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Précis de microbie
Les ouvrages traitant des microbes et des maladies microbiennes commencent à devenir assez nombreux en France, et cependant il nous a paru qu'un Précis, du genre de celui-ci, avait sa place marquée parmi eux, et comblerait une lacune qui nous a souvent frappés au cours de nos études.
Plusieurs de ces ouvrages publiés en France ne sont que des traductions de livres étrangers, et ne réi)ondent qu'imparfaitement aux besoins du lecteur français; d'autre part, parmi les trop rares livres français, quel que soit d'ailleurs leur mérite, il n'en est pas un qui [misse être regardé comme un guide élémentaire, un manuel de laboraloire, initiant l'élève aux pratiques de la microbie, à sa tecbrii(pie, et à ses a[)plications à l'étude des maladies microbiennes.
C'est ce guide élémentaire et pratique que
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nous avons voulu faire, et que nous présentons au public médical et vétérinaire.
Nous espérons aussi que les médecins et vétérinaires qui voudraient acquérir les notions aujourd'hui indispensables sur ces matières, sans s'astreindre à la longue pratique d'un laboratoire, trouveront dans notre Précis un exposé sommaire suffisant de ces notions.
Notre ouvrage se divise naturellement en deux parties : la première traite de la technique générale; la seconde est la technique appUquée, l'étude spéciale des diverses maladies microbiennes.
Un mot de chacune de ces parties, des tendances et du but dé notre Précis dans chacune d'elles.
C'est en France qu'est née la microbie, car c'est à M, Pasteur qu'elle doit son existence: c'est en France aussi qu'elle a trouvé son expression la plus complète et la plus achevée dans les travaux de cet illustre savant et de ses élèves; les Annales de l'Institut Pasteur sont le vivant témoignage qu'aujourd'hui encore notre école tient bien haut le drapeau de cette science éminemment française. Et cependant dans quels traités français ou étrangers la technique de l'école française se trouve-t-elle indiquée et exposée?
Que les ouvrages allemands passent sous silence les méthodes françaises et n'exposent
PRÉFACE
que leri procédés allemands dont H. Ivdcli a été r initiateur, cola se conçoit assez; mais que dans les livres français la technique de l'école de Pasteur soit presque passée sous silence, ou considérée comme n'aj-ant plus qn"un intérêt historique, ou enfin exposée d'une façon incomplète ou dérisoire, cela no peut s'expliquer.
La technique française est toujours viA'ante, et bien vivante; elle fait partie intégrante de la science microbique au même titre que la technique plus récente de Koch.
Loin de nous la pensée de nier que celle-ci ait fait faire un grand progrés à la microbie; mais enseigner la technique de Koch et elle seule, la présenter comme en tous points snflisante, c'est commettre une injustice, une inexactitude grave, c'est enfin n'enseigner sciemment qu'une partie de la vérité. Les cultures en milieu Uquiiie, i)our prendre un exemple frappant, ont-elles nKhité de tomber en dijsuétude, et est-ce à l'école de Koch que nous devons les procédés si essentiels des cultures dans le vide que ses (Héves sont si [)eu aptes à pratiquer?
Élèves d'un maître qui a gardé précieusement les traditions du laboratoire dt; l'i'Icohî Normale, nous avons cluircluj à allier dans ce livre la l(;chnifpie fran(;aise aux [)ror(''(ir's allemands, en élaguani de ccuix-ci tout ce (pi'ils
vm
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contiennent trop souvent de grossier et d'imparfait, en ne gardant que ce qui a constitué un véritable progrès; nous avons voulu faire en un mot dans ce Précis ce que nous faisons chaque jour au laboratoire.
Nous espérons qu'ainsi conçue et exposée, notre première partie trouvera un accueil favorable chez nos lecteurs.
La deuxième partie, c'est-à-dire l'étude spéciale de chaque maladie microbienne, se divise de la façon suivante :
Maladies communes à l'homme et aux animaux ;
Maladies spéciales aux animaux;
Maladies spéciales à l'homme.
Le lecteur ne rencontrera dans cette partie que de rares indications bibliographiques; il y trouvera au contraire, nous le croyons, tous les détails nécessaires à Tétude expérimentale et microbienne élémentaire de ces maladies. Nous espérons qu'en suivant notre exposé, en se conformant aux quelques indications pratiques qui y sont données, le lecteur pourra répéter facilement dans le laboratoire toute la série d'expériences et de manipulations qu'exige l'étude sommaire d'une maladie microbienne, et arrivera à la connaissance, élémentaire assurément, mais nette et précise de la maladie qu'il choisira pour élude.
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Nous n'avons passé en revue qu'un nombre très limité de maladies microbiennes; notre excuse est simple : ce précis n'est pas un exposé complet de la microbie, et seules les maladies dont la. preuve microbienne est absolument faite doivent y trouver place; seules aussi doivent s'y rencontrer celles qui peuvent être étudiées fructueusement, et à peu près complètement, dans le laboratoire, par l'élève.
Ainsi s'expliquent les nom])i'ouses lacunes de cette deuxième partie, lacunes, au reste, souvent plus apparentes que réelles.
Chaque jour voit éclore la découverte de miciobes pathogènes plus ou moins fantaisistes ou mal étudiés sur lesquels le silence ne tarde pas à se faire, et dont les lecteurs d'iui ouvrage élémentaire ne doivent avoir nul souci.
Les maladies microbiennes communes à l'homme et aux animaux, et les maladies exclusivement vétérinaires occupent dans ce Précis un ranj? beaucoup plus large que les maladies microbiennes exclusivement bumainfîs: c'(!st qu'en effet les premières se fuèti;iit mieux et plus complètement h Vrlnde de lal)oratoire que les secondes, la pnîuve expérimentale en étant toujours possible; peut-être aussi celte catégorie de maladies microbiennes nous est-oUc plus familière,
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ayant fait l'objet de préférence de nos études. Nous pensons d'ailleurs que le public médical ne nous saura pas mauvais gré d'avoir traité d'une façon plus détaillée ces maladies qu'il aura grand intérêt, croyons-nous, à connaître, même sommairement.
Un mot encore qui s'applique à tout ce Précis : nous avons pris comme règle absolue de ne parler que de ce que nous a"\dons pu étudier, répéter et contrôler nous-mêmes. Là oii force nous était d'énoncer le dire des auteurs sans avoir pu faire aucune expérience de vérification et de contrôle, nous avons eu soin de prévenir le lecteur.
Ce Précis a été conçu et exécuté à 1 "École d'Alfort, dans le laboratoire de notre cher maître M. Ed. Nocard, sous ses yeux, et tout ce qu'il peut contenir de bon, nous le lui devons certainement.
(Jiril nous permette de le remercier, et de lui donner publiquement ce témoignage de notre reconnaissance et de notre afïection.
Notre éditeur, M. G. Masson, a voulu faii'e de ce modeste Précis presqu'un Uvre de luxe où les ligures en couleur ont, pour la première fois, dans un volume de ce prix et de ce format, une large part. Ces ligures, ainsi d'ailleurs que toutes celles que renferme notre Précis, ont été dessinées sur nos préparations, h Alforf, avec
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le talent que le public médical et vétérinaire apprécie depuis longtemps, par notre ami M. Nicolet. Il n'est que juste de lui adresser ici nos remerciments.
Alfort, mars 1889.
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HISTORIQUE SOMMAIRE
dies (les fièvres aussi bien que les autres), phénomènes qui ne seront probablement jamais bien compris sans une connaissance intime de la doctrine des fermentations », écrivait le savant physicien anglais R. Boyle, à une époque déjà bien éloignée de nous (xvu" siècle). Cette prophétie de R. Boyle, il était réservé à M. Pasteur de la réaliser. Avant lui, on trouve éparsesçà et là dans la science, à la fin du xviii" siècle et au commencement du xix"^, quelques expériences qui soulevèrent un peu le voile obscur qui couvrait tous ces phénomènes mystérieux de la vie des infiniment petits : telles sont les expériences de Spallanzani (1765), de Gay-Lussac(1810), de Franz Schulze (1836). Cagniard Lalour et Schwann (1837) avaient même reconnu la nature animée de la levure qui produit la fermentation alcoolique, mais la doctrine de la générulion spontanée etladoctrine de Liebig (1839), qui voulait que la présence d'une matière animale ou végétale en putréfaction fût la condition nécessaire de toute fermentation, régnaient sans rivales dans la science. M. Pasteur ])ar des expériences désormais historiques renversa toutes ces théories. Il montra, d'une part, que la génération spontanée n'était qu'une fiction, résultant d'expériences inexactes; de l'autre, que les fermentations sont fonction de la vie cVêlrcs microscopiques auxquels il donna le nom de ferments. Il suffit de rappeler la série de ses beaux travaux sur les fermentations alcoolique, biUip-ique, acétique, sur la bière, sur les maladies du vin pour montrer le pas immense que la science, créée tout entière jiar lui, faisait en quelques années.
Ce n'est pas tout encore : le vù\o des infiniment petits dans la genèse des maladies, ce rôle que R. lioylc avait entrevu, M. Pasteur le démontrait bientôt dans ses Eludes sur la Maladie des vers à
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soie : la pébrine, la maladie des corpuscules ouvrait cette série qui chaque jour s'accroit de quelque nouvelle découverte.
En 1851, deux savants français, Rayer et Davaine, découvraient dans le sang des animaux morts du >ang de raie, de petites baguettes immobiles, aux- ([uelles ils ne paraissaient pas d'ailleurs attaciier ;i cette époque une importance quelconque. La |iublication du mémoire de M. Pasteur sur le ferment butyrique éclaira Davaine : il pensa que ces hagnettes, qu'il avait entrevues entSol avec Rayer, riaient la cause du Cliaroon, et ses dermères années l urent consacrées ;i la dénujnstration de ce fait, à la réfutation patiente et ingénieuse de toutes les critiques ([ue rencontra sa découverte. Le Charbon rst donc incontestablement la première maladie des animaux jiour hujuelle la démonstration de la nature microbienne ait été faite.
Quelques points, cependant, étaient restés obscurs ilans l'éliologie du Charbon, et Davaine était im- ])uissant h, les éclaii'cir. La découverte de la spore ciiarlionncuse par un savant allemand, 11. Koch, dont le nom devait dans la suite acquérir une si hauto illustration, leva tous les doutes et dissipa toutes les obscui'ilés.
Ciqiendant M. Pasteur continuait la série de ses déciuivcrtes, et, se donnant tout en lier à la rei'herche du n'ilc des microbes dans la genèse des maladies, ]M)bliail snc('essivcment avec ses élèves .loubert, Cliaiiiiter land. Houx, Tiiuillier, ses (■ludes sur le Cliarbon, \c Choléra des Poules, le Vibrion Septique, le liougid-du l'orc, la liage; en même lenqis il dotait la si'ienc(; microbiologiipie lie ses nu'- Ihoijrs si lu'i'cises de culture dans les milieux liquides, s(jit en iin^scuci;, soit ;i, rai)ri di- l'aii'-. mfm, mettant II' sceau à tousci's adtiiirai)b^s travaux, il nous donnait les vaccins du Cliarbon, du Ciioléra
des Poules, du Rouget, etc., en dernier lieu de la Rage, vaccin dont il faisait l'application à l'homme lui-même. En Allemagne R. Koch poursuivant ses travaux créait la méthode des cultures sur milieux solides, découvrait le l)acille du Choléra asiatique, celui de la Tuberculose, et se plaçait ainsi sans conteste à la tête des microbiologistes allemands.
\. Leurs formes; leur classifirMtion morphologique. — Les microbes (i) se présentent sous des formes très variées qui dépendent non seulement de l'espèce à laquelle ils appartiennent, mais aussi des habitats de toute nature dans lesquels ils évoluent. Leur aspect extérieur ne suffit pas à distinguer sûrement les espèces les unes des autres ; il ne peut donner qu'une j^rcsomplion ; la certitude ne résulte que de la concordance parfaite des renseignements tirés de la morphologie, de la réaction aux matières coloranles, des cultures et des inoculations expérimentales. 11 ne faut donc attacher à la forme des microbes qu'une importance relative. Il serait cependant très intéressant de connaître les aspects difîérents que peut revêtir un microbe au cours de son évolution; mais cette étude est à peine ébauchée, sauf pour un petit nombre d'espèces bien connues aujourd'hui.
Nous prendrons pour exemple la bactéridic charbonneuse. Les travaux de Koch et de Pasteur ont montré qu'elle accomplit son évolution complète en passant par deux formes spéciales : la forme sporulaii c ou initiale, puis la forme bdcillaire ou
). Microbe, bactérie, sont des iiiotr; synonymes ; microhe est lo mot français, bactérie le mot alleniaiid ; nous emploiei-ous doue le premier de |)réfOrence.
adulte; nous savons de même que dans les culUircs liquides elle évolue en prenant un aspect particulier, une forme intermédiaire, la l'orme filamenteuse.
Quelles que soient cependant la multiplicité et la variabilité de formes sous lesquelles se présentent les microorganisraes, ils peuvent toujours être ramenés à deux types extrêmes, le type rond et le type droit ; auxquels nous ajouterons un type intermédiaire, le type spiralé.
A rexoinple de Hueppe, nous diviserons donc les microbes en trois groupes, comprenant : le premier, les microbes à forme arrondie; le deuxième, les microbes à forme allongée; le troisième, les microbes à forme spiralée.
1" Microbes à forme arrondie. — Le contour des bactéries faisant partie de cette première catégorie est généralement rond; quelquefois cependant il est ovale. Les microbes qui affectent cette forme particulière sont connus sous le nom de " Coccus ».
La plupart des Coccus, à cause de leur extrême ténuité, sont qualifiés de >' Micrococcus par opposition il ceux qui sont d'un volume supérieur et que l'on désigne sous le nom de « Mnrj'ocor.cus ».
Les micrococcus reçoivent suivant leurs différents modes de groupement des noms spéciaux.
S'ils sont rangés sans aucun ordre visible on leur donne simplement b; nom (b; Micrococeus. Exem[)le : Microcucciis proili>jio^us.
S'ils sont réunis par deux, on les appelle ^ Tïiplococcus ».
Uéunis par quatre, ils juvimont le nom de Mi(M'ococcus <( en lélradcs ». Exemple : Micvocoerm Telraçienn^. Dans certains cas, les li'tvades peuvent se juxtaposi;r, il en résuKe alors une sorin de masse cMl)i(pic f[ualilii'e df " Harcine. •> i'^xi'mplf : Sarciiui. luira.
La réunion irrégulière de plusieurs micrococcus est connue sous le nom de « Zooglôes ». Celles-ci, à contours irréguliers, plus ou moins étendues, peuvent quelquefois être entourées d'une membrane d'enveloppe ; elles prennent alors le nom « d'Ascococciis •■K Exemple : Ascococcus Billrothii.
Les micrococcus peuvent se trouver places les uns au hout des autres. Il en résulte un véritable chapelet, ordinairement sinueux, plus ou moins long, quelquefois si long qu'il donne lieu à des enchevêtrements inextricables : on donne à ces microcoques ainsi disposés le nom de « Streplococcus », ou celui de « Torula ». Exemple : Streplococcus de la mammile contagieuse des vaches laitières.
Enfin les mici^ococcus peuvent être groupés les uns près des autres de manière à simuler une grappe de raisin, dont chaque grain serait représenté par un micrococcus. Dans ce cas, on les nomme « Slaphylococcus ». Exemple : Staphylococcus pyogenes aureus.
2° Microbes à forme allongée. — Les microbes rentrant dans cette deuxième catégorie prennent la forme d'un bâton, droit lorsqu'ils sont courts, s<nuci/.ï' lorsqu'ils sont longs : les premiers portent le nom de « bacilles »; les seconds celui de leptothrix ». Exemples : Bacillus sicbtilis; Leplothrix buccalis.
Le leplothrix est le plus généralement ondulé : il décrit alors des courbes capricieuses et d'une régularité véritablement géoméiriquo. Dans quelques cas, les leplothrix sont si longs, qu'en so repliant un grand nombre de fois sur eux-mêmes, ils forment des amas considérables rappelant les échcveaux de fil de Bretagne : telle est l'apparence que prend la baclérldie cliarbonncuse dans les cultures.
On donne le nom de « Cladothrix » aux microbes
ayant la forme droite, allongée, mais dont les articles se ramitient en fausse dichotomisation : tel est le microbe du farcin du bœuf.
Les bacilles, nettement limités par un profil rectiligne sont dits « droits ». Ils sont dits « en fuseau » lorsque leur partie centrale est plus ou moins renflée.
Certains liacilles, généralement courts, présentent dans leur milieu un point très réfringent qui n'a aucune affinité pour les matières colorantes, qui ne se colore pas, tandis qu'au contraire les extrémités du bacille se colorent fortement. A cette forme spéciale nous donnons le nom de << bacilles àespace clair »; qualification qui dépeint bien clairement dans le langage le caractère typique de ces microbes. Exemple : Bacilles à espace clair de notre Septicémie du lapin. Bacilles à espace clair du Cholëra des poules.
Quelques bacilles présentent un renfiement brusque, nettement arrondi, à une de leurs extrémités. Tels sontles bacilles que Nicolaïera observés dans le Tétanos.
D'autres afTeclent la forme d'une poire allongée : ce sont des « bacilles en ballant de cloche ». Exemple : liucilles du charbon symptomatique.
3° Microbes à forme spiraU'c. — Dans cette catégorie, on range ii's agents qui prennent la foinic d'un arc de cercle ou d'une spire. On les connaît sous les noms de « bacilles -vinjules, lioiiimabaciiles, spirilles ».
Dans cerlîiins cas, et vus au microscope, ces microbes peuvent paraître dioits, bien que réellement ils soient incurvés, (le fait est dù simplement à ce qu'ils se présentent dans le cliainp microscopique suivant un plan perpendiculaire à leur rayon de courbure.
CLASSIFICATION MORPHOLOGIQUE DES MICROBES
Micrococcus.
Diplococcus.
Micrococcus en Tétrades.
— en Sarcines.
— en Zooglée.s.
Ascococcus.
Stuphylococcus.
StreptocOL-cus ou Torula.
Bacilles droits.
— à espace clair.
— en fuseau.
— en lanterne.
— eu hattant de cloche.
Leptothrix.
Cladotlirix.
Bacilles Virgule.
Kornnia bacilles.
Spirilles.
2. Slntcture des microbes. — Les microbes adultes sont formés d'une cellule, protégée à la périphérie par une membrane d'enveloppe : la première contient un véritable proloplasma incolore, réfringent, ([uelquefois granuleux, formé d'une substance albuminoïde à laquelle Nencki a donné le nom de mycoproléinc ; la seconde résulte fort probablement de la condensation des couches périphériques du protoplasma de la cellule. Elle apparaît au microscope sous forme d'une ligne fine, légèrement grisâtre, formant aussi un contraste frappant avec le protoplasma intérieur qui apparaît nettement réfringent. Mais, pour la plupart des microbes, cette distinction ne peut être établie que si on les examine sans coloration. Leur affinité pour les dérivés basiques colorants d'aniline est en efi'et si grande et la jinissance tinctoriale de CCS couleurs est si prononcée, que l'on ne peut plus distingu;^' l'enveloppe de la cellule sur les microbes colorés. Pour ([uelqucs-uns cepen-
t° Forme arrondie.. ■
2° Forme allonnée. ^ 3» Forme spirale'e... i
STRl'CTURE DES MICROBES.
diuit, celte distinction est possible, si on a soin d'employer pour les colorer des procédés spéciaux. C'est ainsi que dans les pri'parations colorées de lincumococcus, on voit parfaitement sur certains d'entre eux la membrane d'enveloppe ou capsule faiblement colorée, tandis qu'au contraire le contenu de la cellule est très fortement teinté.
Les cellules ne contiennent jamais de noyaux. C'est là un caractère d'une grande importance et qui les distingue nettement de la plupart des cellules organiques.
Elles ne contiennent non plus jamais de chlorophylle : ce n'est qu'à de très rares exceptions prés qu'on rencontre dans leur intérieur cette substance verte, si commune dans les cellules végétales.
Le proloplasma qui les forme (>sL d'une grande résistance à tel point qu'il résiste à l'action dissolvante des bases et des acides qui attaquent les cellules animales.
