 300 de ce. — survit.
sérum dans le tissu f e. \/ 30 de ce. — meurt en 3 jours.
cellulaire. \
On en conclut que le sérum essayé a un pouvoir curatif contre une inoculation cent fois mortelle de streptocoque, et qu'il a encore une action manifeste retardatrice contre une inoculation mille fois mortelle. Un sérum antistreptococcique doit avoir cette activité-là pour être utilisé en thérapeutique.
On peut également doser le pouvoir préventif du sérum par les procédés indiqués pour le sérum antidiphtérique en employant les mêmes notations. On dira par exemple qu'un sérum antistreptococcique a un pouvoir immunisant de l/lOOOO^'ou I/o OOO*', ce dernier étant à la limite minima d'activité d'un sérum destiné aux malades.
Le sérum antistreptococcique de Marmorek a été employé en injections sous-cutanées de 10 à 20 centimètres cubes dans le traitement de l'érysipèle, de la septicémie puerpérale, etc. On l'a essayé également dans le traitement de la scarlatine.
Les résultats n'ont pas été brillants en médecine humaine» Faut-il donc penser que les résultats du laboratoire sont en
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désaccord avec ceux de la clinique? La question était grave. Plusieurs auteurs ont ckerché à Télucider. Résumons leurs travaux en quelques mots.
KoGH et Petruchskv n*ont pu donner l'érysipèle à Fhomme (cancéreux) en lui inoculant de fortes doses des cultures si actives du Streptocoque de Marmorek : ils n*ont pu, à l'aide de son sérum, empêcher la production sur l'homme d'érysipèles engendrés par des streptocoques non exaltés, mais provenant d'érysipéles. Petruchskv a même affirmé n'avoir pu préserver le lapin contre le Streptocoque de Marmorek avec le sérum de cet auteur, mettant ainsi en doute les expériences mêmes sur lesquelles reposent la méthode. Mery et Lorrain ont vu que ie sérum de Marmorek, injecté préventivement à des lapins, les rendait plus sensibles et non pas réfractaires à 6 échantillons sur 7 de streptocoques provenant de scarlatineux.
Je crois avoir donné la clef de ces divergences ^ J'ai commencé par montrer que, contrairement aux résultats de Pbtruchsky, le sérum de Marmorek, injecté au lapin k la dose de 1<^<^,5 immédiatement avant l'injection d'une forte dose de Streptocoque de Marmorek, immunise parfaitement l'animal et permet sa survie k l'infection. Mais, ayant opéré exactement de même, avec des doses semblables de sérum provenant des mêmes flacons, je n'ai pu préserver le lapin contre l'inoculation d'une dose relativement faible d'un streptocoque peu virulent, provetiant directemetU d'un érysipèle de Vkomme, Les lapins immunisés sont même morts avant les témoins. Voici mes conclusions ; « Le sérum de Marmorek échoue donc, non seulement sur l'homme, mais aussi sur le lapin, contre te Streptocoque de V érysipèle; bien qu'il puisse immuniser le lapin contre le Streptocoque de Marmorek, Ces deux microbes sont deux espèces distinctes. Il est indiqué de reprendre la question du sérum antistreplococcique en partant d'un streptocoque de l'érjsipèle et peut être sans chercher à l'exalter outre mesure pour le lapin. »
* J. CouRHONT. Le sérum de Marmorek n immunise pas de lapin contre le streptocoque de l' érysipèle. Soc. de Biologie, 13 mars, 24 juillet. 11 décembre 4897; 29 janvier. 15 mars, 25 juin 1898. Congrès de Montpellier 1898. Dessk Thèse de Lyon 1897>98.
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Le sérum de Marmorek est efficace contre Vanasarque du ckevaL
Le Streptocoque de Marmorek n'est pas un streptocoque pyogène. Il suffit d'observer ses effets sur le lapin. Le Streptocoque de VérysipèlCy Inoculé À différentes doses et par différentes voies, fait à coup sûr : Térysipèle de l'oreille, des péritonites et péricardites à. fausses membranes, etc., ou une septicémie; jamais d'épan« chement sanguinolent dans le péritoine et le péricarde. Au contraire, le Streptocoque de Marmorek (117 animaux) fait: congestion généralisée, grosse rate, épanchement sanguinolent dans le péritoine et le péricarde. Atténué au point de ne tuer le cobaye qu'en 10 jours à 1/4 de centimètre cube, il n'a jamais pu faire les lésions classiques ; en particulier, la production de l'érysipèle est impossible..