L'iode colore le protoplasraa en jaune : réaction chimique qui nous montre que le contenu cellulaire ne renferme pas d'amidon.
'.]. Munrrmp.iil f/cs microbes. — Parmi les microbes les uns sont immobiles, tandis que les uuti'essont susceptibles de si; mouvoir quebiue peu dans les diPTérents milieux liquides qui les contiennent.
Pour se rendre un compte exact de c(;s mouvclîients, il ini|Kirte d'aiiord de ne jjas confondre lo mouvenn^ut iirinvnien ipii les agile tous, à la façon d'une jioussiéi'e ([iielcon((ue, d'une niolé'cnie inorgani([ne, avec le mouvcineiit priqiri', pi-rinettant aux agents ([ui eu sont doui's de se déplacer a leur guise dans li' milieu qu'ils habitent et ([ui^lquefois même de résister dans une cei'tii.im' mrsuti' au mouvement moléculaire.
Il est donc nécessaire de distinguer ces deux
mouvements qui diffèrent essentiellement l'un de l'autre : c'est là d'ailleurs une étude très simple à faire.
Pour bien obsei^ver le mouvement brownien ou moléculaire, il suffit d'examiner au microscope (Verick : oculaire 1, objectif 4) une goutte de sang charbonneux, sans coloration. La mise au point une fois faite, on verra les globules sanguins, empilés les uns sur les autres à la façon de piles de monnaies, former de véritables Ilots plus ou moins considérables et nager dans un liquide qui n'est autre chose que le sérum du sang; mais on remarquera bien que la direction du mouvement de ces globules se fait dans le même sens que celui du sérum lui-même : ce fait indique donc bien que ces globules sont simplement entraînés dans le courant du sérum, tout comme une barque abandonuée, n'ayant par elle-même aucun mouvement intrinsèque, est entraînée par le courant de l'eau qui la supporte. De même, cuire ces îlots, formés par l'agglomération des globules sanguins, on verra les bactéridies, représentées par des bâtonnets courts, droits, réfringents, opposés souvent deux il deux par un de leurs pôles, suivre exactement la même marche que les globules : elles sont, elles aussi, entraînées dans le courant du sérum. Si l'on attend que le sérum soit emprisonné dans la coagulation périphérique du sang contenu sous la lamelle, on verra alors le courant, si rapide auparavant, se ralentir de plus en plus et finir par cesser complètement : à ce moment les ilols globulaires sont immobiles ainsi que les bactéridies, que l'on voit alors entassées les unes sur les autres près des bords des îlots.
Examinons maintenant, et de la même façon que nous venons de le faire, c'est-à-dire sans coloration et à un ])ctit grossissement , une goutte de
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sang provcnanl d'un sujot mort de la sopUccmie de Pasteur, depuis quelques heures déjà.
Nous verrons les glo tuiles sanguins entraînés dans le courant du sérum; puis de longs filaments réfringents, ondulés, mais dont les courbes d'ondulation varient à chaque instant.
Aussitôt que le courant du sérum aura cessé, nous verrons ces longs filaments, qui ne sont autre chose que des vibrions septiques, se mouvoir au milieu des globules immobiles à la manière des serpents : tout en écartant les gloiniles sanguins pour se livrer passage, ils décrivent soit un grand cercle, et prennent dans ce cas la forme d'un arc, soit des lignes sinueuses : ils sont alors ondulés.
Les mouvements amiboides de certains microbes semblent dus à des cils, à de véritables flagellums qui seraient constitués par des prolongements filiformes du proloplasma cellulaire ou de la membrane d'enveloppe. Ces mouvements sont variables suivant les espèces ((ue l'on examine.
Certains microbes, notamment ceux qui se rattachent au genre leptothrix, décrivent de véritables courbes géométriques, (|ui s'opposent souvent les unes aux autres et pro(Uiisent ainsi l'effet d'une v(Mitablo reptation. Au contraire, d'autres, et ce sont les plus nombreux, senililont s'agiter autour d'un ax(! centrai et donnent ainsi liiui à des oscillations variées : ce mode de déplacement restreint se rencontre surtout chez les microbes affectant la forme l)acillaire.
Ces mouvements, quels r|u'ils soient d'ailleurs, ne [leuvent avoir lii'ii qifii (•citaines condilinns ambiantes indisfiensaliles. I*(uir qu'il en soit ainsi, il faut f|ue les microbes se trouvent placés dans un milieu lif[uidc, exposé ;i une tmii pi'ial ure voisine de celle du corps (37").
Les mouvements seront d'autant plus accentués que le milieu sera moins visqueux ; c'est pourquoi l'agitation cesse au bout d'un certain temps sur les préparations non lutées dans lesquelles, par suite de l'évaporittion, la partie liquide finit par disparaître. Cette condition de milieu nous parait plus indispensable que celle de température; cependant, lorsqu'on aura à faire un pareil examen, il sera bon de se servir d"un microscope à platine chauffante.
4. Modes de reproduction des microbcx. — Sur ce point, la microbiologie est encore peu avancée; aussi traiterons-nous cette question le plus simplement possible.
Jusqu'ici on peut dire que les microbes se reproduisent suivant deux modes distincts , les uns par scissiparité, les autres par sporulation; ou, suivant la terminologie de de Bary, la reproduction se fait par arthrosporulation pour les premiers, et par enclosporidation pour les seconds.
La reproduction par scissiparité parait èlre le mode exclusif que l'on observe chez les germes affectant la forme de coccus, tandis que la sporulation fait partie du cycle des microbes filiformes, c'est-à-dire de ceux classés dans la forme allongée : bacilles, leptothrix, etc.
La reproduction par scissiparité s'effectue de la façon suivante : le micrococcus de rond qu'il était prend une forme ovale, sa partie moyenne se rétrécit et finalement donne naissance par segmentation à deux cellules filles qui ne tardent pas à prendre la forme arrondie de la cellule-mère. Si le micrococcus primitif est isolé des autres il donne ainsi naissance à un diplococcus; si au contraire plusieurs micrococcus sont les uns près des autres, il en résulte une zooglée.
Si la scissiparité se fait dans une seule direction
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rectiligne, les cellules filles se trouvent les unes au bout des autres et forment ainsi un véi'itable chapelet désigué,nou3 l'avons déjà dit, sous le nom de streptococcus ou de torula.
Si la scissiparité s^etTectue suivant deux directions distinctes, perpendiculaires l'une à l'autre, il en résulte une disposition des cellules lilles en tétrades.
Si la segmen talion s'efTeclue en plusieurs sens différents, et sans aucun système géométrique ([uelconque, elle donne naissance à une réunion diffuse de cellules lilles, connue sous le nom de slapiiylococcus.
Mais il faut bien remarquer que chacun de ces différents modes de reproduction par segmentation est toujours le môme pour une espèce donnée ; c'est ainsi qu'un streptococcus donnera toujours naissance à des streptococcus; qu'un germe en tétrades reproduira toujours des tétrades qui, par leur agglomération, simuleront parfois une zooglée; mais, avec un peu d'attention, il sera facile de voir que cette « fausse zooglée » est constituée par l'union de plusieurs tétrades.
La repioduction par sporulation est un mode de génération fil us élevé que le précédent et semble ainsi app.irlenir à des espèces plus complexes qu(! celles qui se mulliplient par simple scissiparité. Les germes de forme i>acillaire prcsonlent seuls ce phénomène île reproilucfion.
Dans ce cas, il se foi nie », certains points de la longueui- du bacille, de véritables condensations ]iri)tOf)lasniiqucs rpii deviennent d'aspect di- jilus en plus 7 éfringiMit ; ces points réfringents s'ai'rondissent, tandis que le prolojilasma qui les eu- ^'lohe finit par dis|)arailre par résorption.
Ces petits points réfringents connus sous le nom de spores, ou de corpuscules-germes (l'astcur).
sont ainsi mis en liberté. La spore possède une enveloppe extrêmement résistante qui lui permet de résister aux causes naturelles de destruction et d'attendre les conditions de milieu et de température propices à sa fructification.
Tandis que les bacilles meurent aussitôt que le milieu où ils se trouvent ne contient plus les éléments nécessaires à leur vitalité, les spores au contraire vivent pour ainsi dire à l'état latent. Elles sont en tout point comparables à la graine (les plantes que l'on peut conserver indéfiniment et qui n'attend pour donner naissance à la plante adulte que d'être placée dans un milieu favorable à son développement.
Tandis que la ])actéridic filamenteuse est détruite à une température inférieure à 63°, la spore charbonneuse résiste à l'eau bouillante, à moins que cette action ne soit prolongée pendant deux heures. Desséchées, les spores charbonneuses peuvent résister momentanément à 1 30° (Pasteur et Jouiiert), température élevée à laquelle aucune l'orme adulte ne serait susceptible de conserver la vie .
La résistance des spores à l'état latent est donc considérable; mais lorsqu'elles sont en formation ou en fructillcation surtout, elles sont bien moins résistantes, quelquefois même moins résistantes que le bacille adulte lui-môme : se qui se comprend facilement. L'enveloppe de la spore, en elTet, au moment de la fructification, devient de moins en moins résistante, presque gélatineuse, afin de permettre rnllongemont du jeune bacille auquel elle va donner naissance : on conçoit aisément qu'à ce stade de développement, la spore ait une résistance moins grande que celle du bacille adulte lui-inèinc.
Outre l'état sporulaire et l'élat adulte, il existe une grande variété do formes bizarres connues
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sous le nom do formes << involulives ». On n'est pas bien fixé sur la cause et la signiticalion des formes involulives; on les considère généralement comme l'expression d'un trouble dans la nutrition ou l'évolution du microbe; nous n'y insisterons pas pour le moment.
0. Nutritum des microbes; les aérobies, les anadrobies. — Leur diffusion dans la nature : microbes de iair, de l'eau, du sol.
Les microbes saprogénes, chromogènes et pathogènes. — Les microbes, comme tous les végétaux privés de chlorophylle, ne possèdent point le pouvoirqu'ont les cellules chlorophylliennes de puiser directement dans l'air ou dans le sol les éléments nutritifs.
Ainsi que les animaux et les champignons, il leur faut pour vivre et se développer des matériaux organiques tout préparés, des combinaisons hydrocarbonées et azotées. Ils trouvent ces matériaux dans les humeurs ou les tissus sur lesquels ils vivent en parasites; ou bien, en dehors de l'organisme animal vivant, ils les puisent dans les produits moi'ts d'origine animale ou végétale.
Ce qui est reinar(|uable, c'est l'avidité qu'ils ont pour l'o.xygène.
Ils s'emparent de ce gaz de deux façons différentes: les uns le prennent directement dans l'aii', les autres l'empruntent à certains milieux organiques ou végétaux, en les décomposant, donnant ainsi naissance à des combinaisons cbimif|ues spéciales, dégageant toujours une certaine quaiililé d'acide carbonique.
On appelle " ai'rohies » les microl)es ([ui vivent en présence de l'air, et « anaéroliies ceux ipii se niullipiicnt dans drs milieux divers, privés d'air.
Qufi(|ues micr(d)<;s sont suscepi iblfs de vivre des deux i'acons que nous venons d'indiquer : ce
sont les « aéro-anaérohies ». Ils vivent donc aussi bien en présence de l'air que sans air. On leur donne encore le nom « A'aérohic» facultalifs » par opposition aux <i aérobies stricts » qui ne peuvent se multiplier qu'en présence de l'oxygène libre.
C'est en étudiant les l'ermentations que M. Pasteur a découvert que certains germes pouvaient vivre sans air, tandis que d'autres ne pouvaient se multiplier qu'en présence de l'air.
Nous ne pouvons faire ici une étude complète du rôle des microbes dans la fermentation, pas plus que des réactions chimiques auxquelles ils donnent naissance; mais nous étions obligés d'en parler quelque peu dans le but pratique de faire comprendre au lecteur ce qu'on entendait par microbe aérobie strict, aérobie facultatif ou anaérobie. Ce sont des expressions qualificatives qui demandaient à être expliquées au début de cet ouvrage, car nous les emploierons souvent en traitant de l'histoire dos microbes en particulier.
On appelle microbes sa2:>rogL'nps ceux qui, en provoquant des putrétactions A'ariables, dégagent en même temps une odeur spéciale, presque toujours désagréable.
On nomme microbes chromogcnes, ceux qui, en se développant sur les milieux de culture artificiels, produisent une culture colorée en brun, en rouge, en jaune, etc.
Enfin, on nomme microbes pdthogcnes ceux qui vivent en parasites dans l'économie de l'homme ou des animaux et _v déterminent des lésions diverses, généralement très graves, qui ne tardent pas àamener la mort ra])ide des sujets infectés.
Ce sont surloulcps bactériespathogènes qui nous intéressent au plus haut point, et c'est à cause d'eih>s (jiie la microbiologie a pris une place si importante dans les études médicales.
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Les microbes pathogènes donnent lieu à des maladies de l'orme pyémique ou de forme seplique. Une bactérie donnée peut, suivant l'espèce animale dans laquelle elle se multiplie, provoquer une maladie pyémique ou une septicémie. C'est ainsi que le microbe du choléra des poules tue rapidement les oiseaux par septicémie, sans que jamais on trouve trace de pus à l'autopsie, tandis qu'au contraire il produit chez le cobaye une afl'ection bénigne, se traduisant par la formation d'un abcès clos au point d'inoculation.
Les microorganismes pathogènes agissent sur l'organisme de l'homme ou sur celui des animaux, non seulement par les troubles fonctionnels qu'ils y provoquent, mais aussi par les détritus qu'ils y laissent. Ces détritus, véritables produits de déchet des microbes sont des substances solubles, toxiques, produisant des effets aussi terribles que ceux des poisons les plus violents : ils sont connus sous le nom de iiluinniues. Mais jusqu'ici leur étude chimique est très imparfaite. Quelques-uns d'entre eux sont tellement toxiques, que les sujets meurent en quelques heures, et qu'.à l'autopsie on est étonné de la petite quantité de microbes que l'on rencontre dans les tissus.
Les microbes qui paraissent produire les plomaïnes les plus toxiques sont ceux qui donnent lieu aux septicémies. Dans cfis maladies, en cHct, les sujets atteints meurent avec um; rapidité surjirenante; ([uoiqucl'ois on constate même des cas foudroyants.
La plu|)art des microbes iiatliogènes ne sont pas chromogènes, c'est-à-dii'e ([ue, cultivés sur certains milieux solides, opaques ou transparents, leur cullure reste blanclie, mais ne prend januiis de leinte spéciale jaune, roupie, verte, etc. 11 est (|uelques exceptions pourtant, dont la plus rennirquable est la
culture du bacille de la morve sur la pomme de terre .
Les microorganismes sont répandus en grand nombre surtout ce qui nous environne : on en rencontre dans l'air, dans les eaux de toutes natures, sur le sol et même dans la profondeur de la terre.
L'air contient notamment un grand nombre de microbes chromogènes et ce n'est, nous le pensons du moins, que très exceptionnellement qu'on y observe des germes pathogènes. C'est qu'en effet les microbes, comme d'ailleurs toutes les granulations, même les plus tenues, subissent l'action de la pesanteur tout comme les autres corps, de sorte qu'ils tendent toujours à se déposer sur la surface du sol. En un mot Tair ne leur sert que de véhicule.
Il faut d'ailleurs ne pas oublier que ces microbes pathogènes émanent des débris ou des excréta des animaux infectés; or, ces matières sont plus ou moins humides et retiennent ainsi les microbes emprisonnés comme dans une sorte de bouillie, de sorte que la contagion volatile ne se peut faire qu'à la condition que ces matières soient d'abord desséchées, puis réduites en une poussière assez fine pour pouvoir être diffusée dans l'atmosphère par les courants d'air ou les coups de vent.
A ce point de vue, on peut considérer l'eau comme le véhicule le plus ordinaire des inicrohes pathogènes. L'histoire de la lièvre typhoïde et du choléra en est un exemple frappant. On peut donc dans certaines circonstances y rencontrer des germes virulents. Les eaux de source seules passent pour être pures de tout germe vivant.
Il existe à la surface du sol une grande variété de germes zj'mogèncs, chromogènes et pathogènes.
L'intérieur du sol en renferme aussi un grand nombre; mais nous ne pouvons insister sur tous ces détails : ce serait sortir du cadre que nous nous sommes tracé.
CHAPITRE II
A. Instruments de v-errehie : Pipettes Piisteur. — Mritras Pasteur.
— Billions. — Ballons-pipeltes r.liambcr-laiiil. — Tubes à essai.
— Plaques de verre. — Vases à sérum. — Appareils pour la culture des microbes anaérobies.
B. Stérilisation de la vEnnEniE : Four à flamber de Pasteur.
A. INSTRUMENTS DE VERRERIE
Nous ne nicnlionnerons dans cet article que les instruments d'un usage courant et général. Nous rejetons absolument une foule d'appareils d'une utilité ou contestable ou trop restreinte, qui ne servent qu'à encombrer les laboratoires et à surcharger les descriptions techniques.
Nous omettons, pour l'instant aussi, certains appareils dont ilscra parlé plus utilement ailleurs, par exemple aux articles ; milieux de cullurc, Icclinirjue des cuUuren.
.Nous allons décrire successivement :
I. Pipettes Pasteur
La figure ci-contre (fig. 1) donne la représentation de ce petit instrument, qui est d'un usage journalier dans la pratique de la bactériologie. La ]n'éparation des2)y)e<ies Pasteur est d'une extrême simplicité; un court apprentissage donnera l'habileté manuelle nécessaire.
Prenez un tube de verre de cinq à six millimètres de diamètre, d'épaisseur moyenne, long de 1™, 20 centimètres environ ; essuyez-en soigneusement la surface; coupez-le par des traits de lime en quatre fragments de trente centimètres environ ; vous aurez ainsi quatre petits tubes droits. Prenez un de cestubes, chaulTez-le à la flamme du chalumeau à gaz à sa partie moyenne en lui imprimant entre les doigts un mouvement de rotation rapide : quand le verre entre en fusion écartez de la flamme et étirez lentement de façon à obtenir une longue eflilure ; séparez alors la partie effilée en son milieu. Vous aurez ainsi deux pipellos terminées par une extrémité capillaire que vous scellerez immédiatement à lu llamnie.
PIPETTES PASTEUR
Bordez alors à la tiarame les bords de la grosse extrémité non effilée, et garnissez celte extrémité en A d'un tampon d'ouate.
A cet effet prenez un petit morceau d'ouate et à l'aide d'une pointe mousse enfoncez-le dans la pipette soH.s pression Ivgcrc.
Préparez de même chacun des autres jielits tubes liroits, faisant deux pipettes d'un même tube, et construisez dans la même séance le plus grand nombre possible de pipettes, car il est indispensable d'avoir toujours une certaine quantité de ces petits instruments à sa disposition.
Les pipettes terminées, on les placera, pour les stériliser, dans le four à flamber dont nous parlerons ci-dessous.
La figure ci-contre (fig. 2) montre des pipettes d'une forme un peu différente des pipettes Pasteur. On les obtient en étranglant celles-ci à la flamme sur un point, on R.
La petite extrémité (!st scellée à la lampe; l'autre extrémité est rodée à la flamme et garnie d'un tampon d'ouate.
Ces pipettes servent à conserver il l'abri de l'air une petite provision de matière virulente (liquide di; culture ou produit pathologique); nous en exjiliquerons le mode d'emploi en temps et lieu. i-ig. i. ris
INSTRUMENTS DE VERRERIE
Ces pipettes sont, après leur préparation, portées également dans le four à flamber.
II. Matras Pasteur
C'est un petit ballon à fond plat en verre léger, fermé par un bouchon à l'émeri à recouvrement, qui lui-même n'est pas plein, mais se termine par un tube de verre obstrué par un tampon de coton » (Duclaux) (fig. 3).
Mais avant de garnir le bouchon du matras Pasteur de son tampon d'ouate, avant de mettre l'instrument en état d'être flambé, il est nécessaire de le laver parfaitement, et nous allons exposer ici, une fois pour toutes, la façon dont on doit procéder au lavage de la verrerie.
asteur.