2^ Autres sérums antistreptoooooiques. — Roger (1894) avait le premier obtenu et essayé sur l'homme un sérum antistreptococcique.
Denys. Leclbp, Marchand et Mbnns (1896) ont obtenu un sérum avec des streptocoques pyogènes. Van de Velde (1897) a montré que le cheval immunisé avec un Streptocoque pyogène humain donne un sérum immunisant contre cet échantillon, et non immunisant contre 20 autres échantillons. 11 a proposé un sérum polyvalent, c'est-à-dire le sérum d'un cheval immunisé avec plusieurs espèces de streptocoques
En 1897, j'ai immunisé Vdne en lui injectant progressivement des cultures virulentes de deux streptocoques d'érysipèle humain. Son sérum était nettement immunisant contre les deux streptocoques employés. Je l'ai alors essayé contre 11 streptocoques d'origine humaine : 7 ont été influencés par le sérum, 4 ne l'ont pas été ou plutôt ont été favorisés.
Tavel, Aronson (1902) ont également fabriqué des sérums. Celui d'ARONSON serait bactéricide et agglutinant (1/20); il guérirait facilement la souris.
Enfin, Marmorek (1902) vient d'annoncer un nouveau sérum provenant de chevaux immunisés avec sa nouvelle toxine (voy. p. 742). 11 serait antitoxique contre les toxines de tous les strepto-
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coques et immunisant contre tous les streptocoques humains, même celui de la scarlatine, mais non contre celui de la gourme.
3^ Conolusion. — 11 faut répéter pour le streptocoque ce que nous avons dit pour le Colibacille (p. 668), pour le V. cholé^ rique (p. 680) : l'espèce Streptocoque pyogène y même en se restreignant aux seuls streptocoques qui font de Férysipèle, est trop mal différenciée pour qu'on puisse obtenir un sérum efficace contre tous les streptocoques. Le sérum d'un immunisé n est efficace que contre les échantillons qui lui ont été injectés et quelques autres; il est sans action (ou peut-être fayorisant) Tis-àvis d'autres échantillons tout aussi authentiques. Le sérum antistreptocûccique n'a pas encore sa place en thérapeutique humaine.
§ O. — Sérums divers
Nous avons traité en quelques mots les autres sérums thérapeutiques ; nous y renvoyons le lecteur. Sérum antituberculeux ^ p. 497.
Sérum anticharbonneux , p. 560.
Sérum antigangreneux , p. 587.
Sérum anticolibacillairey p. 679.
Sérum anticholérique, p. 692.
Séi'um antipyocyanique, p. 714.
Sérum antipneumococdqiu!, p. 725.
Sérum antistaphylococcique p. 770.
Sérum antigonococcique, p. 778. Sérum antispirillaire, p. 806.
Sérum ant-iictéro'ide, p. 808.
QUATRIÈME PARTIE
La rage est une infection dont Vagent pathogène nom est encore inconnu. Toutefois, les procédés de diagnostic et de traitement de cette maladie sont trop importants à. connaître, son étude est trop féconde en applications à la bactériologie, pour que nous ne lui consacrions pas ici quelques pages.
§ 1. — Rage naturelle
La cause en est toujours la contagion soit par morsure, soit par léchement, soit par contact de salive virulente avec une plaie ou une musqueuse délicate. Les morsures à la face et aux mains sont les plus dangereuses.
La période à* incubation est très variable, mais toujours longue : quarante jours en moyenne chez Thomme et chez le chien.
1° Chez V homme y il est classique de décrire deux formes : l'^ forme furieuse, 2^ forme paralytique d'emblée.
Dans la forme furieuse, il peut exister quelques prodromes : troubles intellectuels, hypéresthésie sensorielle.