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Lavez d'abord l'objet avec une solution de potasse ; puis rincez à grande eau pour enlever l'excès de potasse.
Plongez alors dans un bain d'eau acidulée à un ou deux pour cent d'acide sulfurique; rincez à l'eau pure et faites égoutler soigneusement. A cet effet le mieux est de placer les objets luimidcs dans l'éluve sèche que nous décrirons plus loin, et de les y laisser jus([u'à complète siccité.
Lorsque le matras a été soigneusement lavé suivant la méthode que nous venons d'indiquer, lorsqu'il est bien sec, il faut garnir le bouchon de
BALLONS
verre d'un tampon d'ouate. On procédera comme on l'a fait pour la pipette, en faisant pénétrer, sous liSf/ére pression, à l'aide d'une pointe mousse, un petit fragment d'ouate dans le tube étroit qui termine le bouchon à sa partie supérieure. 11 ne reste plus alors qu'à stériliser le matras dans le four à flamber.
Les matras Pasteur sont d'une extrême commodité pour les cultures dans les liquides, telles que les pratique l'École française : ils doivent servir à cette usage à l'exclusion de tout autre appareil.
On se les procure facilement dans le commerce.
III. Ballons
On doitavoirun certain nombre de ballons en verre de dimensions difTérentes, pouvant contenir 2.30 à 1,000 ce. (fig. 4).
Ces ballons servent spé- /> cialement dans la prépa- /y*" ration des bouillons, ainsi / '' que nous le dirons en trai- / tant do ces milieux de culture. \
Los ballons seront soi- \.
gncusemcn t /uuds et sôchds ; ou li;s bouchera alors avec un tampon d'ouate. Voici une honne façon de préparer ces tampons.
Prenez dans un paquet d'ouate un fragment de dimension variable, suivant le diamètre du lui)e qu'il faut boucher, mais de forme à peu près rectangulaire.
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Pliez ce fragment en deux pour lui donner une plus grande épaisseur ; placez alors l'extrémité de votre index gauche au centre de la surface ainsi obtenue, et coiffez votre phalange avec l'ouate que vous ramènerez et presserez doucement autour de cette phalange; retirez l'index: vous aurez ainsi un tampon d'ouate terminé par une surface lisse et
• bien arrondie :
c'est là un point important que cette petite manœuvre bien simple permet d'atteindre facilement.
Bouchez alors la tubulure du ballon avec votre tampon, la partie arrondie, lisse, celle qui coiffait l'extrémité de l'index étant dirigée en bas. En règle absolue les bouchons d'ouate doivent être peu serrés et pénétrer dans les tubes qu'ils obturent sous une légère pression.
IV. Ballon-pipette Chamberland
Ce ballon figuré ci-contre (fig. b) porte a sa partie supérieure un léger renflement qui se prolonge par un tube A incliné à 4bn. Ce tube ouvert à son extrémité supérieure porte un ou deux étranglements destinés à maintenir le tampon d'ouate : un seul étranglement est nécessaire.
A la partie sphérique du ballon est soudé un tube B plus lin que le tube su-
TUBES A ESSAI
pcrieur, doublement recourbé t[ui se termine en s'amincissant. Ce tube est désigné sous le nom d'el'liliire latérale. On lave soigneusement le ballonpipeltc; on garnit le tube supérieur d'un tampon d'oLiale qu'on pousse en forçant jusqu'à l'élranglemenl; on scelle à la lampe l'extrémité de l'eflîlure latérale, et on porte le ballon ainsi préparé dans le four à flamber.
Ces ballons-pipettes sont destinés, ainsi que nous l'expliquerons plus longuement ailleurs, à conserver les bouillons stérilisés jusf[u'au moment de leur transvasement 'n'v&^^ê dans les malras Pasteur.
v. Tubes à essai.
Ces tubes ^fig. 6) servent aux cultures sur milieux solides (gélatine, gélose, sérum, etc.). Leur diamètre est ordinairement de un centimètre 1/2 à deux centimètres. Ils doivent se terminer à la partie supérieure par des bords droits; il faut rejeter les tubes dont les bords circonscrivant l'ouverture se renversent en dehors: cetévasement constitueune difficulté dans l'application des capuchons on papier-filtre dont nous parlerons plus loin.
Les tubes à essai seront lavés, séchés et bouchés à l'ouate. Nous avons, en parlant ci-dessus des liallons, décrit un procédé commode pour confectionner les d'ouate: ce procédé trouve son application ici! Les luiiesà essai lavés, séchés, bouchés, seront stérilisés dans le four à flamljer.
Tnlip
tampons
l'Il. IlK Mlc:iulllIK
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VI. Flaques de verre pour cultures en plaques suivant la méthode de Kocb.
On se sert dans ce procédé de culture, dont le but et la technique seront décrits plus loin, de plaques de verre rectangulaires de dimensions variables , 12/10 en moyenne, et d'épaisseur un peu supérieure à celle des porte-objets usités en micrographie. (Les plaques employées par les photographes et connues
sous le nom de quarts do plaque seront d'un bon usage) (fig. 7). Les plaques préalablement lavées et séchécs seront placées pour subir la stérilisation dans une boite en tôle de 0,14 de long sur 0,18 de haut : la figure représente cette boite et son couvercle (lig. 8).
VASES A SÉRUM
vn. Vases à sérum.
Prenez un vase (fig. 9) cité, deux litres environ, (celui que représente la figure cicontre est d'un bon emploi), et faites choix pour le boucher d'un bouchon de liège dont le diamètre soit un peu inférieur au diamètre intérieur du col du vase.
Préparez d'autre part un tube en verre A que vous recourberez à angle droit à son extrémité supérieure, et que vous fermerez à courte distance de la courbure. La partie droite du tube A doit avoir une longueur suffisante pour plonger d'une part jusqu'au fond du vase, et émerger d'autre part audessus fin roi.
Assemblez aiors les deux parties, vase et tube de verre, de la façon suivante : enlevez sur lacirconférence du bouchon un petit coin de liège qui donnera passage au tube de verre puis, pour bouclier l'intervalle
d'une assez grande capa A
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nous l'avons dit, exister entre le bouchon et le col du vase, garnissez la circonférence du bouchon d'un anneau d'ouate ; placez alors le bouchon, traversé par le tube et garni d'ouate à son pourtour, sur le col du vase. Donnez au tube de verre dans le vase une position telle que son extrémité inférieure soit d'une part à courte distance du fond du vase, et affleure presque d'autre part la circonférence de l'appareil; on évitera, en faisant ainsi, les éclaboussures du sang tombant dans le récipient.
Le tube de verre étant en bonne place, faites sur sa circonférence, près de son extrémité fermée, un trait au couteau à verre. ,
Une dernière opération consiste à filtrer l'air qui pénétrera dans l'appareil; pour cela on enveloppera la partie terminale du col du vase et l'émergence du tube A d'une couche épaisse et serrée d'ouate, qu'on maintient par quelques tours de ni.
Il ne reste plus qu'à stériliser l'appareil en le portant dans le four à flamber.
VIII. Appareils pour la culture des anaèrobies
i" Tube double de Parleur. — Ce tube emi)loyé autrefois par MM. Pasteur Joubert et Chaniberland pour cultiver le vibrion soptique « consiste dans un tube à deux branches auquel est soudé un tube de verre étranglé en A... chacune des branches porte un petit tube eflilé » (Roux). Pour le mettre en étatde servir, lave/.-le soigneusement, séchez-le, garnissez le tube supérieur d'un tampon d'ouate que vous i)ousserez jusiiu'à rétranglemont A, et fermez à la lampe les luîtes effilés Tatéraux. Il ne restera plus qu'à stériliser l'appareil dans le four à tlainber (fig. 10).
TUBES A CULTURE
2° Tube simple de Pasleur.
pie surmonto d'une
C'est un tube sini-
tubulure étranglée en un point A, et garni latéralement d'un tube B recourbé et effilé.
Lavez-le, séchez-le, poussez un tampon d'ouate
en A, fermez le tube effilé latéral à la lampe et Jiortez dans le four à. flamber (fig. il).
3" Tuhepour lu cuUnrc des anaérobies dans la cjrluline. — L;i figure ci-contre (fig. f2) montre cet apparoil. C'est un tube à essai surmonté d'une liil.ulurc |{ à sa partie supérieure.
A la tulHiliiro B est soudée une liihiiliire A qii on (■•(,ra Ululera on d.
INSTRUMENTS DE VERRERIE
L'appareil sera lavé; on poussera un tampon de colon jusqu'en ci, on fermera B par un tampon de coton placé à son extrémité supérieure. Ainsi
Ad
Fifr. 12
apprêté l'npparoil sera porté dans le four à llamhor.
4" Tuhc pour la rulhirc en pJaque des ana&robies. — 11 consislo on un lube A, long de 2b à 30 centi-
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mètres environ, d'un diamètre de 3 centimètres, portant à chacune de ses extrémités un tube B, B' de petit diamètre. Ces tubes BB' se recourbent à angle droit, et sont fermés à leur extrémité par un tampon d'ouate (li^'. 12 bis).
L'appareil ainsi préparé et lavé sera porté dans le four à flamber (fig. 13).
B. STÉRILISATION DE LA VERRERIE
L'appareil le plus pratique pour la stérilisation des instruments de verrerie est incontestablement le four Pasteur (voyez fig. 13). C'est un appareil en tôle, à double paroi, à retour de flammes, avec brûleur à gaz à la partie inférieure, et clieminée latérale.
Les dimensions en sont très variables. Ce four est fermé à sa partie supérieure par un couvercle percé d'un trou dans lequel on fera pénétrer un bouchon traversé par un thermomètre.
Dans l'intérieur du four on disposera les instruments à flamber; ces instruments seront à cet effet placés, l'extrémité qui porte l'ouate tournée en haut, dans un panier en toile métallif(ue, et ce panier sera porté dans la chambre du four. Lorsque le panier chargé des ol)jets à flamber est en [ilace, mettez le couvercle, placez le bouchon portant un thermomètre, allumez le gaz, et laissez monter la tempéralun.' à 170 ou 180".
.V ce moment réglez la température par tâtonnement en fermant elouvrant le roljinet d'amenée (lu gaz, de façon à obtc^nii' une teminîrature moyenne do 170" c[ue vous [naintiendrez pendant
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une heure et demie à deux heures. Ce temps écoulé, éteignez le gaz, laissez descendre le thermomètre et retirez le panier métalli(iue. L'ouate qui obture
l'ig. l.i. _ l-oui' l'astem-.
les vases doit (Hre roussie et non carbonisée; tout récipient dont l'ouate serait carbonisée est inutilisable.
CHAPITRE III
milieux de culture : leurs modes de préparatiox, leurs modes de stérilisation. — l'autoclave.
A. Milieux de cultdkp. liquides : Les bouillons. — • Le lait. — L'urine. — L'humeur aqueuse. — Le sérum liquiilo. — Liquide allantoïdi en et liquide de l'hydrocéle.
B. Milieu.^ de colture solides : \. Milieux transparents : Gélatine, gélose. — B. Milieux semi-transparents : Sérum. — C. Milieux opaques ; Pommes de terre, betteraves, etc.
L'.VuTocLAVE : Son mode de fonctionnement.
Les microbes qui évoluent naturellement dans l'économie de l'homme et des animaux, dans les matières liquides putrcscil)ies, etc., sont susceptibles de vivre et de pulluler dans de véritables terrains artificiels que les microbiolo|j;istos ont composés, et auxquels on donne le nom du milieux de eullure.
Ces milieux de culture doivent, pour se prêter à la vie des microbes, rem])lir les deux conditions suivantes :
1" Ils doivent contenir les principes iiéccasiiires à la nutrilion de ces organismes.
2" Ils doivent être absolument slt'riks, c'est-à-
dire ne contenir aucun germe avant leur ensemencement. Ajoutons enfin qu'ils doivent, sauf quelques cas exceptionnels, être de réaction neutre ou légèrement alcaline.
Le tableau ci-dessous résume la division systématique et pratique des milieux de culture.
Bouillons.
Liquides miucraux. ( g I 1° Milieux liquides. { < Peu employés,
o I j Liquides végétaux. (
g I \ Liquides organiques naturels,
=> \ ( Gélatine,
g i /Transparents...
Gélose.
s \ 2» Milieux solides. ( Scmi-transparcnt . . | Sérum.
n i Pommes de terre,
Opaques J ^j^.
Les milieux de culture liquides, dont le type le plus parfait est assurément le bouillon, tel que nous le décrivons ci-dessous, sont ignorés ou dédaigneusement rejetés dans certaines écoles étrangères. On a le droit d'être singulièrement étonné, quand on connaît les immenses services que ces milieux ont rendus dans la pratique des cultures entre les mains de Pasteur et de ses élèves, de voir quelles fantastiques accusations on élève contre leur emploi, de lire, par exemple, dans certains ouvrages allemands, que les milieux liquides ne peuvent donnei- que des cultures impures! Il faut laisser passer celte accusation » en la saluant d'un sourire » (I)iu:laux\
En France nous praliiiuons et la culture sur milieux solides, et la culture sur milieux liquides, « en demandant à ciiacuup ce (]u'oll(' peut donner : il la méthode des cultures sur gélatine et sur
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gélose un incomparable moyen de séparation et d'isolement des microbes, et les renseignements parfois très intéressants que l'ournissent l'aspect et l'examen des colonies; à la culture dans les milieux liquides, nous demandons non seulement des renseignements sur la morphologie du microbe, qu'elle peut nous donner à l'égal de la précédente, mais surtout des notions sur sa biologie, la nature des aliments qu'il prél'ère, des transformations qu'il leur fait subir, etc., toutes choses que la méthode de culture sur milieux solides ne nous révèle que d'une façon insuffisante » Duclaux).
Les liquides minéraux ou végétaux sont aujour- ( d'hui, sauf pour certaines recherches spéciales, à ' peu près délaissés dans les laboratoires français. Nous ne parlerons donc ici que des bouillons et des liquides organiques naturels.
I. Les bouillons
]>es bouillons constituent par excellence les milieux de culture liquides.
Prvpnndbm. — On peut se servir de viande de bœuf, de cheval, A' duc, de iiiulcl, de veau, de mouton, de porc, de lupin, de poule, etc.
Nous conseillons entre toutes la viande de bœuf, ' de venu et de poule.
On prend .ïOU grammes de la viande choisie, rlébnmis^i'e des os, de la graisse, des teiulons, des aponévroses, et luicluic finement.
On place ces iiOO grammes de viande dans un récipient contenant I 000 grammes d'eau dialillée. Avec une spatule en [torceiaine on nnihnujc soi-
gneusement la viande à l'eau, et on laisse macérer pendant 24 heures à froid.
On peut, pour gagner du temps, remplacer la macération à froid par la macération à chaud: on place alors les 500 grammes de viande dans 1 000 grammes d'eau distillée portée préalablement à la température de -)- 50° environ, et on laisse macérer dans l'autoclave pendant une demiheure à -j- 50" environ ; cette température ne doit pas être dépassée, car, au delà, l'all^umine se coagulerait, et retiendrait une certaine quantité de matières solubles.
La macération à froid est préférable à la macération à chaud.
Après 24 heures de macération, on filtre sur un linge mouillé, et l'on obtient une certaine quantité d'un bouillon légèrement rougeàtre : on pèse alors exactement ce bouillon, et on ajoute autant de grammes d'eau distillée qu'il faut pour que le poids du bouillon atteigne le double du poids de la viande employée, soit 1000 grammes.
On introduit dans le bouillon un demi p. 100 de sel marin et une trace de phosphate de j^olasse : le bouillon ainsi additionné est le bouillon j)ur.
On prépare encore des bouillons peptojiisés qui sont d'excellents milieux de culture : pour cela, outre le sel marin (1/2 p. 100) et le phosphate de potasse, on ajoute d, 2, ou 3 p. 100 depeptone Chapoleaut.
On porte le bouillon pur ou peptonisé dans l'autoclave ou on le fait bouillir (à 100") pendant une heure. On filtre sur un linge.. >
Lebouillon, résultant de ces diverses opérations, rougit plus ou moins le tournesol bleu; il est acide et par conséquent impropre à faire un milieu de culture : il faut le rendre alcalin.
Pour cela, on ajoute par petites quantités une
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solution de pelasse ou de carbonate de soude jusqu'à ce que le papier de tournesol donne à l'essai une réaction nculre, ou très légèrement alcaline.
Le bouillon est alors soumis à l'autoclave à la température de + Ho° pendant 10 minutes, et on le laisse ensuite reposer jusqu'au lendemain, afin que la graisse se solidifie à la surface parle refroidissement, et que les matières insolubles se déposent.
Le lendemain, on décante le bouillon, en ayant soin de laisser de côté la graisse, et le dépôt s'il y en a; puis on transvase le produit décanté dans un ballon en verre bouché à l'ouate, préalablement stérilisé; on recouvre, après l'opération, le ballon de son tampon d'ouate, et sur celui-ci on place un capuchon en papier filtre.
On porte le ballon ainsi rempli dans l'autoclave, et on le soumet, à -j- Mo" pendant un quart d'heure au moins, une demi-heure au plus.
Au sortir de l'autoclave le bouillon est prêt et stérile: il ne reste qu'cà le répartir dans ses récipients, c'est-à-dire dans les matras Pasteur stérilisés.
L'opération se fait en deux temps de la façon suivante : le bouillon est d'abord aspiré du ballon flui le contient dans le hallon-pipette Chamberland, et de celte pi[ietle il est cnsidle distribué dans les matras.
Prenez une pipelle (lhambcriaiid sliu-ilisée (V. chap. I), brisez l'extri;mil('' de l'eriilure lalérab^ par un Irait dr; couteau à veri'e, cl sli'u'iliscz toute la surface extérieure de cette eftiUire en la passant [ilusieurs fois dans la fiairinu'. delà lampe à alcool. .Saisissez dans la main gauche le ballon (jui contient le bouillon ; par siircroit de précaution, rc- ]iassez une ou deux fois dans la llainme l'niniiii'e latérale de la pifiette Chambeila iid, (pu- liciil la
l'ii. ipk MicnoDiK. ■!
main droite ; avec le pouce et riiidex de cette même main enlevez le tampon d'ouale du ballon; plongez dans ce ballon reffllure de la pipette, que vous ferez pénétrer dans le liquide, sans aller jusqu'au fond, où un dépôt s'est le plus souvent formé; aspirez le liquide dans la pipette par le tube supérieur de celle-ci.
Il faut ne pas recueillir tout le liquide du ballon, et notamment il faut arrêter l'opération de façon à ne pas aspirer la partie superficielle qui pendant les manipulations aurait pu être souillée par quelque germe atmosphérique.
Le bouillon recueilli dans la pipette Cbamberland doit être maintenant distribué dans les matras Pasteur. '
On prend un matras dans la main gauche, et on l'incline de façon que son grand axe soil horizontal : cette position soustraira l'intérieur du vase débouché aux germes de l'atmosphère; on saisit la pipette Ghamberland de la main droite; on stérilise encore l'eiTilurc latérale en la passant dans la flamme; avec le pouce et l'index de la main droite on débouche le matras ; on introduit l'extrémité de l'elTilure de la pipette dans le matras, on souffle par le tube supérieur, et on emplit ainsi le matras jusqu'au quart ou au cinquième de sa contenance: on retire alors l'effiluro de la pipette, et on recouvre immédiatement le matras de son bouchon protecteur.
On recommence ]jour chaque matras à remplir cette délicate opération, qui doit êire faite Irès rapidement, car plus on manipule vile, moins on expose les matras aux souillures atmosphériques.
Les deux conditions esson(ielles]iour réussir sont:
!« Tenir les matras a remplir dans la position horizontale et immobile.
2" Soit avant de recueillir le bouillon dans la pi-
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petto, soit av;inl la distribution dans (•liai'iin des niatras, avoir soin do paifititcnu'nt sldrUiser l'cffdwe latérale de la pipette dans la flamme de la lampe à alcool.
Les mutras Pasteur remplis seront portos dans l'étuve Pasteur et soumis à -|- 37° pendant au moins doux jours avant d'être mis en usage.