A la période d'excitation, le symptôme le plus constant est le spasme hydrophobique: le contact, la vue, le simple bruit d'un liquide sont l'occasion de crises de constriction pharyngée avec angoisse précordiale et tendance aux arrêts respiratoires ; l'ingestion des aliments solides ne peut se faire qu'au prix des
mêmes difBcultés. Des accès de fureur, analogues à ceux de la manie aiguë, rarement avec tendance & mordre, obligent d'isoler et parfois d'attacher le malade. Très fréquents sont les troubles intellectuels et sensitivo-sensoriels, en particulier les hal< lucinations.
A la période paralytique, on observe de la faiblesse, puis de rimpotence, d*un ou plusieurs membres, de la mjdriase, de la salivation, de la glycosurie ; le pouls est rapide et intermittent, la température centrale atteint 40^. Le malade meurt dans le coma.
Dans la forme paralytique (GamaleIa), ce deuxième groupe de symptômes s'observerait d'emblée en l'absence de fureur.
Paviot et LesueurS décrivent quatre formes de rage humaine : cérébrale, médullaire, cérébelleuse, sympathique. Voyez page 863, les lésions, décrites par ces auteurs, qui correspondent aux symptômes de ces différentes formes.
La durée moyenne de la maladie est de quatre jours. Le pronostic est fatal.
29 Chez le chten^ les vétérinaires admettent deux formes : furieuse et paralytique. Dans la première : début par des modiûcations du caractère ; puis : fugues, aboiement rauque, prolongé, non motivé ; prurit, priapisme, dysphagie, accès de fureur pendant lesquels Tanimal aval» des corps étrangers ; à la fin, paralysie du train postérieur, puis des quatres membres, dyspnée et asphyxie terminale.
Dans l'autre forme, l'animal ne peut aboyer ni mordre, la paralysie débutant ordinairement par la tête : c'est la rage muCi muette ou tranquille.
Durée : trois à huit jours.
2^ Chez le chat, la rage est presque toujours furieuse, mais l'animal se cache, et ne mord guère que si on l'approche.
4<' La forme furieuse est également la plus fréquente chez le cheval et chez les ruminants.
* J. Paviot et Ch. Lesieur, Eludes cliniques et anatomiques sur trois cas de rage humaine. Journ. de Physiol. et Pathol. gén. 1002; 677-693.
RAGE EXPERIMENTALE
Tous les mammifères sont sensibles à la rage. 5® Il y a aussi des cas de rage des oiseaux,
§ 2. — Rage expérimentale
Tout ce que l'on sayait, avant Pasteur, sur la pathogénie de la rage, c'est que le virus était probablement de nature solide, puisqu'il ne traversait pas les filtres de plâtre (P. Bert, Nocard), qu'il suivait de préférence la voie nerveuse dans l'organisme (DuBOuÉ, de Pau) et que le lapin était Tanimal de choix pour son étude (Galtier).
En i88i, Pasteur démontra scientifiquement que le virus rabique siège surtout dans les centres nerveux, et que la meilleure manière de le transmettre sûrement est l'inoculation à la surface du cerveau par trépanation. En 1885, il fit connaître le moyen de transformer le « virus de la rage des rues », à incubation variable, en un « virus fixe », à incubation constante de sept jours, par des passages répétés de lapin à lapin.
La rage du lapin inoculé avec du virus fixe, frais, offre une évolution remarquablement constante, à condition que l'inoculation soit pratiquée sous les méninges, dans le cerveau, ou même dans la chambre antérieure de Tœil (la voie sous-cutanée est souvent infidèle). Elle est toujours paralytique d'emblée, et l'animal peut-être manié sans danger.
Le début des sympt<)mes a lieu entre le sixième et le septième jour, par de la parésie du train postérieur : le lapin, soulevé de terre et brusquement rel&ché, ne retombe pas d'aplomb sur ses pattes ; en outre, il est abattu, ne mange pas. Vers le dixième jour, il est paraplégique, étendu sur le fianc, présente de la dyspnée, de la salivation, du mâchonnement, des mouvements fibrillaires. 11 meurt le douzième jour en asphyxie, et dans un état parculier de rigidité cadavérique.
Le cobaye est un animal plus économique pour le diagnostic de la rage des rues. On se contente, d'ordinaire, de Tinoculer dans les muscles de la nuque. La période d'excitation est généralement très marquée, la période paralytique très courte ; la durée, de quinze â vingt jours.