Au bout de quarante-huit heures on les examine, et on rejette ceux dont le bouillon est troubb;, ce qui indique qu'une impui'eté sy est introduite au cours des manipulations.
Ou ne doit conserver que les matras dans lesquels le bouillon est rigoureusement limpide et transparent. Les bouillons ainsi préparés constiluent un excellent milieu de culture dans lequel la [ilupart des microbes pousseront très vite.
Comme on a pu le remarquer, ces bouillons concenirés, comme on les ap]jellc, contiennent une partie de viande pour deux parties d'eau distillée : la fraction 1/2 représente donc lidèlement leur doirré de concentration.
Dans la pratique, on peut varier ce degré, et faire à volonté des bouillons non concentrés au 1/3, au 1/4, au I/o, etc. C'est ainsi que M. Ghauveau cultive ses vaccins charbonneux dans du bniiilhiu de veau à i /.'I.
Ou peut aussi, indépemlamment de leur concentration, faire varier la composition dos bouillons ou leur ajoutant do la glycérine, du sucre, etc.
II. Les milieux organiques naturels
Ces milieux sont : le lait, Vurlw, VIntmeur aiiuciise, le si'rum, le liijuble uHiintoiilim, on do Vh'jdrocèle.
A. i..\ir.
Dans quelques cas, que nous aurons à procisor
plus tard, le lait l'orme un excellent milieu de culture.
Prcparallun. — On prend une certaine quantité de bon lait, à réaction alcaline, que l'on introduit dans un ballon préalablement stérilisé ; on porte à l'autoclave et on stérilise à + 115° pendant un quart d'heure. On laisse reposer ensuite. Par le refroidissement les parties grasses remontent à la surface. On recueille alors dans une pipette Chamberland stérilisée, eu ayantsoin de ne pas prendre la graisse. Pour cela il suffit de plonger l'elïilure de la pipette jusqu'au fond du liquide, et de ne plus aspirer dès qu'il ne reste plus qu'un peu de liquide au-dessous de la couche graisseuse superficielle. On distribue ensuite le lait dans des matras Pasteur.
Dans toute l'opération (aspiration du lait dans la pipette Chamberland, distribution dans les matras), on s'entoure de toutes les précautions que nous avons indiquées en traitant de la même manipulation portant sur les bouillons.
On place les matras remplis au quart ou au cinquième à l'étuve (37"). Après vingt-quatre ou quarante-huit heures on les examine; on rejette ceux dont le lait est coagulé ou couvert de moisissures.
Quant aux autres matras, il faut, avant de se servir pour le culture du lait qu'ils contiennent, examiner ce lait au microscope comme on examinerail une aïKarc, de façon à s'assurer qu'il ne contient pas de microbes.
Si on veut opérer avec plus de rigueur et de sûreté, on i)cut, avant de se servir d'un de ces matra;>, ensemencer unboaillon avec une goutte du lait qu'il contient; on porte le. bouillon à l'étuve; si après vingt-quatre heures ce bouillon a gardé toute sa limpidité, le lait éprouvé peut être considéré comme absolument pur. Ce procédé de vérification
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lie kl puretû du lait exige une ])ei-Le de temps, il est vrai; mais les occasions oii le lait sci-vii'a comme milieu de culture sont rares; il est donc préférable d'apporter dans cette vérification toute la rigueur voulue.
La haute température à laquelle on soumet le lait pour le priver de germes modifie sa composition. « Il faut pouvoir conserver ce liquide dans l'état même où il sort du pis de la vache. Il y a plusieurs procédés pour cela.
« Le plus simple de tous, et le plus facile à mettre en œuvre partout, consiste à prendre des tubes à essai » bouchés à l'ouate et stérilisés préalablement, 'i Pour y introduire du lait, on lave bien le [)is de la vache, et quand les premiers mouve- Tuents de mulsion ont bien nettoyé les parois du canal, on enlève doucement avec une pince le bouchon de coton qui ferme le tube, et l'on dirige dans l'intérieur le liquide qui s'écoule, en ayant soin de tenir le tube tout près de la mamelle, sans pourtant la toucher. On ne peut' éviter (ju'une portion du lait ne coule à l'extérieur du tube ; cela est sans importance, et il vaut mieux le ]>ordre que cherchera le recueillii-. Ou remet le bouclion qu'un aide a gardé à l'extrémité de la pince, et on reporte le tout au laboratoire.
« On doit préparer ainsi plusieurs tubes; quelques-uns s'altèrent, nda est inévitable avec une mani])ulation aussi délicate, mais il y en a Ionjours un grand nombre (|iii ri sh'ut inailérés, si on a bien opéré. » (Duclaux, Ainuiles dv l'Institut arironomi'iuc, 1882, p. 24.)
Ou s'assurera de la |)ureti'i du lait au moment de l'emploi par les procédés indiqués ci-dessus.
C'est dans l'urim' ([ue .M. hisicur ;i cnltivé' d'ahui'd
la bactéridie charbonneuse. C'est un milieu qui peut il l'occasion rendre des services.
Préparation. — On recueille de l'urine; on la filtre sur un papier Laurent ; on l'alcalinise, puis on la stérilise comme un bouillon. On la laisse reposer, et on la distribue dans des inalras Pasteur que l'on place à l'éluve ; ceux qui se troublent dans les vingt-quatre heures sont rejetés.
On peut ajouter à l'urine toute espèce de produits, sucre, glycérine, etc., etc.
C. HUMEUR AQUEUSE
On emploie avantageusement l'humeur aqueiise dans les cultures spéciales connues sous le nom de cultures en cellule.^. Koch s'est servi de cette culture en cellules avec l'humeur aqueuse pour étudier l'évolution do la bactéridie charbonneuse.
Préparation. — On extirpe l'œil d'un sujet sacrifié tout récemment ; l'espèce de l'animal est indifférente. Oîi recueille alors pîo'cmcîîY l'humeur aqueuse contenue dans la chambre antérieure de cet œil de la façon suivante :
On saisit l'œil dans la main gauche ; on cautérise la surface externe de la cornée avec l'extrémité d'une baguette de verre chauffée dans la flamme d'une lampe à alcool. On prend une pipette Pasteur préparée et stérilisée comme il est dit au chapitre 11, on en l)rise la pointe effilée, et on passe l'cffilure plusieurs fois dans la flamme de la lampe à alcool pour en stériliser la surface extérieure. Avec cette pipette on ponclioune la cornée au point cautérisé ; l'humeur aqueuse s'élève dans la pipette; une légère pression du globe oculaire permet d'obtenir la quantité de liquide voulue. On relire la pipette et l'on ferme son extrémité à la lampe.
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D. SKUUM PUR OU COUPÉ DE BOUILLON OU d'EAU STIÎRILISÉS.
Le sérum pur, recueilli comme nous le dirons plus tard, et non gclatiaisé, constitue un bon milieu liquide do culture, utilisable dans certains cas. Il sera avantageux de couper ce sérum d'eau ou de bouillon stérilises.
E. LIQUIDE ALLANTOÏDIEN ET LIQUIDE DE l'iI YDROCÈLE.
Nous ne mentionnons ces liquides que pour mémoire. Leur usage n'entre guère dans la pratique.
I. Milieux transparents
Ces milieux sont la gélatine et la gélose.
Le but à atteindre dans la préparation de ces milieux est d'obtenir un produit solide, incolore, aussi transparent que possible et 'stérile. Les méthodes que nous allons indiquer permettent d'atteindre ce résultat dans la mesure du possible.
Il ne faut pas proparer la g(''Iatine et la gi'dose eu trop grandes quantités à la fois, surtout pendant l'ijté, car ces milieux, perdant par l'évaporation l'eau qu'ils contiennent, se r(!!ti'acli;nt, deviennent ca.ssants et par suite diriicilemeiit iililisables.
.\. (IFil.ATI.NE.
Pour firéparci' la géialino, prenez '2.")0 graïuiiins de viande de bu'uf, de veau, de iioiib', de iimmi- Utw, etc., déliarrasséi' des os, tondons, apom'^vrdses,
graisse, etc., hachée finement ; mélangez à oOO grammes d'eau distillée, et laissez macérer pendant vingl qualre heures à fi'oid. Filtrez alors sur un linge ; pesez le bouillon qui a passé, et ajoutez autant d'eau distillée qu'il faut pour que le bouillon pèse le double du poids de la viande, c'est-à-dire 500 grammes.
Placez ce bouillon dans un vase émaillé et ajoutez :
bO grammes de gélatine, soit 10 p. 100. (Cette gélatine est livrée dans le commerce sous forme de plaques, et connue sous le nom de gélatine extrafine, blanc-manger.) II faut, avant de l'introduire dans le bouillon, la couper en petits morceaux qu'on lave dans l'eau distillée ;
S grammes de pcptone Chapotcaut (soit 1 p. 100).
2 gr. 1/2 de sel marin (1/2 p. 100)';
Une trace de phosphate de potasse.
On mélange bien le tout, et on fait bouillir une heure à 100° dans l'autoclave.
On filtre ensuite à travers un linge préalablement mouillé; on neutralise (1) le liquide filtré par la potasse ou le carbonate de soude, et on porte dans l'autoclave à -j- lOb" pendant 10 minutes.
On liasse alors sur le papier-filtre. Le produit recueilli doit être, si. l'on a bien suivi ces indications, absolument transparent, de teinte citrine.
A l'aide d'un petit entonnoir, on le distribue dans des tubes à essai préalablement stérilisés, en ayant soin de ne pas laisser tomber de gélatine sur
(I) I.ii neutralisation exiictc île la gélatine est fort importante; si celte neutralisation n'est pas parfaite, si le milieu est alealin, il preniira une couleur foiicé,- quanil on le soumettra aux li.mtes températures nécessaires à la stérilisation. Nous conseillons de comparer sur le papier de tournesol lileu et rouge la réaction de la gélatine essayée avec la réaction d'une goutte d'eau distillée : c'est le moyen le plus simple et le plus eflicace de bien neutraliser.
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la partie supérioure du Uibe desUiioe à loger le tampon d'oualc; faute de celte précaution, ce tampon, après le refroidissement, adhérerait au verre. On remplit chaque tube jusqu'au (juart ou au tiers inférieur environ.
Ceci fait, on met en place les tampons d'ouate, et ou les recouvre d'un capuchon en papier-filtre.
On stérilise ensuite une l'ois encore la gélatine en soumettant les tubes dans l'autoclave tn-10.o° pendant un quart d'heure.
On les retire ; on en place un certain nombre, destinés aux cultures en strie sur un plan incliné, on laisse les autres dans la position verticale. Par le refroidissement la gélatine fait prise et est prête pour les ensemencements (Ij.
B. GÉLOSE.
La gélose est le produit colloïde retiré par Payen d'une algue à laquelle les Allemands ont donné le nom (ïaijnr-ngur : on trouve cette gélose dans le commerce.
l'rt'iiaration. — On procède comme nous l'avons dit pour la gélatine; on remjilace 10 grammes de gélatine par 1 gramme de gélose, soit .'1 ijrammcs dc(jélos€ ])our liOd grammes de bouillon. On ajoute égalcmeni, I p. 100 de pcptone, 1/2 p. 100 de sel marin, et une trace de phosphate de potasse.
La gélose avant son emploi doit être coupée en petits fragments et lavée dans l'eau distillée.
(I) Voici un moyi'ii plus riifiido di- f.itiriqiHT l:i g/'lnliiir : "U mi:t (l.ius le Ixjiiillon pi-qmr r iMimmi; il est dit ci-dussiis la (]uiiiilil(' viniluo di! géhitiiie, df poptono, do ar\ marin, et on porto lo loul dans l'anloclavo. On élovc la toinpoialuro à 100°, et tout aussitôt a ll'i». Lorsque cnlto tom|)<Tatiir<' ost attointo, on éloiul \r i::u.. On ntloud que le inanoniolre descende a 0; on retir(! alors, on lillie el on achève connue ci-dessus.
On porlc le mélange à 100" dans l'autoclave pendant une lieure ; on alcaUnise ; on laisse alors tomber la température au-dessous de 50°, et on ajoute un blanc d'œuf que l'on agile fortement dans le liquide. Le tout est ensuite mis à l'autoclave et porté jusqu'à la température de iiS^.
Dès que le manomètre indique cette température, on éteint le gaz. Lorsque le manomètre est à 0, on ouvre l'autoclave, on retire et on filtre sur un papier épais et dense préalablement mouillé. La filtration se fait très vite, et le liquide obtenu est presque incolore et transparent.
Il ne reste plus alors qu'à distribuer la gélose dans des tubes à essai stérilisés, comme nous l'avons dit pour la gélatine.
On stérilise les tubes remplis à 105" pendant un quart d'heure ; on peut même sans inconvénient porter la température jusqu'à + 115°.
Les tubes seront laissés, pour la solidification, soit dans la position verticale, soit plutôt dans la position inclini'C, la gélose se prêtant mieux, ainsi que nous le dirons jilus tard (cliap. V) aux cultures en surface, en strie.
La gélose a sur la gélatine un grand avantage : on peut l'exposer à la température de l'étuve ('M° à 41°) sans qu'elle se liquéfie, comme le ferait la gélatine, qui fond au-dessus de -I- 18°. Le seul reproche qu'on puisse lui faire, c'est qu'elle est toujours légèrement louche; cependant un peu d'habitude et d'adresse fera obtenir un produit presque transparent.
On peut ajouter à la gélatine et à la gélose de la glycérine, du glycosc, de la leucine, de la dextrinc, ctunme le fout M^L Nocard et Roux pour cultiver la tuberculose. .\ous reparlerons en son lieu de cette pratique.
II. Milieu de culture demi-transparent
SKllUM.
On le proparo en nélalinisunl par lu chaleur, le sérum à\i samj de bœuf, de veau, de cheval, de mouton, de chien. Les meilleurs sérums sont ceux du moulon, du hœuf ou du cheval. Celui du chien n'est pas aussi bon parce que la coagulation du sang est trop rapide dans cotte espèce^
Récolte du sunij sur l'animal et soHJification du sérum d'après la technique de MM. No- , card et Roux.
La méthode que nous allons décrire nous paraît devoir, par la sûreté du procédé et l'excelloace des résultats obtenus, se subslil uer entièrement à la méthode di; Koch imparfaite, peu sûre, et donnant un sérum de mauvaise qualité et de mauvais aspect.
On a préparé d'avance plusieurs des vases que nous avons décrits au chapitre II sous le nom de vases à sérum.
On apprête tout d'abord la canule, qui doit être enfoncée dans le vaisseau de l'animal qui fournira le sang.
Cette canule (lig. 14) se termine d'une partparun becmoussc taillé en biseau, et de l'aulrc [lar une extrémilé d'un diamètre su|]érieur à C(dui du corps de la canule; sur rntic, exh-éniili' on adîiptc un lulx; de caoutchouc d'envinm C'/iO de long.
L'appareil formé par la (■.iiiiilc cl, le luin' ih;
caoutchouc qui lui est adapté doit être stérilisé. A cet effet on introduit le bec de la canule dans
étant prêts, on fait disposer pour l'opération l'animal que l'on a choisi.
L'opérateur place à sa portée sur une table une lampe à alcool, une ou deux baguettes de verre, un bistouri très propre, une paire de ciseaux, des pinces anatomiques, du 111 à ligature, ainsi que les récipients et les canules stérilisés; l'extrémité en bec de Uûte de ces dernières demeure cachée dans le tube de caoutchouc.
On peut prendre le sang dans la carotide ou la jugulaire. Lorsqu'on choisit la jugulaire, l'opération peut èire faite simplement et sans plaie; mais il vaut mieux s'adresser à la carotide, la pression artérielle favorisant l'arrivée du sang dans le récipient.
L'opération sur la carotide se fait de la façon suivante: on met à nu le vaisseau et on le fait saillir avec une pince passée en dessous. On en cautérise la surface ;ivec l'extrémité de la baguette de verre fortement chaulVée sur la lampe à alcool
l'extrémité libre du caoutchouc (V. fig. ia); l'appareil, qui prend ainsi une forme légèrement ovale, est soumis dans l'autoclave à + llb° pendant un quart d'heure. La stérilisation de la canule et de la surface intérieure du tube de caoutchouc sera ainsi parfaitement réalisée.
Il est bon de préparer deux de ces appareils afin d'être à l'abri de tout accident opératoire.
La canule, le vase à sérum
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et on incise avec le l)islouri rapidement Ûnnibé. Le sang jaillit. On retire alors vivement le bec de la canule du tube en caoutchouc, on en tlambe la surface extérieure sur la flamme de la lampe à alcool, et on l'introduit dans le vaisseau; les doigts d'un aide en assurent la iixité. On lait aussi comprimer le tube de caoutchouc pour éviter toute perte de sang inutile. On saisit alors le vase à sérum; on lirise l'extrémité de la tige de verre qui le surmonte, et sur laquelle on a l'ait à l'avance, nous l'avons dit ailleurs, un trait de couteau à verre pour faciliter cette ouverture; on flambe rapidement les bords de celle-ci et on adapte la tige de verre sur l'extrémité libre du tube de caoutchouc. On fait cesser la compression exercée sur ce tube, et le sang coule librement dans le récipient.
Lorsque ce premier vase est rempli, on fait à nouveau comprimer le caoutchouc pour arrêter l'écoulement du sang, on retire le vase; on en apprête rapidement un second, qu'on adapte au tube de caoutchouc et qu'on laisse remplir comme le premier, etc. Lorsqu'on a rempli le nombre de récipients voulu, on retire la canule, on ligature l'artère, et on ferme la plaie par quelques points do suture.
L'opération sur la jugulaire est plus simple : « les dimensions de ce vaisseau, sa situation sous la peau rendent l'opération facile. » On prendra un trocart sti';rilisé, tid que le tube de verre ajusté sur le vase à, si'iruin jiuisse pénétr(!r dans sa canule et la fermei' exactcmi'ut.
« On iiratiqnora l'hiwnoslase à la Itasedii cou, et la veine jugulaire ap|)ai'ait sous la fornied'un cui don cylindrique, saillant et fluctuant. On coujie les poils au niveau du point où l'on veut faim la ponction, et on hrùle fMisuit(! fortement la pr;iu au nioyfMi d'une tige de fer ioui.'ie;iu feu. A li'avcrs la
so
peau brûlée on fait pénétrer le trocart flambé dans la veine; on retire le dard, et dans la canule restée en place, le tube de verre est introduit après que son extrémité a été coupée et passée dans la flamme. Le sang s'écoule alors dans le récipient à l'abri de toutes les impuretés. » (Nocard et Roux, Annales Pasleiw, t. I, p. 21.)
On transporte les récipients dans un endroit frais après avoir enlevé la tige de verre qui les surmonte : il suffit pour cela de maintenir de la main gauche le tampon d'ouate qui recouvre le vase, tandis que la main droite enlève cette tige : l'ouate comble immédiatement le vide laissé par le passage de la tige.
La rétraction du caillot se fait en vingt-quatre ou quarante-huit heures ; il vaut mieux attendre quarante-huit heures.
Lorsque la rétraction du caillot est complète, on recueille le sérum.
Pour accomplir cette opération, prenez une pipette Ghamberland stérilisée; brisez l'extrémité de l'effilure latérale et passez deux ou trois fois cette eflilure dans la tlamnie de la lampe à alcool. Soulevez alors légèrement le tampon d'ouate du vase de sérum, juste (inscz pour donner pasS(((jc à VOffilure de la pipette, et plongez celle-ci dans le sérum, en ayunl soin que son extrémité ne touche pas le caillot, mais se rapproche des parois du vase, et aspirez.
Lorsque la pipette est remplie, on la retire, et on tenue l'extrémité de sou effilurc à la lampe. Ou procède ensuite à remplissage d'une nouvelle pipette, etc.
On place les pipettes remplies de sérum dans un endroit frais, et on laisse au repos douze heures au moins, de façon que les (juelques globules rouges en suspension se déposent au fond du vase.
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Cette série de manipulations donne un sérum transparent, jaune citrin, que l'on peut conserver dans les pipettes aussi longtemps qu'on le désire.
Dhtribudon du sériDndaiis les Inbes à essai ; (ji'lalinisdtion duns l'appareil de Koch iin de Roux.