L'inoculation expérimentale au chien est souvent négative sous la peau, â moins de lacérations préalables des trajets nerveux. 11 est plus sûr de choisir la voie intra-crânienne ou mieux oculaire. Dans ces conditions, le virus Gxe donne au chien une rage tranquille, qui le tue en douze à quinze jours.
Par ces méthodes expérimentales, on a déterminé la virulence des organes. On a décelé le virus dans la salive, dans les glandes salivaires, dans le système nerveux central tout entier, dans les troncs nerveux périphériques et le liquide céphalo-rachidien. Règle générale, et malgré quelques inoculalations positives de lait de rabique, le virus est absent des autres humeurs et des autres tissus de l'organisme, sang, muscles, viscères, etc. : même la bile exerce sur lui une action empêchante (Fraszius, Vallêk, etc.).
C'est seulement lorsque les symptômes bulbaires ont éclaté que la virulence est étendue à tous les centres nerveux. Par contre, la salive serait contagieuse plusieurs jours avant l'éclosion des symptômes chez le chien (Nogard et Koux).
§ 3. — Diagnostic de la rage
Les vétérinaires font le diagnostic de la rage, le plus souvent, d'après les résultats de Vautopsie (corps étrangers de Testomac, congestions viscérales, lysses), ce qui est tout à fait insuffisant. L'examen clinique, lorsqu'il est possible, est préférable, mais, presque toujours, c'est un diagnostic post mortem qui est demandé.
Scientifiquement, le procédé de choix est Vinoculation d'un fragment de bulbe dans le cerveau ou dans l'œil d'un lapin, ou dans les muscles de la nuque d'un cobaye. (11 est prudent de faire séjourner vingt-quatre à quarante-huit heures le bulbe suspect dans la glycérine stérilisée, pour se mettre à l'abri des germes de septicémie, et d'inoculer deux animaux, par crainte d'une mort accidentelle.) L'inconvénient de cette méthode, c'est qu'elle ne renseigne pas en moins de quinze à vingt joui*s, et qu'on ne peut attendre sa réponse pour commencer le traitement des per^
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sonnes mordues. Aussi, a-t-on cherché des procédés plus rapides de diagnostic.
On a conseillé récemment ïeœamen hisiologique du bulbe, des ganglions nerveux, etc. 11 existerait des amas de cellules néoformées autour des cellules bulbaires (nodules rabiques de Babès), autour des cellules des ganglions spinaux et des ganglions noueux du vague (tubercules rabiques de van Gehuchten). Plusieurs auteurs ont contesté la précocité, la constance ou la spécificité de ces lésions. Guillb et Vallée (1902) concluent qu'il en est du diagnostic histologîque de la rage, comme du diagnostic nécropsique. S'il est positif (ce qui est la règle dans les deux cas), on peut affirmer la rage ; s'il est négatif (ce qui est fréquent, si le chien est sacrifié), on ne peut rejeter la rage.
Paviot et Lesieur (1901), dans leui's cas humains, ont rencontré des emboles de polynucléaires tout à fait spéciaux dans les capillaires des ganglions spinaux et sympathiques, et dans tout le système nerveux central.
Ce dernier fait s'accorde bien avec les résultats de l'examen du sang, signalé par J. Courmont et Lesieur ^ Ces auteurs ont vu constamment, dans de nombreux cas de rage humaine ou animale, expérimentale ou naturelle, une polynucléose du sang de plus en plus marquée, h partir des premiers symptômes jusqu'à la mort.
Voici leur conclusion : 1^ pendant l'incubation, l'étude de la leucocytose ne peut servir à dépister la rage ; 2^ la recherche de la leucocytose totale n'est utile à aucune période ; 3^ dès l'appnrition des symptômes nerveux, il y a toujours polynucléose ; 4" la recherche de la polynucléose dans le suc pulmonaire est possible dans les six heures qui suivent la moH; 5" l'absence de polynucléose peut faire écarter le diagnostic de rage ; sa présence (connue dans d'autres affections) ne peut l'imposer. Tatuiis que le suc pulmonaire du chien normal contient environ 53 p. 100 de polynucléaires, celui du chien' enragé en contient 90 p. 100.
* J. CoL'RnoNT et LESiErH, La polynucléo»e de la rage, Journ.de Physiol. et Pathol. gén. 19U1. 6'J9-61I;
La recherche de la glycosurie par la phénylhydrazine et le microscope serait aussi, lorsqu'elle est positive, un renseignement très utile au diagnostic, avant ou après la mort (Rabieaux et E. Nicolas),
§ 4. — Immunisation antirabique
Avant Pasteur, les seules expériences positives d'immunisation antirabique étaient celles de Galtirr (de Lyon), dans lesquelles l'injection intraveineuse de salive virulente rendait le mouton réfractaire k la rage.
C'est en 1880 que Pastrur entreprit ses recherches sur ce sujet, avec la collaboration de Chambkrland, Houx et Thdil- UER. Ses découvertes, de 1881 à 1886, furent communiquées, pour la plupart, à ÏAcadémie des ScienceSf et sont réunies dans la thèse de Suzor (Paris, 1887).
En 1884, il annonça qu'il était parvenu k rendre des chiens réfractaires à la rage, en leur injectant des virus d'activité croissante, dont il obtenait l'atténuation plus ou moins grande au moyen de passages successifs par l'organisme du singe.
Sur sa demande, ces faits furent soumis à l'examen d'une commission nommée par le ministre de rinstruction publique. Des chiens, traités par la nouvelle méthode, reçurent par trépanation du virus des rues, ou bien furent mordus par un chien enragé, en même temps que des témoins. Ces expériences eurent un plein succès ; il en fut de même quand 1 Immunisation avait suivi la contamination, au lieu de la précéder.
Jusque-là, le procédé était long et compliqué. Pasteur le simplifia pour le rendre pratique. En 1885, il fit connaître le mode de préparation du virus fixe par des passages de lapin à lapin, et Tatténuation facile et progressive de ce virus par h dessiccation : une moelle rabiquc, desséchée pendant sept jours d'après ses indications, perd sa virulence tout en conservant un j certain pouvoir vaccinant. .
Dès lors, la méthode définitive était créée : elle repose sur i. VinQCulation progressive d'un virus dont Vincubation est aussi courte que possible, c'est-à-dire d'un virus capable de gagner n
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très rapidement les centres nerveux et de les yacciner avant leur imprégnation par le virus des rues reçu par morsure. *
D'autres procédés d'immunisation antirabique ont vu le jour depuis les travaux de Pasteur; aucun n'a été le principe d'aplications pratiques aussi générales : méthodes des dilutions virulentes (Bogyés), des dilutions stérilisées par le suc gastrique (Tizzoni et Centaxni], sérothérapie (Basés, Tizzoni et Gbmtanmi, Rodbt et Gala vielle, ÀRLOiNcet Lesieur), injections de virus conservé en glycérine (Rodet et Galavielle), injections intra veineuses (Krasmitski).
§ S. — Traitement pastorien
X^ Historique. — Au mois de juillet 1885, alors que les découvertes de Pasteur sur l'immunisation des chiens commençaient à se vulgariser, on présenta à son laboratoire un jeune alsacien, Joseph Meister, porteur de morsures nombreuses et profondes faites par un chien enragé. Vulpian et Grancher, considérant l'enfant comme voué presque fatalement à prendre la rage, on appliqua, en leur présence, le nouveau traitement : on fit, en dix jours, 13 inoculations, y compris celle du virus le plus actif, et l'enfant ne devint pas enragé.
Au mois d'octobre suivant, le même traitement fut appliqué, avec le même succès, & un jeune berger du Jura, Jean-Baptiste Jupiile, plus cruellement mordu encore. En février 1886, la statistique portait déjà sur 350 mordus ; elle en comptait 2490 en octobre !
A la suite d'insuccès sur des Russes mordus & la tête par des loups, Pasteur fut conduit & instituer, pour les cas graves, un traitement intensif, plus actif et plus rapide. Les modifications ultérieures apportées à la méthode ne portent que sur des points de détail : ainsi, au lieu de donner, à la fin, les moelles de 2 et de 1 jours, on répète, par séries, les inoculations de moelles de 5, 4 et 3 jours, destinées & renforcer l'immunité
La vulgarisation des résultats obtenus amena la création de\^ ïlnstilut Pasteur de Paris. Des Instituts analogues ne tardèrent /\ pas à s'élever à l'étranger, surtout en Russie et en Italie. Celui PRÉCIS DE bactériologie 2« édlt. 55
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de Tunis date de 1894. En France, Lille, Marseille, Montpellier, Lyon, Bordeaux, sont dotés d'établissements analogues. Le ser- Tice antirabique de VInstitut bactériologique de Lyon et du Sud- Est fonctionne depuis le 2 janvier 1000.