On prend pour cette opération des tubes à essai stérilisés et bouchés que l'on place sur une table, en même temps qu'un couteau à verre, une lampe à alcool, et la pipette Chamberland contenant h; sérum.
On brise d"un trait de couteau à verre l'extrémité de l'effilure latérale de la pipette ; on prend la pipette dans la main droite, et l'on stérilise l'eflilure dans toute sa longueur sur la ilamme de la lampe à alcool.
De la main gauche on saisit un tube à essai; on appuie solidement cette main sur le bord de la table, et l'on donne au tube qu'elle tient une direction presque horizontale. Le tube et la main doivent dès lors rester immobiles pendant toute l'opération du remplissage, car tout mouvement inopportun ferait pénétrer de l'air dans le tube, et avec l'air des germes qui infecteraient le sérum. On passe une fois encore l'eftilure de la pipette dans la flamirie, et des doigts libres de la main droite on enlève le tampon d'ouate du tube à essai.
On introduit alors l'effilure dans le tiers supérieur du tube; on souftlc par la tubulure supérieure delà pipette, et on remjjlit le quart du tube : il no faut pas dépasser cette hauteur, car la conclue de sérum trop épaisse se gélatiniserait diflicib'ment. On retire l'effilure sans la laisser touclier il la f)aroi du Iniie, et on recouvre cidui-ci de sou tanifion d'ouate. Ou recommence, pour chaque tube il remplii', la même opcM-al ion.
Toutes ces niauipulatioiis doivent être faites vivement, ce qui diinimn' 1rs rhances d'infection.
Les tubes à essai remplis de sérum sont placés dans l'appareil de Koch ou de Roux sur le plan incliné du plancher, les tampons d'ouate en haut (fig. 16).
Fig. lu. — Slérilisateui- à sérum.
Le sérum s'étale en couche oblique dans les tubes.
On règle la tempéraluro de l'appareil à +68", et on surveille la solidification. Le sérum en se gélatinisant devient jaune clair, opalin, semitransparent.
Les tubes solidiliés sont retirés de l'appareil; dès quils sont refroidis, ils sont prêts à être mis en usage.
MM. Roux etNocard additionnent le sérum de glycérine pcptonisée et sucrée; nous reparlerons de cette pratique en temps et lieu (V. Tuberculose).
III. Milieux opaques
Ils sont de toutes espèces, mais nous palperons ici surtout des pommes de terre; ce que nous dirons de celles-ci sera facilement, le cas échéant, appliqué à tous autres milieux de culture opaques.
Nous préparons ces milieux suivant deux procédés différents :
1° Le premier est le proa'd'J de Koch modifié. La
l-'ig. 17. — l'oniiiie ilo teri'o en crist.illisoir clos.
méthode que cet éminont savant avait imaginée (iiésentait plusieurs inconvénients m,ir([ui;s, tids que longueur des inanii)ulations, souillui'e à i>eu près inévitable des pommes de terre j)eiidant la préparation, ou à l'occasion de l'ensemen(;emi;nt et de l'examen. La méthode ijuc nous allons décrire et qui n'est (ju'une modilicatioii, une simplification du jirocédé de Kocli, supprime tous les inconvénients de celui-ci; clic est d'un usage l'ourant dans les lai)oraloiii!S.
2" Le second est le pyix-i'il/ indiiiué par lloii.i:,
procédé d'une précision et d'une sûreté parfaites.
1° Procédé de R. Koch raodijié. C al lur c mr pommes de terre en grande surface, en crislallisoirs clos.
On prend des pommes de terre de bonne qualité; on les lave avec une brosse, et on les plonge dans une solution de sublimé à 1/1000° pendant une heure.
On lave dans la solution de sublimé des crislallisoirs à couvercle rodé, de la forme représentée ci-contre (V. fig. 17) ; on découpe dans une feuille de papier-llltrc des disques que l'on place sur le fond de chaque crislallisoir. On divise alors les pommes de terre en deux moitiés égales, dont chacune est placée dans un cristallisoir, sur le disque de papierfiltre, et l'on humecte celui-ci avec la solution de sublimé.
Les crislallisoirs fermés hermétiquement par leurs couvercles rodés sont placés dans l'autoclave, et soumis à -f- 100° pendant une heure, puis à -|- li.ï" pendant au moins un quart d'heure. On éteint le gaz de l'appareil; on laisse refroidir, et la poD2rae de terre est prête pour l'ensemencement.
On peut avec avantage se servir de crislallisoirs (ilg. 18) présentant vers le tiers supérieur une ouverture sphéii(iue d'un Cfutimètre de diamètre
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environ, qu'on obliirc avec un tampon de oualc. Celte petite ouverture sert à l'ensemencement, qu'elle rend plus simple et plus sûr, ainsi que nous le dirons au chapitre IV. Ces crislallisoirs ont, comme les précédents, un couvercle rodé; ils doivent être à paroi mince et en verre de Bohème pour pouvoir, sans se fendre, supporter les hautes températures auxquelles on les soumet.
2° Cullure aur pommea de lerrc par le procédé de Ronx.
M. Roux conseille de se servir, pour la culture sur pommes de terre, de tubes à essai de 2 centimètres et demi de diamètre environ (V. fig. 19). Ces tubes portent vers le quart inférieur un « étranglement qui empêche la Iranche de pomme de terre de tomber au fond; dans la partie inférieure se rassemblera le liquide quisort de la pomme de terre après cuisson » (l{(Uix). Ces tubes sont boui'hés à l'ouate, et il n'est pas nécessaire ([u'ils soient sti'rilisés à l'avance.
On coupe (les pommes de terre ou des betteraves en li'anches rectangulaires d'environ ij ci'ulimèlres de long sur un centimètre (!(■ larges au moins; nu introduit chaque fragment dans un tube, on recouvre le Inlie de son tampon d'ouate sur lequel on |)lace un capuchon en papier-fil Ire.
On place alors les luln's dans l'auldi lavi^ pendant une (l'Mni-licui'e à -|- KIO" et un quart d'In'uris au moins à -t- I t.'i" ou -|- 120".
Ou voit combien la [iri'paralion des poniincs de
fubo à pomme (le terre (le Hfiux .
terre est simple, par ce procédé; ajoutons que l'ensemencement se fait ici avec la même sûreté et la même rigueur que dans un tube de gélose ou de gélatine, et qu'enfin, en modifiant légèrement la forme du tube, on peut faire sur pomme de terre la culture des anaérobies, ce qui est absolument impossible avec tout autre procédé (V. chap. V;.
L'autoclave. — Son mode de fonctionnement.
L'autoclave de Chamberland est un précieux instrument de stérilisation, d'un fonctionnement parfait, remplissant également bien deux indications :
1° Il fonctionne sans pression, comme une éluve humide, où la température peut être portée à + 100°.
2° Il fonctionne avec pression, et la vapeur humide sous pression peut y être portée à une demi, une, une et demie et deux atmosphères, avec les températures correspondantes (de 100° à 134").
L'autoclave (fig. 20) se compose d'une marmite c)dindrique en cuivre pouvant être fermée hermétiquement par un couvercle en bronze, portant sur une rondelle en caoutchouc, et maintenu par des boulons mobiles. Ce couvercle est muni d'un manomètre M indiquant la pression et la température; d'un robinet R; d'une soupape de sûreté S. La marmite est supportée par une sorte de boîte en tôle à la partie inférieure de laquelle se trouvent deux rampes à gaz circulaires G et g de diamètres dilTérents et indépendantes l'une de l'autre. Un panier en lil de fer P, d'un diamètre inférieur à celui de la marmite, est des line à recevoir les vases contenant les milieux à stériliser.
Mode de fonclionnemcnl. - On verse d'abord dans la marmite E 1 ou 2 litres d'eau, suivant
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le panier contenant les objets à stériliser, on adapte le couvercle et on visse les boulons.
On ouvre le robinet R, et on allume la petite rampe de gaz g. Si la pression est trop forte, on modère l'arrivée du gaz. L'eau contenue dans la marmite entre en ébullition; un jet de vapeur s'échappe par R ; la température intérieure est + 100", température qui peut être maintenue pendant une heure au moins.
Veut-on maintenant faire fonctionner l'autoclave sous pression pour atteindre les températures au-dessus de ^00°? voici comment on procède :
On met l'appareil en marche comme il vient d'être dit, puis, quand la température intérieure atteint -|-100°, c'est-à-dire quand la vapeur s'échappe violemment par le robinet R, on ferme celui-ci et on serre à fond les boulons du couvercle.
L'appareil entre en pression, et l'aiguille du manomètre monte lentement. Lorsqu'elle marque la température voulue, 10o°, 115° etc., on règle l'arrivée du gaz par tâtonnement, en fermant plus ou moins le robinet de la conduite, et on obtient ainsi pendant un quart d'heure, une demi-heure, la température fixe voulue pour la stérilisation (1).
Lorsqu'on juge la stérilisation suffisante, on éteint complètement le gaz, on attend que Taiguille du manomètre descende à 0 ; on ouvre alors le robinet R; un léger sifflement indique la rentrée de l'air dans la marmite; on desserre les boulons,
(1)11 est liou, claus le Iduetionnciiieut tle l'autoclave sous pression, fie ijrutiquei- uue ou deux diUciiles de vapeur, comme cela se fait dans la niauœuvre des appareils de désiuCectiou par la vapeur humide sous pression (lusystème Ilersclior: pour cela, dès que l'aiguille du muiiomèlre commence à monter, on ouvre le robinet K et on le reuferme après quelques inslanis : on répète cette manannre une ou deux fois.
1,'aUTOCLâVE.
on enlève le couvercle et on retire les objets stérilisés.
Telle est la manœuvre, vraiment simple, de rautoclave, qui remplace à lui seul toutes les étuves et tous les bains-marie plus ou moins compliqués dont s'est inutilement surchargée la technique bactériologique.
CHAPITRE IV
EXPÉRIENCES SUR LES AiMMAUX.
A. Des inocuhtioss . Matières d'inoculation. — Procédés divers d'inoculiition : inoculations sous-cutanées; inoculations intrapéritonéales ; inoculations dans les veines; inoculations dans la chambre antérieure de l'œil ; inoculations par les voies digestives.
B. RÉCOLTB des l-nODUITS PATHOLOGIQUES SUR l'aNIMAL VIVANT.
C. Autopsie des sujets : manière de fixer les divers sujets; ouverture des cadavres; récolte des produits organiques (humeurs et tissus.
U. Conservation des pièces anatcmiques.
E, Désinfection des cadavbes.
Les animaux sur lesquels porteront les expériences bactériologiques sont presque exclusivement le cobaye, le lapin, la souris, le pigeon, la poule et le moineau.
Le chien, d'un si grand emploi en pliysiologie, est réfracLaire à la plupart des maladies bactériennes que nous passerons en revue : on n'aura donc que rarement l'occasion d'expérimenter sur lui.
Le mouton et le porc sont exceptionnellement employés à cause de leur valeur pécuniaire. Quant
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aux animaux de grande taille, ils sont beaucoup plus coûteux, par conséquent plus iinproju'cs encore aux expériences simples de laboratoire : nous n'en parlerons doue pas ici.
A. DES INOCULATIONS
Nous allons exposer rapidement la conduite générale à tenir dans la pratique des inoculations; nous reviendrons en temps et lieu sur les cas spéciaux. Nous conseillons de se servir exclusivement pour les inoculations (les inoculations superlicielles, dermiques exceptées) de la seringue de Pravaz. Elle permet nn dosage exact de la matière inoculée, elle est d'un maniement facile, àla différence de la seringue à ballon imaginée par Koch, seringue dont les pièces s'ajustent mal et laissent trop souvent fuir le liquide pendant les manœuvres opératoires; enfin elle se stérilise facilement si l'on veut bien choisir un liquide qui, comme le crésyl ou crcoline, est un bon désinfectant et ne détériore aucune des pièces de l'appareil. Dans l'intervalle des inoculations, la seringue de Pravaz sera remplie du lii(uide désinfectant; au moment où l'on devra en faire usage, on chassera le désinfectant et l'on rincera plusieurs fois le corps de pompe à l'eau distillée.
I. Matières d'inoculation
I>es matières d'inoculation sont de deux soi'tcs :
i" ['roduits dendluri:; 2" Produits iialh.oloijiiiucs.
1" Produits de culture. — l^es cultures proviennent tantôt do milieux liquides, tan lot de milieux solides.
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Pour les cultures liquides ())ouillon, gélatine liquéfiée), nulle difficulté. Recueillez purement il] avec une pipette Pasteur une portion du liquide de culture, vorsez-la dans un petit verre à pied, ou dans une capsule bien nettoyée, et remplissez votre seringue de la quantité voulue. Il est facile, avec un peu d'adresse, et il est préférable, d'emplir directement la seringue de Pravaz à la pipette, en engageant l'extrémité de l'aiguille dans l'effilure de celle-ci et en aspirant.
Pour inoculer les produits de cultures sur milieux solides (gélatine, gélose, sérum, pomme de terre, etc.) prenez purement avec une aiguille de platine stérilisée une parcelle de la culture, délayez-la dans une petite quantité de bouillon stérilisé (l'opération se fait dans une capsule de verre, etc.), et emplissez votre seringue de la quantité voulue de ce mélange.
2» Produits pathologiques. — Ces produits sont également ou solides ou liquides.
Les produits liquides (sang, pus, liquides péritonéaux, etc.) ayant été recueillis purement dans une pipette Pasteur, d'après une métiiode que nous allons exposer ci-dessous, on ouvrira la pipette suivant un procédé que l'on trouvera décrit dans la Technique générale des cultures, et on y puisera avec la seringue de Pravaz la quantité nécessaire à l'inoculation.
Les produits patliologiques solides (fragments de rate, de ganglions, de muscles, de substances nerveuses, etc.) seront pour l'inoculation préparés de la façon suivante :
Placez le fragment dont vous voulez inoculer la
(I) On trouvera ii l'article Technique générale des cultures tous les détails nécessaires sur la manière d'ouvrir i)urement les tubes ou matras de culture, et sur la manière d'aller y prélever une |)arcclle de la culture.
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substance dans un petit mortier bien propre; versez dans le mortier une petite nuantité de bouillon ou d'eau stérilisés; avec le pilon du mortier écrasez le fragment dans le liquide ; lorsqu'il est suflisament ])ro3é, passez sur un lini^c fin ou sur un papier liUre, et recueillez la substance filtrée dans un petit verre à pied. Remplissez la seringue f^ravaz de la quantité voulue du liquide filtré.
II. Procédés divers d'inoculation
t" InocithUions superficielles, endermiques. — Après avoir rasé les poils de la région où l'on veut effectuer l'inoculation, on fait au bistouri do petites plaies parallèles, en ayant soin de n'intéresser que la partie superficielle du derme. Lorsque l'hémorrhagie, presque nulle d'ailleurs, a cessé, on dépose à la surface des scarifications la substance vii^ulente, que l'on étale par frictions.
■i" Inoculations sous-cutanées. — EUes "sont très simples : Coupez les poils de la partie sur laquelle pointera rinoculalion; arrachez quelques plumes s'il s'figit d'un oiseau. Tout lavage avec la solution de sublimé de la partie ainsi dénudée nous paraît inutile; si l'on désirait réaliser une stérilisation parfaite de cette région, on y pratiquerait une cautérisation avec l'extrémité d'une baguette de verre fortement chauffée sur la flamme d'une lampe à alcool, d'un bec i5unson, etc.
I. 'animal él.nit liien maiiiliMiu par un aide, faites un |di à la [ie;iu et enfoncez raiguillc à la base de ce pli. Poussez alors doucement la quantité de li([uidc voulue, quantité qu'on aura mar([ii(;e d'avance au moyen du curseur sur la Uffc du pis- Ion, et assurez-vous que le liquide ;i iiiiui pi'in'l m'; dans rhypodcrmc.
Chez les cobayes, les lapins, nous clinisissons
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tl'une façon générale comme lieu d"inoculation sousculanée, la face interne des cuisses, ou la paroi antérieure do l'abdomen; chez les souris, la base de la queue ou la face interne des cuisses; chez les pigeons et les poules, la région pectorale.
L'inoculation sous-cutanée exige chez la souris, particulièrement lorsqu'il s'agit d'injecter une assez forte quantité de liquide, un manuel opératoire un peu spécial. L'introduction d'une aiguille à pointe effilée, comme l'aiguille ordinaire, peut causer des lésions mortelles chez ce petit animal lorsque l'aiguille est poussée un peu profondément : on risque ainsi de faire pénétrer, par exemple, laiguilledans la cavité péritonéale, alors qu'on se proposait de faire l'injection dans le tissu cellulaire de la base de la cuisse.
Pour éviter tous ces accidents, opérez de la façon suivante :
Prenez une aiguille à extrémité mousse, pouvant, cela va sans dire, s'adapter sur le corps de pompe de la seringue de Pravaz. LUroduisez dans cette aiguille un petit trocart à extrémité pointue. Faites avec cet appareil une ponction dans le tissu cellulaire au lieu choisi. Retirez le trocart, laissez en place l'aiguille mousse ainsi transformée en canule; adaptez sur sa grosse extrémité la seringue de Pravaz i-emplie du liquide d'inoculation, et poussez Tinjection. L'aiguille mousse pourra cheminer aussi profondément qu'on le voudra dans riiypoderiue sans y causer de dégâts.
3" Inoculations intrapniloncalci^. — Coupez les poils ou arrachez les plumes sur une cerlainc étendue de la région abdominale; cautérisez, si vous le voulez, la surface dénudée avec l'extrémité d'une baguette de verre fortement chauffée.
Couliez l'animal à un aide (pii le maintiendra solidement; faites un pli qui couiprenne toute l'épais-
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seur de l;i jiaroi abdominale, ce qui est facile cliez les animaux de ijctite taille, lapins, cobayes, etc., dont muis traitons ici, et enfoncez laiguille à la base do ce pli. Abandonnez le pli et assurez-vous que l'aiguille est libre dans la cavité abdouiinale ; ajustez le corps de pompe sur l'aiguille et injectez la quantité voulue de liquide.
L'inoculation intrapéritonéale pratiquée comme nous venons de le dire est simple et n'oll're aucun danger le plus souvent, chez le cobaye et le lapin; il n'en serait pas de ^ même chez le pigeon et les animaux de très petite taille, chez lesquels on risquerait fort, par le procédé indiqué, de blesser l'intestin et d'amener une perforation.
Voici un procédé que nous devons à MM. Nocard et Moux, et qui met à l'abri de tout accident.
C'est sur le pigeon (jue nous le mettons en pratique ; il va sans dire qu'il réussirait de mémo sur tout autre animal.
Les ligures 21 , 21 bis et 21 ti;r représenlent le jeu d'aiguilles nécessaires à l'opération.
A est une aji^'iiilio «•eusc(|Ml s'adapte d'une Jjart sur la seringue de Pravaz et se terniin(> de I autre par une exti émité mousse. H cstune aiguille
21 trr.
66 EXPÉRIENCES SUR LES ANIMAUX
creuse terminée par vine extrémité ^Jomiue, et d'nn diamètre intérieur tel qu'elle peut recevoir A. Ajoutons, et c'est là le point essentiel, que la tige A estplus longue que la tige B, de telle sorte que Texlrémité mousse de A, lorsque cette aiguille est engagée dans Tintérieur de l'aiguille B, dépasse de un demi-centimèlre environ l'extrémité pointue de B.
Lorsqu'on veut pratiquer une inoculation intrapéritonéale sur un pigeon, on conlie l'animal à un aide qui le tient le ventre en Tair et les pattes ramenées en avant.
Avec une éponge imbibée d'une solution désinfectante on écarte le duvet entre la pointe du sternum et le cloaque. On saisit entre les mors d'.une petite pince anatomique la peau et la paroi musculaire abdominale sur la ligne médiane à 1 centimètre du sternum, et on soulève la pince.
On a d'autre part disposé une aiguille à coudre portant un fil trempé d'abord dans une solution désinfectante; on enfonce l'aiguille à la base de la partie soulevée pai- la pince, on passe le fil, qui traverse ainsi le péritoine et pénètre dans la cavité abdominale; on abandonne alors la pince.