2"^ Installation minima. — Une station antirabique peut être installée très simplement. Quelques pièces suffisent :
a) Le logement des lapins, maintenu autant que possible à la température de 15® et où les animaux inoculés sont placés, deux par deux, dans des cages en fil de fer.
b) Une pièce pour l'inoculation des lapins ;
c) Une salle aseptique pour Tablation des moelles : on y pénètre le moins possible, on n'j fait aucune poussière ;
d) Une seconde salle aseptique pour la trituration des moelles yaccinantes : les mêmes précautions y sont observées ;
e) Une chambre-étuve obscure maintenue à -|- 22^ à l'aide d'un régulateur, pour la dessiccation des moelles.
/) Une pièce pour le nettoyage et la stérilisation de la verrerie et des instruments, avec four Pasteur, autoclave Ghamberland, marmite d'eau boratée, etc ;
g) Une salle d'attente:
h) Une salle d'inoculation pour les personnes traitées.
8® Inoculation des lapina. — On emploie de préférence des lapins de 6 mois environ, pesant 3 kilos et mesurant 30 centimètres en moyenne.
Tous les jours, à la même heure, on inocule deux de ces animaux, destinés k assurer, 12 jours plus tard, l-inoculation de nouveaux lapins (cerveau et bulle) et l'immunisation des personnes mordues (moelle épinière). Le plus souvent, une seule moelle suffira ; mais pour prévoir le cas de mort accidentelle, on inocule deux animaux.
On se sert, pour cela, de la masse encéphalique du lapin autopsié la veille, conservé en glycérine neutre à 30® Baume. On en broie, dans un mortier stérilisé, un fragment, gros comme un pois, dans 3 centimètres cubes environ de bouillon de bœuf salé, de façon à obtenir une émulsion homogène, dont on ino-
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cule 2 gouttes, & Taide d'une seringue de Pravaz, dans la substance des circouYolutions frontales d'un lapin, préalablement fixé, rasé, lavé au sublimé et trépané : la couronne de trépan, de 5 millimètres de diamètre, doit porter un peu en dehors de la ligne médiane et en arrière de l'orbite. Puis, on suture.
6 à 7 jours plus tard, l'animal aura de la parésie du train postérieur : il sera paraplégique le 10° jour et mourra le 12°. La moelle sera enlevée le plus tôt possible.
Chaque lapin inoculé est désigné par deux lettres (By, par exemple) et inscrit sur un registre spécial, où l'on note soigneusement la date de la paralysie et de la mort, de l'ablation de la moelle et de la réinoculation du cerveau, etc., avec le numéro du passage : nous employons à Lyon, k l'heure actuelle (15 août 1902), le même virus que Pasteur en 1883, mais ayant passé 6Î8 fois par le lapin.
4P Prise de la moelle. — Une par jour suflit le plus souvent. On étend le lapin sur le ventre, dans un plateau métallique. Les poils de la région dorsale étant lavés au sublimé, on incise et on écarte la peau, depuis le nez jusqu'à la queue, et l'on détache aux ciseaux les muscles du crAnc et de la colonne vertébrale.
Saisissant le nez avec un davier de Farabeuf, on le fixe solidement de la main gauche, pendant que, de la droite, avec une pince de Liston, on fait sauter les apophyses épineuses et la calotte crânienne; puis on coupe une à une les lames vertébrales, alternativement à droite et à gauche, le plus près possible des corps vertébraux, sans endommager la moelle.
Celle-ci, mise à nu, est coupée au-dessus de la queue de cheval, séparée des racines rachidiennes et partagée en trois tronçons, correspondant aux régions cervicale, dorsale et lombaire. Ceux-ci sont suspendus, a l'aide d'une petite pince serre-fine et d'un 111 aseptique, chacun dans un flacon dessiccaleur, stérilisé et étiqueté.
50 Dessiocation de la moelle. -— On emploie des sortes de flacons de Mariotte, de un litre et demi de capacité, et munis de
deux tubulures : l'inférieure, horizontale, sert à introduire des fragments de potasse caustique d'environ 200 grammes); la supérieure, verticale, sert à suspendre la moelle ; toutes deux sont bouchées au coton (fig. 37 1).
La potasse a pour but de dessécher Tair dans les flacons : la même dose peut servir deux fois. Le tout est porté dans la chambreétuve k + 22<>. Chaque jour, à partir du 3* et jusqu'au 14®, on pourra couper, à des moelles plus ou moins desséchées, la longueur nécessaire au traitement des personnes mordues.
L'encéphale du lapin dont on a pris la moelle est conservé au frais dans la glycérine stérilisée, tant que l'on en a besoin pour inoculer d'autres animaux. Le reste du cadavre est immédiatement porté au four crématoire.
Fif?. 372.
Flacon à dessiccation
dcf moelles.
6'* Essai des moelles. — Il est. bon, au bout de 24 heures de dessiccation, d'ensemencer en bouillon une parcelle de moelle de chaque flacon et de rejeter tous les tronçons qui, à l'étuve, troublent le bouillon en 24 heures.
1^ Oonserration en glycérine. — Dans beaucoup d'Instituts, on se sert directement des moelles suspendues dans les flacons à potasse.
Galmette, remarquant que la glycérine, neutre à 30<^ Baume, conserve pendant un mois, en la fixant, la virulence rabiquc des centres nerveux, conseilla de couper chaque jour, à partir du troisième et jusqu'au quatorzième, un fragment de chaque moelle en voie de dessiccation, et de Tiramerger en glycérine dans des récipients stérilisés et placés au frais. On a ainsi, sous la main, une provision de moelles fixéch à un degré connu de dessiccation et de virulence. Ce procédé est très économique : il permet de passer un jour sans pratiquer d'ablation de moelle ou d'inoculations. 11 est également recommandé par UooBT, et nous l'avons toujours employé à l'Institut de Lyon.
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(fig. 373) chaque fragment ainsi conservé : en biffant les chiffre
correspondant aux fragments épuisés, on connaît exactement, au moment de l'emploi, la provision dont on dispose.
S^ Préparation des vaccins. — Chaque jour, au moment de l'emploi, les moelles dont on a besoin, depuis celle du quatorzième jour jusqu'à celle du troisième, sont broyées dans un mortier stérilisé, à raison de 5 millimètres environ pour 4 centimètres cubes de bouillon salé par personne. L'émulsion doit être homogène. On la place dans un verre à pied stérilisé couvert de papier filtré et soigneusement étiqueté (fig. 374).
9^ Inoculation de l'homme. — On se sert d'une seringue
de verre à piston d'amiante, de 3 centimètres cubes, et d'une
canule de platine iridiée que l'on flambe, et
/ if avec laquelle on perce le couvercle de papier
H filtré (fig. 374).
^ On appelle les malades par séries, faisant
I passer ensemble ceux qui reçoivent les moelles
CT7i •^. l''i^''J d^ même Age, et pour pouvoir, sans danger, se V^^^'ft^^^*«^1ftiiNliy servir de la même seringue, on commence par les émulsions les moins virulentes, pour terminer par celles de trois jours.
Les inoculations se font sous la peau des hjpochondres, lavée au sublimé. Suivant le siège de la morsure et le jour du traitement, le malade en reçoit tantôt une seule, tantôt deux à la fois, tantôt deux le matin et deux le soir, cela pendant dix-huit ou vingt et un jours le plus souvent, quinze ou vingt-quatre jours dans quelques cas.
Le traitement intensif s'applique aux morsures ou lèchements siégeant & la tête, ou aux morsures multiples ou profondes, ou aux contaminations datant de plus de dix jours. Il dure vingt et un ou vingt-quatre jours.
Nous ferons mieux comprendre la marche des inoculations en reproduisant une page des cahiers d'observation que nous remplissons chaque jour.
Fig. 374.
Verre contenant le vaccin pastorien au moment du puisage.
RENSEIGNEMENTS CLINIQUES
Som et prénoms : '...
Age et profession : ^
Domicile:
Date des morsures :
Nombre et Siège :
Etal :
Habits déchirés :
Cautérisation :
Animal mordeur :
A qui appartient^ ?