Delà main gauche on saisit les deux extrémités du fil, qu'on attire en haut et en avant, et de la main droite on ponctionne avec l'aiguille B à la base du pli; l'aiguille B ne doit pénétrer que très peu dans la cavité péritonéale.
On prend alors la seringue de Pravaz chargée de la matière à inoculer et sur laquelle on a adapté l'aiguille mousse A; on engage A dans le canal de B et l'extrémité mousse de A vient saillir dans le péritoine en avant de U, dont la pointe est ainsi entièrement nias(iuée. Un abandonne le fil ; la partie soulevée retombe; on relire le fil et l'on jioussc l'injection : tout danger de perforation
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intestinale est écarté par cette petite manœurt-e.
4" Inoculations ihnis les reines. — Ces inociilalions précieuses dans rertains cas, que nous préciserons plus lard, se pratiquent aisémenl chez le lapin, la poule et le pii/eon.
Ici, plus que dans tout auUe mode d'inoculation, il ne faut employer que des matières soigneusement préparées, et filtrées : une embolie mortelle serait le résultat de la pénétration de tout fragment solide dans le système circulatoire.
Chez les lapins, on choisit la veine du bord jjostéro-externe de l'oreille, on fait saillir la veine par compression digitale; on introduit alors l'aiguille dans le vaisseau : une goutte de sang sourd, indiquant que l'aiguille est en bonne place; on pousse alors doucement l'injection.
I, Si le liquide se répand dans le tissu périvasculaire, l'inoculation est manquée; il faut la recommencer du côté opposé.
Chez la poule et le pigeon on pratique facilement l'inoculation intraveineuse sur la veine du bras : on arrache quelques plumes pour mettre à découvert le vaisseau, très saillaut d'ailleurs et très visible. On le fait gonflei' jiar une compression k la base du membre et on opère comme chez le lapin.
.-)" Inoculations dans la ckombre anlcrieure de Vœil. — Utilisées déjà par Conheim, par Baumgarlen pour ses ex[)ériences sur la tubei'culosc, ces inoculations sont devenues cuire les mains de MiVI. Nocard et Houx le moyeu simple le plus efficace de conférer la rage aux animaux.
La pratique de ces inoculations est sim])le : on i nsfnsi b il ise d'abord lasui'face oculaire en y versant quelques goulb's de cocaïne; on attend ([uebiues instants j)0ur <djh uir l'inscnsibilisalion com|dèle, yiuis on fait pi'néirer raiguille de la seringue dans la chambre antérieure et on pousse l'injection.
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60 Inoculations par voies digestivcs. — Mettant à piirt le procédé tout spécial de Koch pour l'inoculalion au cobaye du bacille-virgule, procédé dont il sera question plus tard, le moyen le plus simple est de faire pénétrer les substances virulentes avec les aliments.
Les animaux inoculés seront placés aussitôt dans des cages; mention sera faite sur une étiquette de la nature de la maladie inoculée, ainsi que de la date de l'opération.
B. RÉCOLTE DES PRODUITS PATHOLOGIQUES SUR L'ANIMAL VIVANT
Au cours de plusieurs maladies inoculées (tuberculose, morve, farciu du bœuf, etc.) on peut avoir à examiner du vivant de l'animal certains produits pathologiques en évolution.
Le plus souvent il s'agit d'un ganglion superficiel, envahi par la maladie, à extirper, d'un abcès sous-cutané, ganglionnaire ou non, dont on veut se procurer le contenu pour l'examen, la culture, ou une nouvelle inoculation.
Les ganglions superficiels sexLiipent facilement : on les traite ensuite comme nous le dirons en parlant des autopsies des sujets.
Pour les abcès superficiels, voici comment il faut procéder : coupez les poils de la région qui recouvre l'abcès; avec une baguette de verre chauffée fortement sur la llamme d'une lampe à alcool, cautérisez la ri'gion ainsi dénudée : mieux que tout lavage désinfectant, ce procédé stérilisera la peau.
Prenez une pipette Pasleur, brisez-en lextrémité fermée, soit direclemeiit avec le doigt, soit, et
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c'est mieux ainsi, avec le couteau à verre; passez deux ou trois l'ois l'elTilure dans la flamme de la lampe, de façon à débarrasser sa surface extérieure de tous les germes aériens qui s'y sont déposés ; enfoncez l'eflilure de la pipette dans l'abcès à travers la paroi cutanée cautérisée, et aspirez le pus. Vous aurez ainsi recueilli purement le contenu de l'abcès.
C. AUTOPSIE DES SUJETS
[o Meulière de fixer les divers sujets. — Pour les souris prenez une planchette de liège et fixez l'animal à la planchette, le ventre en l'air, par quatre épingles plantées sur les pattes étendues.
Les moineaux seront fixés également sur une planchette en liège par trois épingles; une traversera le cou, les deux autres seront plantées sur les pattes : inutile de dire que la partie correspondante à la planchette est le dos, le ventre étant dirigé en haut.
Les cohuijes, les lapins, les poules, les pigeons, seront étendus sur des planches de plus grande dimension en bois, en zinc, etc. ; ces planches devront porter près des angles, sur la face où sera fixé l'animal, des crochets ou des clous à extrémité supérieure recourbée à angle droit sur la partie s'enfonçant dans la planchette.
Les cobayes, les lapins seront disposés le ventre en l'air sur la planchette; sur chacune des pattes on nouera l'extrémité d'un liloa d'un ruijan, dont l'autre extrémité sera attachée de court au crochet ou clou correspondant de l'anghi de la planchette: il est nécessaire que les membres soient forteunnit étendus et les nœuds très serrés.
Les piyeons et les poules seront étendus sur la planchette le ventre en l'air; on devra au préa-
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lable couper les ailes; le cou recevra une anse de fil ou de ruban ; cette anse correspondra au milieu du lien dont les extrémités seront à droite et à gauche nouées sur le clou ou crochet dont il a été question. Les deux patles seront ensuite attachées comme il a été dit pour les membres postérieurs des lapins et dos cobayes.
La fixation des sujets à autopsier est fort importante; on ne saurait bien faire une autopsie si l'animal est mal attaché ou simplement disposé dans un plateau, une cuvette.
L'animal étant fixé, on coupe soigneusement les poils des hqjins et des cobayes sur toute la face antérieure de la poitrine et de l'abdomen; on arrache sur les mêmes régions les plumes des volatiles.
2" Ouverlure des cadavres. — Sur les lajnns, les cobayes, faites une incision verticale allant de la fourchette sternale à la partie inférieure de l'abdomen; disséquez soigneusement la peau, et pour donner plus de jeu, prolongez l'incision sur la naissance de chacun des membres. Faites une boutonuière à la paroi musculaire abdominale sur la ligne médiane, et ouvrez alors cette paroi sur toute la longueur; la cavité abdominale sera ainsi mise à nu.
Pour découvrir les organes thoraciques incisez le diaphragme, coupez les côtes sur les parties latérales, relevez et rabattez en haut le plastron costal ainsi obtenu.
Tel est le manuel opératoire de l'autopsie ordinaire. S'il est nécessaire de pousser l'autopsie plus à fond, d'enlever les centres nerveux par exemple, on procédera à cette opération, que nous n'avons pas à décrire ici.
L'ouverture des cadavi'cs des pi'f/coH'î, poules et moineaux se fora d'une façon un peu différente :
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après dissection de la peau on pratiquera une incision courl)e, profonde, partant de l'extrémité supérieure du tiiorax, passant sur les côtés de la poitrine, descendant au-dessous de la pointe du sternum qu'elle embrassera dans sa concavité, et remontant sur le côlé opposé du thorax; la partie inférieure de cette incision ouvrira la cavité abdominale au niveau du foie; un coup de ciseau sur la liiiue médiane achèvera en bas l'ouverture de la cavité abdominale ; on découvrira le thorax en sectionnant la cage osseuse dans la direction de l'incision; on coupera les deux clavicules, et le plastron thoraciquo sera rabattu en haut et enlevé.
De l'autopsie des gros animaux nous n'avons rien à dire : elle se fait suivant les règles propres \>ouv ciiaque espèce et sortirait du cadre de notre sujet.
3° Rrcolle des proihiU^ organiques. — Humeurs et tiasus. — C'est la partie essentielle de l'autopsie, celle qui doit fournir le micro-organisme à étudier, les matières de semence et d'inoculation : elle exige des conditions de pureté absolue.
iXous n'avons jusqu'ici, on l'a vu, prescrit aucun lavage désinfectant du sujet, aucune stérilisation de la peau ou des instruments d'autopsie; ces pratiques nous paraissent inutiles et superlliies : la leclmique que nous allons indiquer réalise dans la rt'colte des produits organiijues toutes les conditions de pureté désirables.
l']nvisagr'e d'une façon générale, l'opéi'ation comjirend trois tem|)S :
.V. St&rilisalion parfaite de In. surface de l' organe qui doit fournir la matière;
15. Prise de la rnatièrc à l'élal de pureté parfaite dam les profondeurs de l'orqane;
C. Vjonservalion pure dr la matière récoUi'-e
A. La stérilisation [lai'faite de la surface de l'or-
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gane s'obtient en cautérisant cette surface avec l'extrémité d'une baguette en verre, fortement chauffée dans la flamme d'une lampe à alcool, d'un bec Bunsen, etc.
B. La prise pure de matière se fait dans la profondeur de l'organe, à l'abri de tout germe aérien, avec une pipette Pasteur parfaitement stérilisée à l'intérieur et a l'extérieur.
La stérilisation de l'intérieur de la pipette a été réalisée par le flambage dans le four Pasteur; au moment de se servir de la pipette on brise son extrémité feimiée, on passe à plusieurs reprises l'effilure dans la ilamme de la lampe à alcool, etc., de façon à en stériliser entièrement la surface extérieure ; on la fait pénétrer dans l'organe du sujet auniveuu de la surface cautérisée et on aspire.
C. Pour conserver pur le produit récolté, on ferme à la lampe l'extrémité effilée de la pipette, et par surcroit de précaution, on chauffe fortement l'extrémité par laquelle on a aspiré. Il arrive en effet que, surtout lorsque l'opération a été difficile et a exigé des efforts d'aspiration, l'extrémité supérieure de la pipette se remplit de salive qui vient souiller le tampon d'ouate; il faut chasser cette salive et purifier entièrement le bouchon d'ouate; c'est ce qu'on réalise en chaufi'ant fortement le bout ouvert de la pipette et ses parois, au niveau du tampon.
Telle est la tec)niique générale de l'opération; elle réalise entièrement les conditions do pureté exigées. C'est dans la profondeur de l'organe intact, non om^crl, qu'on récolte les matières; cette récolte se fait dans un instrument parfaitement stérile^à l'intérieur et à l'extérieur, n'apportant aucun germe capable de souiller la récolte ; enfin c'est à travers une surface stérilisée que l'instrument pénètre dans l'organe.
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Cotte technique entièrement fraiiç uis(! Jilïère de la technique atlcinandL% dont voici l'économie générale :
L'orirane du sujet étant soigneusement lavé au sublimé à 1/1000, de façon à débarrasser sa surface de tout germe, on Tincise avec un bistouri stérilisé, et on recueille les matières avec des fils de platine stérilisés.
Cette technique présente les inconvénients suivants : la matière à recueillir, matière dont la pureté parfaite est indispensable, se trouve exposée à l'air, se souille et devient inutilisable au bout de ■peu de temps ; de plus il est impossi])le par ce procédé d'en recueillir et d'en conserver purement une certaine quantité jiour une étude ultérieure. Toutes les opérations d'examen, d'ensemencement doivent être faites sur-le-champ et sans perdre de temps, sous peine de n'avoir plus qu'un ]»roduit
impur.
^('ous allons maintenant entrer dans le détail et montrer comment on doit traiter chaque organe où l'on veut prélever de la matière.
L'o])érateur disposera près de lui une lampe à alcool, une ou plusieui's baguettes d(! verre, un certain nombre de pipettes Pasteur, préalablement stérilisées, et un couteau à verre ptnir briser l'extrémité des pipettes.
I. AliCÈS Sl PEUKir.IKI.S SOUS-CUTANliS. — Ou Cil Td
cueilbîra le produit avant l'ouverture du cadavre.
Coupez les poils à leur niveau, cautérisez la surface cutanée avec la baguette de verre, enfoncez la pipette, ouverte et llambéc a l'extéirieur, dans I abcès au niveau de la surface cautéi'isi'e, et aspirez. Kerinez immédiatement mi faites d'aboi'd les op(''rations d'examen, d'ens(!mcucomeut néc(\ssaircs, ()pr'i-ati(jns ipie nous (li''i'i'ii'iiiis plus biiu.
l'i;. llK MK.IlliIllK. ■)
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2. LiuuiDEsiNTRA-PÉRiTONÉAux. — La paroi musculaire abdominale étant à nu, cautérisez un point de sa surface avec une baguette de vei're, faites en ce point une boutonnière avec des ciseaux flambés, et glissez par Touverture la pipette ouverte et flambée dans les régions latérales, entre le paiquet intestinal et la paroi; aspirez doucement en promenant la pipette. Fermez immédiatement ou après avoir fait avec le liquide recueilli les examens et opérations nécessaires.
3. Sang. — C'est dans le cœur qu'il convient de prendre le sang. Incisez le péricarde de manière à mettre à nu la surface musculaire du cœur, cautérisez sur l'un ou sur l'autre ventricule près de la base, et enfoncez votre pipette ouverte et flambée à travers la paroi musculaire dans la cavité ventriculaire. Cette manœuvre ne présente aucune difficulté ; l'organe fuit parfois sous la pression de la pipette, il suffit alors de le maintenir légèrement avec la main en évitant de toucher à la surface cautérisée et à l'effilure de la pipette.
Dès que la pipette a pénétré dans la cavité ventriculaire, le sang monte dans l'effilure; aspirez pour emplir la pipette; retirez-la et fermez immédiatement ou après les opérations nécessaires (ensemencement, examen, etc.).
On peut facilement recommencer l'opération et remplir une seconde ou plusieurs autres pipettes, suivant l'espèce et la taille du sujet; on suivra alors la voie déjà frayée après une nouvelle cautérisation à la baguette de verre, si l'opération est faite immédiatement après le première. Dans le cas où la nouvelle opération ne serait faite qu'au bout d'un certain temps, il est préférable de puiser dans le ventricule encore intact.
4. Rate. — Détachez entièrement la rate ; saisisscz la entre l'extrémité du pouce et de deux ou
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trois doigts de la main gauche, laissant saillir audessus de ces doigts une des extrémités de l'organe. Cautérisez cette extrémité avec la baguette en verre, enfoncez la pipette ouverte et flambée dans la profondeur de Forgane, en ayant soin de ne pas perforer la capsule ailleurs qu'au point d'introduction, et aspirez fortement en même temps que des doigts de la main gaiiclie, vous presserez doucement l'organe, de façon à faire monter la pulpe dans la pipette. 11 va sans dire que la pression exercée sur la rate, par les doigts de la main gauche, devra varier avec le plus ou moins de densité de la pulpe. Il est dos cas, le charbon par exemple, où l'organe est d'une friabilité telle que tout, son contenu peut être aspiré sans effort dans la pipette et oii une pression intempestive risquerait d'amener une rupture de l'organe, et par suite la non-réussite absolue de l'opération.
L'opération est assez délicate, mais un très court apprentissage permettra d'arriver à d'excellents résultats.
b. Ganglions. — Les ganglions seront traités comme la rate; cautérisation d'un point de la surface avec la baguette de verre; maintien de l'organe entre le bout des doigts de la main gauche, aspiration avec la [)ipette aidée par la pression exercée sur l'organe par ces doigts, etc.
fi. Moelle des os. — Brisez un os long, perpendiculairement à sa surface, do manière à découvrir le canal médullaire. Cautérisez la surface de section avec la baguette de verre; faites pénétrer profondément la pipette ouvoi-te et llainbée dans le canal médullaire et aspirez.
7. Voie. — L'organe restant on |)!ace ou élant détaché, cautérisez sa surface, enfoncez la pipette ouverte et flambée, dans l'épaisseur du jiarcnchymc et aspirez.
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8. Substance NERVEUSE. — 1° Moelle. — Le cordon médullaire étant mis à nu, incisez les méninges de façon à découvrir la substance nerveuse, cautérisez directement cette substance avec la baguette de verre et aspirez dans la pipette enfoncée obliquement au centre de cette substance.
2° Bulbe. — Le procédé est exactement le même, on opérera sur le plancher du quatrième A'entricule ou sur la surface des olives.
9. Urine. — Liez l'urèthre ; cautérisez la surface de la vessie et aspirez dans la pipette plongée dans la cavité vésicale au niveau de la surface cautérisée.
Ces exemples sappliquant aux prises les plus ordinaires de matières organiques dicteront la conduite à tenir dans les casque nous ne décrivons pas ici, conduite qu'il sera toujours facile d'imaginer quand on connaît les principes généraux qui doivent servir de guides.
D. CONSERVATION DE PIÈCES PATHOLOGIQUES
Il est souvent nécessaire de conserver des pièces pathologiques. Tantôt il s'agit de liquide ou de pulpes pris sur l'animal vivant ou sur le cadavre, et dont on ajourne les inoculations, les cultures, les examens à une époque ultérieure plusou moins éloignée (comme cela a lieu dans une expédition scientifique où l'installation indispensable fait défaut sur les lieux); tantôt, ne pouvant examiner soi-même ces liquides ou ces pulpes, on veut en faire 1 envoi à quelque itorsoune plus compétente ; tantôt cnlin on désire garder pour des expériences futures soit de la semence, soit de la matière d'inoculation.
CONSERVATION DE PIÈCES PATHOLOGIQUES
Il arrive encore journellement qu'après une autopsie on désire conserver pour des coupes liistologiques ultérieures des fragments d'organes.
Un mot de la technique de ces petites opérations, qu'il est indispensable de bien savoir pratiquer, est donc nécessaire.
1. Les liquides elles pulpes peuvent être conservés dans les pipettes mômes où ils ont été recueillis : cela se fait journellement dans les lal)o ratoires. La- pipette remplie est fermée à son extrémité effilée et munie d'une étiquette indiquant la nature de la matière qu'elle contient; elle est déposée, reflilure en bas, dans un tube à essai garni de coton dans sa partie profonde, de manière à préserver i'effilure de tout choc.
Mais lorsqu'il s'agit d'un envoi ou de la conservation d'une matière qui perd ses propriétés virulentes au contact de l'air, il faut agir différemment. Voici deux procédés utiles dans ces circonstances.
((. L'eflilure de la pipette étant remplie à une hauteur plus ou moins grande de la substance donnée, on ferme son extrémité inférieure, puis liMiant cette offikirc horizontalement ou obliquement au-dessus de la lampe à alcool on dirige la flamme de celle-ci de telle façon qu'elle fonde le verre en un point voisin du niveau supérieur de la substance remieillie, mais au-dessous de ce point : la séparation se fera donc de telle sorte que le [letit tube constitué par I'effilure sera entièrement rrmpli par la substamie à conserver, et qu'il n'y restera ]>as trace d'air lii)r(!. Le petit tube sera déposi'; alors dans un liibe à essai garni d<^ colon il ses deux r'xtrémit(;s et porteur d'une éti(]ui'tlc; indiquant la substance contenue dans le petit tube.
La pipette Pasteur telle que la leprésente \<i figure 2, c'est-à-dire étranglée en un point H audessous du tampon d'ouate, convient à merveille
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pour la conservation, à l'abri de l'air, d'une quantité plus forte de substance, surtout quand cette récolte est destinée à un envoi.
On remplit la pipette jusqu'en B; on fond le verre en B, puis on le fond au niveau du col de la pipette là où commence l'effilure. Il ne reste pas d'air ou seulement une trace qui sera bientôt absorbée. On a ainsi un tube résistant qui peut être mis dans une boîte garnie de coton et expédié sans aucun risque.
2. La conservation des fragments d'organes pour coupes se fait dans l'alcool absolu, d'après une technique très connue en histologie : l'essentiel est que les fragments soient de petites dimensions, un centimètre carré au plus.