Qu*est-H devenu ? >
Avait 'il été mordu par un autre chien ?
Combien de temps avant sa maladie ?
A-t'il mordu d'autres personnes ?
A't'il mordu d'autres animaux ?
Symptômes présentés par l'animal :
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Les traités sont simplement soumis à un repos relatif. On leur recommande, en outre , de prendre quelques bains généraux, de n'avoir pas la taille serrée par une ceinture ou un corset, de ne porter au contact des piqdres aucun tissu irritant (flanelle par exemple).
±0^ Résultats. — Le traitement pasteurien n'a awune valeur eurative : il est inutile dés que les premiers symptômes ont apparu.
Par contre, il doit être appliqué toutes les fois qu'une effraction épidermique ou muqueuse a été souillée de salive ou de substance nerveuse d'animal enragé, ou pris de rage moins de huit jours plus tard, ou paraissant sérieusement suspect. Et cela, le plus tôt possible après la contamination, car le iuccès du traitement préventif est subordonné à sa précocité.
Les résultats sont excellents : 50000 personnes ont été traitées en dix ans, et les statistiques sont de plus en plus favorables à la méthode. On ne doit pas tenir compte, pour les établir, des personnes prises de rage moins de quinze jours après la dernière inoculation, temps nécessaire aux moelles vaccinantes pour agir efficacement sur les centres nerveux.
Dans ces conditions, les chiffres obtenus, variables suivant le siège des morsures, et suivant que la rage de l'animal était certaine ou suspecte, sont généralement comparables dans les différents Instituts.
A Paris, voici les chiffres publiés chaque année :
ANNÉES PERSONNES TRAITÉES MORTS MORTALITÉ P
A Lyon, nous avons inoculé 617 personnes en 1900, et 692 en 1902. Tous nos traités sont pourvus, au départ, d'une carte postale timbrée par laquelle ils nous informent, au bout de six semaines, des suites de leur traitement. La mortalité a été de 0,325 p. 100 pour la première année, et de 0,145 p. 100 pour la deuxième; moyenne : 0,23 p. 100 (Nicolas et Lesikur)*.
Or, avant la vaccination pasteurienne, la fréquence des morts après morsure était, dit-on, en moyenne de 16 p. 100 (Lkblanx) ! En admettant même que ce chiffre soit trop élevé, le traitement pastorien sauve chaque année des centaines de personnes.
Ajoutons que le traitement ne comporte aucun inconvénient sérieux, et absolument aucune contre-indication.
§ 6, — Autres traitements
La méthode pasteurienne est à peu près la seule employée. A peine subit-elle, suivant les Instituts, quelques modifications de détail. A Odessa, on emploie parfois des moelles d'un jour ; à Naples, on sépare par un jour de repos les dernières séries d'inoculations. On a tenté d'appliquer à l'homme d'autres procédés d'immunisation ; nous en dirons quelques mots.
±^ Méthode des dilutions virulentes. — A Budapesth, IIôGYÊs n'emploie pas la dessiccation : il injecte aux mordus pendant quatorze ou vingt jours, des dilutions progressivement croissantes, de 1/10 000 à 1/100, de cerveau rabique dans du sérum physiologique. Ses statistiques sont bonnes (mortalité : 0,37 p. 100).
* J. Nicolas et Ch. Lesieur, Le traitement antirabique dans la région lyonnaise (1900-1901), Journ. de Physiol. etPathoi. gén. 1902, 716-723.
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2<» Injections intraveineuses. — Galtier a montré (1881} qu'une inoculation de yirus actif dans les jugulaires suffit à rendre les herbivores réfractaires à la rage, et Roux et Nocard ont observé ce fait même après contamination. Mais les résultats sont inconstants dès qu'on s'adresse k d'autres espèces animales. Cependant à Kiew, Wvsokowicz aurait pratiqué des injections intra-^vasculaires de virus fixe chez l'homme, dans des cas très graves, et obtenu ainsi des résultats encourageants. (Krashitski).
8^ Sérothérapie. — Le sérum de mouton vacciné est employé en Roumanie par Barks concurremment avec la méthode classique. Tizzoni et Gentanmi recommandent le sérum pour les morsures à la face.
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