E. DÉSINFECTION DES CADAVRES
L'autopsie terminée, il faut faire disparaître le cadavre ou du moins écarter tout danger provenant de sa virulence. Pour cela,' plongez-le dans une solution de sulfate de cuivre à 5 0/0, ou dans l'acide sulfurique d'après le procédé Aimé Girard (l'acide est conservé dans des vases en plomb). On peut encore brûler le cadavre dans un petit four crématoire.
CHAPITRE V
TECHNIQUE GÉ.\ÉRALE DES CULTURES
A. CcLTUBE DES MICBODBS AÉROBIES.
I. Culture dans les milieux liquides : culluic dans les bouillons, le lait, etc.
II. Culture dans les milieux solides transparents et demi-transparents : gélatine, gélose, sérum.
[II. Culture sur milieux opaques: punîmes déterre. IV. Culture en plaques.
B. CoLTURE DES siicnoriES ANAÊnoniES : Culture dans les bouillons, le lait etc., sur gélatine, sur gélose, sur pommes de terre, en plaques.
Les cultures se font tantôt en présence do l'air, tantôt il l'abri de l'air, soit dans le vide, soit en yirésence d'un gaz inerte.
Le premier procédé convient aux microbes aérobies, le deuxième aux microbes absolument ou facultativement anaérobics.
Nous décrirons donc successivement :
A. La culture di'n microbes (icrobics :
n. Iai culture des microbes aiKulrobies.
A. CULTURE DES MICROBES AÉROBIES
Les niilioux de culture employés sont, ainsi ([ue nous rav(ms dit ailleurs, //V/ii/i/t.s ou solides, et les
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milieux solides sont eux-mêmes transparents, demitransparents, opaques. Nous aurons donc à traiter successivement de la culture sur ces différents milieux.
Mais avant d'aborder notre sujet, disons un mot de l'emploi de deux appareils qui sont les instruments essentiels de la pratique des cultures : la pipette Pasteur et le fil de platine.
Pipettes Pasteur. — Nous avons indiqué ailleurs (V. chap. II) ce qu'était la pipette Pasteur, comment on la construisait, comment on la stérilisait à l'intérieur : nous avons dit aussi dans une autre partie (V. chap. IV) quelles précautions on devait observer quand on se sert de cet appareil. Une rapide redite à ce sujet ne saurait cependant être inutile.
Pour faire usage de la pipette, préparez-la de façon suivante : prenez un de ces petits appareils préalablement flambés dans le four Pasteur; détachez-en la pointe (1) en laissant à reflilure une longueur variable : lorsque la pipette doit être portée dans un vase à culture, matras ou tube, l'effilure doit rester assez longue. Flambez la surface extérieure de l'effilure sur la lampe à alcool, de façon à y détruire tous les germes atmosphériques qui s'y sont déposés pendant l'exposition à l'air; la pipette est alors prête pour Tusage voulu.
Fils de platine. — On doit avoir des fils de platine dedifl'ércnts diamètres, et il est indispensable d'en posséder dont lextrémité libre soit aplatie à la façon d'une petite palette (fig. 22 et 22 his).
Les fils de platine doivent être d'une longueur supérieure à celle dos tubes à essai; ils sont mon-
(1) On détaclie 1» pointe d'une pipette soit .ivec le doigt ilirectcment, soit apn\s :noii- marqué un trait de lime à l'endroit choisi pour la coupure.
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tés sur le petit appareil connu en histologie sous le nom de porteaiguille, appareil dont la garniture en cuivre permet de variera volonté la longueur du 111 qu'elle engaine, et assure la fixité parfaite de celui-ci.
Les Allemands montent ordinairement les fils de platine sur une baguette de verre plein, et cette monture se fait cxtemporanément.
Nous ne la conseillons pas, car il est impossible avec elle de varier la longueur du fil; la fixité est moins grande; et la pratique du flambage fait à tout instant éclater Textrémité du verre dans laquelle s'enchâsse le fil de platine.
Lorsqu'on doit se servir du fil de platine, on commence par le stériliser, ce qui se fait en le portant au rouge dans toute son étendue sur la flamme de la lampe à alcool, d'un bec Runsen. etc., et on attend qu'il soit rcfi'oidi, ce qui n'exige, on le sait, que quelques secondes; l'appareil est alors prêt pour l'usage voulu, mais il faut s'en servir dès qu'il est froid, sans délai, soiif^ pcimi de perdre tout le liénélicc de la stérilisation.
En règle absolue, dès que le fil de platine a été mis en usage, il doit être soigneusement sl&rilisé, de façon à ce qu'il no reste à la surface aucune parcelle do substanm virulente.
(■•it:
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I. Culture dans les milieux liquides. Culture dans les bouillons.
Nous ne parlerons dans cet article que de la culture dans les bouillons; ce que nous en dirons sera facilement appliqué, s'il y a lieu, au lait, à Yiiriiie, aux liquides minéraux, etc.
On prend un matras Pasteur contenant un bouillon stérilisé suivant les règles indiquées, et ayant, sans se troubler, supporté l'épreuve d'un séjour prolongé à l'étuve entre 3b° et 40°. La technique générale de la culture qu'on se propose de faire dans ce bouillon comprend deux opérations :
A. L'ensemenceincnl ;
B. La mise à la température voulue.
— A. Ensemencement. Cette opération comporte : a) L'ouverture du matras ;
6) L'ensemencement proprement dit, c'est-àdire l'acte de déposer la semence dans le bouillon; c) La fermeture du matras.
Savoir ouvrir et fermer j^uronent un matras, c'està-dire de façon à n'y introduire aucun germe étranger, est chose essentielle; qu'il s'agisse de porter ou de prélever la semence dans le matras, la manœuvre est identiquement la même; elle exige les mêmes précautions. Nous allons, une fois pour toutes, décrire la manière de l'exécuter.
Pour ouvrir un matras, placez-le dans la paume de la main gauche tenue horizontalement; iîic/me-le de telle façon que son ventre repose dans la paume de cette main, et que son col fasse avec celle-ci un angle de 4b° tout au plus.
Maintenez le matras en position avec le pouce et les doigts de la main gauche. Débouchez-le de la main droite, tenez le iiouchon entre le troisième et le quatrième doigts de la main droite, et, sans chanijer la position du ballon, sans bouger la main
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qui le lient, clïecluez l'opération (ensemencement ou prélèvement de semence).
Pour fermer le malras, rebouchez-le, maintenant toujours et YincHnaifton du. ballon et Vimmobilitéde la main; quand il est bouché, vous pouvez le redresser, mais seulement alors.
En ouvrant et en formant lemalras suivant cette technique, vous éviterez que les poussières atmosphériques ne viennent en souiller le contenu.
]j ensemencement proprement dit consiste, dès que le malras est ouvert, à porter avec la main droite la semence contenue dans une pipette Pasteur ou à l'extrémité d'un fil de platine stérilisé sur le fond du ballon. On dépose en cet endroit rapidement la semence, et on retire aussitôt la pipette ou le fil de platine.
Les malras ensemencés doivent être pourvus tout aussitôt d'une étiquette indiquant la nalure de la culture, sa provenance, et la date de l'opération.
Telle est la technique générale de rensemencemcnt d'un bouillon; nous allons maintenant passer en revue les divers cas qui peuvent se présenter dans la pratique de cet ensemencemont.
1. Ensemencement immédiat des produits recueillis à raulopsic. — Ces produits sont, ainsi que nous l'avons dit (V. ciiap. IV.) recueillis dans des pipettes F'asteur. Dès que la semence est prélevée dans l'organe, sans fermer la pipette, prenez un des malras Pasteur que vous aurez placés à votre portée, disposez-le dans la main gauche, ainsi qu'il a été dit, débouchez-le et portez rapidement FiixIrémiLé de la pipetli: sur le fond. Si la semence est liquidi', une goutte tombera (l'(di(! niènu; en donnant a hi pipette une légère inclinaison; si la semence est plus ('paisse, soufllezà ti'uvers le tampon d'ouate par la grosse extrémitc'; do la pipette, de façon a
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faire tomber une parcelle de cette semence sur le fond du matras.
Dans certains cas (quelques lésions tuberculeuses par exemple), l'ensemensement des pulpes exige certaines précautions préalables; il faut broyer la pulpe pour mettre les bacilles en liberté ; on devra, dans ces cas, renoncer à l'ensemencement immédiat, fermer la pipette, et agir comme nous allons le dire ci-dessous.
2. Ensemencement tardif des produits recueillis à l'autopsie. — Dans ce cas les pipettes ont été fermées et c'est dans leur intérieur qu'il faut aller prélever la semence.
Disposez à votre portée le matras à ensemencer, une pipette B ou un fil de platine. Pi'enez la pipette A qui renferme la semence, enfoncez le tampon d'ouate dans l'intérieur du tube jusqu'à petite distance delà face supérieure delà semence; faites sur le verre, au niveau du milieu du tampon d'ouate un trait de lime circulaire, et coupez en cet endroit la pipette avec le charbon de Berzélius ou une pointe de verre rougie à blanc sur le chalumeau à gaz.
Préparez alors la pipette B, c'est-à-dire brisez son extrémité cflilée et flambez sa surface externe, ou le fil de platine, c'est-à-dire passez-le dans la flamme.
Enlevez le tampon d'ouate de la pipette A que vous venez de couper, flambez son extrémité ouverte (1) et portez la pipette B, ou le fil de platine, dans l'effilure où est contenue la semence.
(I) Celte pratique est fort inii)orlante : elle a pour but ilo détruire tous les geniies qui se sont déposés sur la surface extérieure (le la pipette au niveau du poiut où l'on a l'ait l'ouverturo. Ces germes pourraient souiller l'exti-éiuité de U pipette H ou du fil de platiuesi,au moment où on va les porter dans l'eflilure de la pipette A, CCS instruments ventiient à entrer en contact avec cette surface.
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Si vous faites usage de la pipcltc pour prélever la semence, opérez de la f^çon suivante ; la main gauche tenant la pipette A, aussi inclinée que possible, avec la main droite portez relTilure de la pipette B sur la semence et aspirez.
llejetez aussitôt la pipette A, et, sans déposer la pipette 13, qui restera dans la main droite, saisissez le matras, disposez-le dans la main gauche, ouvrez-le et portez-j- la semence.
Si vous faites usage du fil de j}laiine, il sera commode de placer horizontalement la pipette A débouchée, ouverte et tlambée à son extrémité entre deux des doigts delà main gauche; dans cette même main on disposera le matras, on le déboucliera, et la main droite tenant le fil de platine stérilisé le plongera dans TetTilure de la pipette A, et immédiatement après le portera dans le matras.
Dans certains cas, avons-nous dit, la pulpe doit être broyée avant d'être ensemencée. Cette pratique a pour but de mettre en liberté les microbes emprisonnés dans les tissus. L'opération se fait facilement avec un fil de platine fort, de diamètre un peu inférieur au diamètre intérieur de l'effilurc de la pipette qui contient la semence. On introduit le fil de platine stérilisé et refroidi dans reflilure de cette pipette; coupée, ouverte et flambée, comme nous l'avons dit ; on imjjrinK! au fil de platine des mouvements de rotation, d(! va-et-vient, et lorsqu'on juge ([ue la trituration est suflisante, on procède à l'ensemencement du matras soit avec ce même fil de [)!atine, soit avec une ])ipette (|ii'on plonge dans la substance broyée. Une précaution fort impoi-tante h observer est de laisser l'cxtn'mité du fil de platine cachée dans l'efliiure de la fii[ictte, si on se sert de cet appareil, jusqu'au moment précis cb; rensemencemeut.
■i. Ensemencement de matras à matras. — Dans
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un matras A contenant la culture donnée, prélevez purement avec une" pipette quelques gouttes de liquide.
La manœuvre est simple : nous en avons indiqué, en traitant de la façon d'ouvrir et de fermer purement les matras, les éléments essentiels.
Ouvrez donc purement le matras A ; allez, avec une -pipette bien flambée à l'extérieur, cueillir quelques gouttes du liquide qu'il contient ; fermez le matras A, prenez immédiatement, et sans déposer la pipette (1), le matras Bà ensemencer, ouvrez-le et portez-y une goutte de la semence dont est chargée la pipette.
4. Ensemencement dans un bouillon d'une culture provenant d'un milieu solide. Que la 'culture provienne d'un tube gélatine, de gélose, de sérum, d'une pomme de terre, la technique est la même. Recueillie purement avec un fil de platine, suivant des procédés que nous indiquerons en traitant des cultures sur milieux solides, la parcelle de culture prélevée est portée tout aussitôt dans le matras Pasteur, en observant toutes les précautions de règle.
H. Mise de la culture à la lempcralure voulue. — La température extérieure avec ses variations infinies, ses minima très bas, convient peu au développement cyclique parfait des cultures. Il est donc nécessaire de soumettre celles-ci, quand le milieu de culture ne s'y oppose pas, à une température de 3,") à 40° qui permettra une multiplication régulière, normale et rapide des germes.
L'étuve de M. Pasteur représentée ci-contre
(1) Il arrive parfois qu'uno pipette chargée de semence ne peut être ulilispe immédialenieut, mais seulement après un court délai; ilconviendra dans ce cas de rejeter, eu les laissant écouler de la pipette sur un papier-filtre (que l'on brûlera ensuite) les premières gouttes de la sonuwico ; ou enseineucera ensuite sans crainte.
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l'i». 2:). — F'Uuvo Pastoiir.
aux tompéraluros jusqu'à -f- 4:;". C'est une étiivi; en bois, avec doultlo i>ar()i, doiilile porte vitréi',
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chauffée par la vapeur d'eau circulant à la partie inférieure de l'étuve, ce qui permet d'obtenir des températures différentes d'environ 2" par étage, allant en décj'oissant vers la partie supérieure de l'étuve. L'appareil de chauffage est en cuivre brasé et est muni d'un régulateur.
Les matras ensemencés seront donc placés dans l'étuve Pasteur; on choisira l'étage qui convient le mieux à la température cherchée ; un thermomètre devra toujours, à cet effet, être placé à chaque étage.
Pour certaines expériences (et nous citerons ici l'atténuation des virus, la recherche du degré de résistance à la chaleur etc.) il est de toute nécessité d'avoir des étuves avec régulateur permettant de lixer la température, d'une façon invariable pendant un temps indéfini. Cette condition est entièrement réalisée par l'appareil de M. le D"' d'Arsonval représenté ci-contre et que nous allons sommairement décrire, tel que l'ont fait les dernières modifications que l'auteur a apportées à sa construction (fig. 24).
L'appareil à double paroi se compose d'un cylindre vertical terminé par deux cônes. L'étuve s'ouvre par une porte latérale, et est divisée par une tablette en deux étages indépendants. Le cône inférieur porte le régulateur entièrement métallique et les deux brûleurs munis chacun d'un robinet d'arrêt. Le cône supérieur porte à son sommet la douille par laquelle se fait remplissage.
L'espace annulaire qui existe entre les deux corps de Tétuve est rempli d'eau.
Cette eau est cluiuflee parla flamme des brûleurs qui s'engage dans des tubes traversant le liquide, mode de chauffage analogue à celui d'une chaudière tubulaire.
Pour mettre Tappareil en marche, on verse par
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la douille centrale située au sommet du cône supérieur, de l'eau bouillie récemment, c'est-à-dire privée d'air. On allume les brûleurs.
Quand on veut Oxer une température, il suffit de boucher cette douille avec le bouchon qui porte un tube de verre vertical ; ce réglage est fait une fois pour toutes pour une température déterminée. Si on éteint Tétuve, elle retombera exactement au même point quand on la rallumera : l'appareil par sa construction métallique est indéréglable.
Lors donc que l'on voudra faire agir sur une culture en milieu liquide une température fixe et devant être maintenue telle pendant un temps déterminé, on placera le matras qui contient la culture dans l'étuve de d'Arsonval (l'I.
II. Culture dans les milieux solides transparents et demi-transparents.
Ces milieux sont, ainsi qu'on le sait, la gélatine, la gélose (simple ou additionnée de glycérine, glycose, dextrine, etc.) et le sérum.
La culture dans l'un quelconque de ces milieux comprend deux opérations :
1° L'ensemencement du milieu;
2° La mise à la température voulue.
La gélatine, la gélose et le sérum sont renfermés, pour la culture, dans des tubes d'essai bouchés à l'ouate.
(I) Les objets phieés dans des étuves (Pasteur, d'ArsonvaL etc.) à air ne se mettent que très lentement eu cquililire de température avec I air ambiant. C'est un inconvénient grave, lorsqu'on veut préparer des vaccins, étudier l'intlucnce d'une température donnée pendant un temps long sur tel ou tel microbe. Il faut alors ou employer des ballons séjournant depuis plusieurs jours à la température déterminée, on, ce qui vaut mieux, les plongera demi dans l'eau d'une étuve à eau munie d'un régulateur quelconque (Schlésing, Uoux, etc.).
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Ensemenri'v un de ces lubes comprend dois phases :
(i) L'ouvcrlurc du tube;
h) L'ensemencement proprement dit, ou inoculation, c'est-à-dire l'acte do déposer la semence dans Tépaisscur ou à la surl'ace du milieu ;
c) la fermeture du tube.
Indiquons tout d"abord, et en tète de cet article, la manière d'ouvrir et de fermer un tube de culture jmrrmeni, c'est-à-dire de façon à n'y introduire aucun germe étranger. Qu'il s'agisse d'un tube de gélatine, de gélose ou de sérum ; qu'il s'agisse de porter la semence dans le tube ou de l'y prélever, la technique est la même : en l'exposant ici nous éviterons des redites incessantes.
VouT ouvrir purement un tube de culture, placezle entre le pouce et l'index gauche, le pouce en dessus, l'index en-dessous; donnez-lui entre ces deux doigts une position ou horizontale ou à peine inclinée (t); enlevez le bouchon d'ouate, en lui imprimant un mouvement de torsion, avec la main droite, et placez-le entre deux des doigts de la main gauche.
Dés qu'il est débouché le tube doit rester immobile dans la main qui le tient, et celle-ci doit pendant tonte l'opération, quelle qu'elle soit, garder une position invariable. On évitera, en suivant strictement ces règles, que les germes atmosphériques ne viennent souiller la surface du milieu de 'cullui'o.
Pour fermer le tiUie, replacez le bouciiou et seulement alors redressez le tube; chaufTez ensuite fortement les ])ar()is du tube au niveau du liuupon
(I) lo cas tout particulier oii l'opcrulioii porlo sur un tulie
«le gcliitiiio li(|iii'fino il vu sans dire que hi position à clonniM- no peut i"lr<! l'horizontale. On se bornera à placi;r li' Inhe il.iin une- position aussi peu inclinée (pin possible.
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d'ouate sur la flainmc de la lampe à alcool, en ayant soin de ne pas carboniser l'ouate ; ce flambage détruira tous les germes dont le tampon ouaté aurait pu se charger pendant son exposition à l'air. Enfin pour préserver l'ouate de toute souillure ultérieure, pour éviter l'évaporation, coiffez le tube du manchon de papier filtre dont il était pourvu avant l'opération, ou d'un capuchon de caoutchouc : cette dernière pratique doit être préférée quand il s'agit de cultures qu'on veut garder longtemps.
CULTURES SUR LA GELATINE
La gélatine est répartie dans les tubes d'essai de deux façons, ainsi riue nous l'avons dit ailleurs.
(«) Elle forme un cylindre remplissant exactement le tiers inférieur du tube;
{b) Elle est étalée en couche oblique reposant sur une seule paroi, et allant en s'amincissant vers la partie supérieure du tube.
Nous désignerons, par ellipse, les tubes do la première catégorie sous le nom de tubes droits, ceux de la deuxième sous le nom de tubes obliques.
Les tubes droits seront ensemencés par piqûre; les tubes obliques seront ensemencés par strie.
Ensemencement de la gélatlne par piqûre. — 1° Technique générale. — Le tube de gélatine étant ouvert avec toutes les précautions de règle, portez avec la main droite le fil de platine stérilisé et chargé de la semence à son extrémité dans l'intérieur du tube, cl piquez-le droit dans l'axe du cylindre gélatineux, en ayant soin de le pousser jusqu'au fond du lube; cecifait, retirez doucement le fil de platine, et fermez le tube.
2° Technique des divers ensemencemenis pur piqûre dans lu gélatine. — Comme nous l'avons fait pour
CULTURE nES MICROBES AÉROBIES.
les eiisemenceraeuLs dans les milieux li(|iii(les, nous allons passer rapidement en revue les cas divers qui se présentent dans la pratique des ensemencements par piqûre.
1. Ensi'menccinenl des produilsremeiUh a l' autopsie. — Ces produits sont contenus dans des pipettes fermées., rensemencemcnt immédiat et direct avec la pipette iv'étant pas possible ici comme il l'était pour les malras.
L'opération comprend deux temps : on va d'abord, suivant la technique que nous avons exposée ailleurs, cueillir avec le fil de platine stérilisé, la semence dans la pipette ouverte e{, flambée à son extrémité ; })uis on porte par piqûre cette semence dans le tube de yélatine.
2. Ensemencement d'une culture 'provenant d'un milieu liquide. — Ouvrez purement le matras qui contient la culture; avec le fil de platine stériiisé allez cueillir une goutte de liquide, et piquez-la dans le tube de gélatine.
3. Ensemencement d'une culture provenant d'un milieu solide transparent ou denii-o-pnque. — La technique est la même, que le tube où l'on va puiser la semence soit un tube de gélatine, de gélose ou de sérum, et qu'il contienne ces milieux nutritifs sous forme de cylindre droit ou sous forme de couche oblique.
Placez les deux tubes, le tube qui porte la culture et le tui)i! à ensemencer, côte à côte entre le pouce et l'index gauches, le pouce étant en dessus et donnez-leur une position exactemcid liorizontale, ou très légèrement inclinée, liulevez les bouclions d'ouatt; de l'un cL l'autre tube, et posez-les cnliv les doigts libres do la main gauciu! dans le même intervalle ou à, des intervalles difr(''r(Mi ts. Av(!c Taiguille de platine sié'iilisée, allez puisfi- la cullure dans le lubc ensemencé, et pi(iuez-la ininié-
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diatement dans Tautre tube. Achevez l'opération en fermant aussitôt les deux tubes.
Un cas particulier est celui où la semence doit être puisée dans un tube de gélatine liquéfiée; il faudra dans ce cas donner aux deux tubes disposés entre le pouce et l'index gauches, non plus la position horizontale que la liquéfaction de l'un d'eux rend impossible, mais une position aussi voisine qu'il se pourra de V horizontale.
L'opération se fera d'ailleurs, sauf cette modilication, comme nous l'avons indiqué ci-dessus.
4. Ensemencement d'une culture provenant d'un milieu opaque. ■ — Allez prendre purement (nous dirons plus tard de quelle façon) sur la pomme de terre, etc., une parcelle de semence, à l'aide du lit de platine stérilisé, et piquez-la dans la gélatine.
Ensemencement de la gélatine par strie. — En règle générale, pour réussir un ensemencement par strie, il faut choisir de la gélatine fraîchement préparée. La gélatine ancienne s"écaille sous la pointe du 111 de platine ou sous la friction de la palette de platine et le résultat obtenu est défectueux. Cette règle s'applique également à la gélose.
i° Technique générale. — Le tube étant ouvert, introduisez le fil ou la palette de platine chargés de la semence, et promenez-en doucement l'extrémité sur la surface de la gélatine de la profondeur du tube vers l'ouverture. La strie peut se faire aussi à l'aide de la pipette chargée de semence liquide, et dont on promène doucement l'extrémité finement effilée sur la surface gélatineuse : une goutte de semence se dépose en traînée.
2° Des divers ensemencements par strie sur la gélatine. — Ce serait une redite inutile que de décrire ici l'ensemencement par strie sur la gélatine des
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produits recueillis à l'autopsie dans des pipettes, des cultures provenant de milieux solides, transparents, demi-opaques et opaques. La technique spéciale est la même en tout point que dans le cas d"eiisemencenient par piqûre, et nous prions le lecteur de s'y reporter. Seul le mode d'inoculation diffère : le fil de platine porteur de la semence est promené sur la surface de la gélatine, au lieu d'être piqué dans son épaisseur.
Pour les produits en provenance de milieux de culture liquides ou liquélîés (gélatine liquéliée) nous conseillons de rejeter le fil de platine et de jirocéder avec la pipette de la façon suivante : effilez très finement sur la lampe à alcool l'extrëmil'': d'une pipette, de façon à la terminer par un tube capillaire dont vous briserez la pointe. Allez cueillirpurement avec cette pipette, dans le matras de bouillon ou dans le tube de gélatine liquéfiée, quelques gouttes du iiquidede culture ; introduisez la pipette dans le tube de gélatine, et promenez son extrémité sur la surface de la gélatine : b' liquide s'y déposera en fine traînée.
Ce procédé éh'gant nous conduit à parler d'une méthode générale de transplantation des cultures en provenance d'un milieu solide, quel qu'il soit (gélatine, gélose, sérum, pomme de terre) sur un nouveau milieu solide quel qu'il soit.
Le procédé que nous avons décrit pour transporter sur la gélatine une culture sur milieu solide eu provenance de la gélatine, do la gélose, (lu sih'um, de la pomme de terre, se résume en ceci : aller avec un fil de platine recueillir la semence sur le milieu solide, et la pi(|ucr dans le cylindre gélatineux, ou la déposer en traînée sur la surface (HaliM; de la gélal inc avec ce lil de plal inc.
Ce procédé est bon et correct, mais il i)réseiile le
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léger inconvénient que voici : la semence fait une traînée cvpparente sur le nouveau milieu, etl'observation de son développement s'en trouve gênée.
Pour éviter cet inconvénient, qui se reproduit avec la gélose, le sérum et la pomme de terre comme avec la gélatine, procédez de la façon suivante :
Recueillez avec un fil de platine stérilisé la semence sur le milieu solide; portez-la dans une pipette stérile A que vous aurez remplie de bouillon stérile et qui, pour recevoir la semence, sera coupée, ouverte et flambée comme il a été dit bien des fois. Répandez la semence dans le bouillon en agitant le liquide civec le fil de platine.
Retirez alors le fil de platine qui ne porte plus aucune parcelle compacte de semence à la surface, mais est seulement mouillé par le bouillon ensemencé, et piquez-le dans le tube de gélatine droit qui doit être (.'nsemencé.
Si l'opération doit porter sur la gélatine, lagélose, le sérum à surface obliquement étalée ou sur la pomme de terre, introduisez dans la pipette A où la semence vient d'être, délayée une pipette B finement effilée à son extrémité; cueillez quelques gouttes du liquide de A et portez la pipette B dans le tube de gélatine, gélose ou sérum, ou sur la pomme de terre; la pipette promenée à la surface de ces milieux y déposera le liquide d ensemencement en fine traînée.
Cette manœuvre, qui est infiniment moins compliquée que la description ne le laisserait supposer, donnera avec un peu d'adresse et d'habitude d'excellents résultais : la semence étant déposée sous forme insensible à la surface du milieu de culture, son développement sera aussi facile qu'intéressant à suivre
Les cultures sur gélatine, précieuses parce
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qu'elles pormetlent d'observer des l'onaos de développement souvent caractéristiques, ont l'iiicouvonient de ne pouvoir être portées à l'éluve, où elles se liquéOent ; elles seront donc laissées à la température atmosphérique, et placées soit dans des vases garnis de coton au fond, soit dans des supports en bois.
CULTL'RES SUR LA 'gÉLOSE.
La gélose est, ainsi que nous l'avons dit, répartie dans les tubes à essai soit en cylindre plein, soit, et plutôt, en plaque étalée. Tout ce que nous avons dit sur l'ensemenceraent des tubes de gélatine par piqûre et par strie, sur la manière iVouvrir et de fermer purement les tubes, d'y transporter la semence de provenances diverses s'applique absolument aux cultures sur la gélose : il est donc inutile de répéter ici l'article précédent.
Les cultures sur gélose seront mises à l'éluve l'astcur, ou à l'étuvc d'Arsonval suivant le cas.
CULTURES SUR SKRUM.
^'ous pouvons dire de la culture sur le sérum ce que nous disions de la culture sur la gélose, c'cst-à-dir(; renvoyer le lecteur jjour la pratique de ces cultures à notre article sur la gélatine.
Ajoutons seulement que le sérum ne se cultive (jue sous forme étalée; son peu do transparence en ferait un milieu imijroprc à l'observation du développement des cultures, s'il était réparti dans les tubes en cylindre plein.
III. Cultures sur milieux opaques
Ce mode de culture comprend la culture sur
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pomme de terre, etc. Nous ne parlerons ici que de la culture sur pomme de terre : on appliquera aux autres milieux opaques tout ce que nous dirons de la pomme de terre.
On doit, nous l'avons dit au chapitre IV, cultiver la pomme de terre suivant deux procédés.
i° Enpelits cristallisoirs clos, suivant la méthode de Koch modifiée;
2° En tubes d'essai', d'après la méthode de Roux.
■1° Culture en cristallisoirs clos. — La technique générale diffère très légèrement suivant que le cristallisoir est ou non muni d'une ouverture latérale.
ajCrislaUisoirs sans ouverture latérale. — Soulevez obliquement, et très peu, le couvercle du cristallisoir; portez la pipette ou le fil de platiue chargés de la semence sur la surface de la pomme de terre et déposez, en traçant des stries superficielles, la semence sur cette surface. Replacez le couvercle, et portez l'appareil à l'étuve.
6) Cristallisoirs à ouverture latérale. — Enlevez le tampon d'ouate qui garnit rouverture ; glissez par l'orifice la pipette ou le fil de platiue portant la semence, et déposez cette semence en stries sur la pomme de terre; replacez le tampon d'ouate après l'avoir passé rapidement dans la tlamme, et portez l'appareil à l'étuve.
Nous conseillons d'employer la pipette k extrémité finement effilée pour l'ensemencement des pommes de terre aussi souvent qu'il sera possible de le faire. Avec la pipette on portera directement sur la pomme de Icrre les cultures provenant de milieux liquides ou liquéfiés: on y portera aussi suivant la métiiode générale que nous avons exposée ci-dessus tous les produits de culture en provenance de milieux solides.
Le (il de platine et surtout la palette de platine
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seront employés à défaut de la pipette, et dans les circonstances où celle-ci est inutilisable; ils remplissent d'ailleurs parfaitement le but.
■2° MÉTHODE DE RoL S. — Daus les tubes contenant une tranche de pomme de terre, tubes dont la forme et la préparation ont été décrites ailleurs, l'ensemencement est d'une extrême facilité, et se fait eomme dans tin tube de gélatine ou de gélose.
Ouvrez le tube qui contient la pomme de terre avec les précautions d'usage, c'est-à-dire en lui donnant une inclinaison telle que les germes atmosphériques ne puissent y tomber. Portez la semence contenue dans une pipette finement el'fdée, ou à l'extrémité d'un fil de platine, sur la surface de la pomme de terre, et déposez-la en traçant quelques stries superficielles.
Rebouchez le tube, flambez le verre au niveau du tampon d'ouate, couvrez l'extrémité d'un capuchon de papier filtre ou de caoutchouc, et portez à l'étuve.
Tel est ce procédé qui fait de la culture sur pomme de terre, autrefois si compliquée, si peu sûre, un procédé qui égale en simplicité et en sûreté laculturc surmilieux transparents.
rv. Cultures sur plaques.
Nous allons décrire ici un procédé tout spécial, imaginé parKoch, et ([ui, malgré quelcjucs imperfections, rend les plus grands services.
La culture sur plaques se fait soit dans la gélatine pure, soit dans la gélatine additionnée d'une petite quantité de gélose, ce (|ui rend le milieu plus rapidement solidifiable, et moins racilcnient liquéfiahlc aux hautes températures de l'iHé.
Le principe général de la iiiétiiode est le suivant :
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On répand dans une faible quantité de gélatine (ou de gélatine-gélose) liquéfiée un nombre de germes aussi faible que possible. Puis on fait solidifier le milieu en l'étalant sur une surface plane. Les germes se difi'usent et se développent, chacun isolément, là où ils ont été emprisonnés par la solidification.
La culture sur plaques se prête admirablement à trois opérations :
1° Isolement des divers germes contenus dans un milieu quelconque : eau, sol, matières fécales, tissus, etc.
2° Purification d'une culture impure par la séparation des espèces microbiennes qu'elle contient.
3° Élude de la forme que prend la colonie pure de tel ou tel microbe; cette forme est parfois caractéristique pour un microbe (fièvre typhoïde, choléra, etc.).
Nous décrirons :
A. Le procédé classique de Koch ;
B. Une modification de ce procédé, qui dans certains cas peut remplacer avec avantage la méthode un peu compliquée de Koch (méthode d'Esmarch) ;
G. Enfin un excellent procédé dû à Roux, procédé dont l'indicaLion a été donnée par lui dans les Annales de l'Institut Pasteur (1887, p. 2o).
A. Cultures sur plaques par la méthode de koch.
Nous exposerons ceprocédé en supprimant tout ce qui n'est pas essentiel, et constitue une surcharge d'apjiareils inutile. Les instruments nécessaires sont :
1" Un triangle en bois à vis calantes (fig. 25) ;
2" Un niveau à bulle d'air;
3" Une large iilaquc de verre ;
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4° Des petits bancs en verre (lig. 26) ; o" Des plaques de verre stérilisées et contenues jusqu'au moment où elles devront être mises en
Fig. ià. — Ti'iaugle eu bois ;i vis calantes.
usage dans une boite on tôle stérilisée ; n.ous avons décrit ailleurs cette partie de l'appareil et sa stérilisation (voyez cbap. Il);
l'"ig. 'Ji;. — l'ptit biiiic 011 voi-ro.
6" Une cloclip en verre composée de deux partics : a) un cristalUsoir l'ccouvert par, b) un couvercle de môme forme, pins grand et portant sur sa face supérieure un boulon de verre ((ig. 27).
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Pour mieux faire saisir l'économie générale de l'opération nous choisirons un exemple :
On a dans un tube de gélatine, dans un matras, une culture impure contenant un grand nombre degermes difTérenls, ou bien encore on vient d'ensemencer un tube de gélatine, un matras avec une goutte, une parcelle d'une substance qu'on sait chargée d'une quantité de germes divers (eau, terre, matières l'écales, etc.).
Fig. 27. — Cloche formant chambre humide.
11 s'agit de trier ces germes, de les isoler, d'en faire, en un mot, la culture sur plaques.
L'opérateur commence par se laver et broker soigneusement les mains, qu'il trempe ensuite dans la solution de sublimé à un millième.
Il lave ensuite, dans la même solution, la plaque de verre (3), dispose cette plaque sur le triangle à vis calantes (1) et établitl'appareil dans l'horizontalité parfaite à l'aide du niveau à bulle d'air (2) ; il suffit pour cela de visser et dévisser les vis calantes, jusqu'à ce que le résultat soit obtenu.
11 faut alors préparer la cloche (6), en faire, suivant l'expression connue, une chambre humide aseptique et aniiscpiiquc. .A cet elTet les deux parties
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qui la composent ayant été d'abord soigneusement nettoyées, on place dans le cristallisoir inférieur une feuille de papier filtre taillée en rond, et d'un diamètre un peu moindre que le diamètre intérieur de ce cristallisoir. On verse dans chacune des deux parties de la cloclie une solution de sublimé à 1 p. 1000; on la promène sur toute la surface intérieure du cristallisoir ; on vide complètement le cristallisoir supérieur, mais on ne fait écouler qu'en partie la solution désinfectante du cristallisoir inférieur; on y laisse la quantité nécessaire pour tenir le papier filtre humide. On ferme la cloche, et on la place sur la plaque de verre.
On dispose alors à portée, dans un récipient rempli de sublimé au millième, trois bancs de verre, et aussi dans ce même récipient trois bandes de papier filtre de la largeur et de la longueur des bancs de verre ; on numérote I. II. III. ces bandes de papier.
On place encore à portée la boite en tôle contenant les plaques de verre stérilisées, une lampe à alcool, un fil de platine fort, et des pipettes.
On prend alors trois tubes de gélatine l'ajblement remplis ; en hiver onse servira de gélat ine pure ; en été on prendra de la gélatine additionnée de gélose.
On porte ces tubes a l'éluve ou dans un bainraarie pour les liquéfier.
Le contenu du tube 0 qui renferme la culture dont les germes doivent cire isolds sera lui-même rendu liquide de la môme façon, s'il ne l'est déjà.
On saisit alors le tube 0; on le place entre le pouce et l'index de la main gauche côte à côte avec un des tubes de gélatine fondue à l'étuvc ou au bain-marie. On débouche l'un et l'autre tube; avec une pipette stérilisée (1), et dont refliiure vient
(I) La pipetto mous parait remplacer avaiila;,'iMis('riii'iLl li' 111 ilc plaliae fin, lermiiu' on anneau, ipic les Allemamls oTii[iliii('nl clans le même bul.
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d'être passée dans la flamme de la lampe à alcool on aspire un peu du liquide du tube 0, et on eu porte une goutte dans un des tubes de gélatine. Ce tube sera immédiatement bouché et marqué I. On l'agitera légèrement pour répartir la semence dans toute l'épaisseur de la gélatine.
Si la culture impure est contenue dans un matras, l'opération est aussi simple: avec la pipette on prélève un peu du liquide du malras et on en reporte une goutte dans le tube de gélatine I.
Dans ce tube I on prélève avec une nouvelle pipette un peu de liquide, dont on laisse par le même procédé tomber une goutte dans le second tube de gélatine liquéfiée; on marque ce tube II; on le bouche ainsi que le tube I et on répand la semence dans son contenu en agitant légèrement. Du tube II on porte par la même manœuvre avec une nouvelle pipette une goutte dans le troisième tube de gélatine : tube 111.
On doit veiller à ce que les tubes I. II. III. restent toujours en état de liquéfaction jusqu'au moment où on lej verse sur les plaques de verre : il est bon de les plonger dans un bain-marie tiède, s'ils ont delà tendance ii la solidification.
On place alors dans le cristallisoir inférieur de la cloche, sur le papier filtre humide, un banc de verre qu'on relire à cet instant de la solution de sublimé où il était plongé, qu'on laisse égouttor une seconde, et (]u'on recouvre du jiapier-filtre I. On referme aussitôt la cloche.
On couche la hoîte de tôle, contenant les plaques, horizontalement sur le bord d'une table ; on retire le couvercle; un saisit une plaque avec une pince flambée et on la pose dans la cloche sur le banc de verre I, perpendiculairement à la direction de celui-ci.
On fait maintenir par un aide le couvercle de la
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cloche au-dessus, et à aussi petite dislance que la manœuvre le permet, du cristallisoir inférieur. On débouche le tube 1; on en verse le contenu, ou une partie du contenu, suivant la dimension de la plaque de verre, sur ccdle-ci ; alors avec un (il de
Fig. 28. — Appareil dn Kocli pour cultures en plaques. (La cloche demi-ouverte laisse voir à l'intérieur la disposition des plaques sur les petits bancs de verre.)
platine fort, recourbé à angle droit vers sa terminaison, flambé sur la llainnio de la lampe à alcool, et refroidi, on étale la gélatine sur la plaque do verre.
L'aide iiuiintenant toujours le couvercle en bonne position, ou fermant et ouvrant la cloche suivant le i)esoin, on dispose au-dessus do cotte plaque do verre un banc de verre recouvert de son papier-filtre II; les pieds de ce banc de verre reposeront sur le banc sous-jacont. Sur co banc de verre on place perpendiculairement à sa dit eclion
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une deuxième plaque stérilisée, sur laquelle on verse et on étale de même le contenu du tube II.
Enfin on dispose au-dessus de cette plaque II un troisième banc de verre avec son papier-filtre III, et on verse et on étale sur cette plaque le contenu du tube m (fig. 28).
On fait alors fermer la cloche : l'opération est terminée; il ne reste qu'à attendre, pour procéder à l'examen et ix l'ensemencement des colonies, que celle-ci se soient développées.
On devra s'abstenir, avant le moment opportun, de toute ouverture intempestive de la cloche, qui permettrait aux germes aériens de se déposer à la surface des plaques.
En règle générale la plaque I, qui occupe le rang inférieur, est trop chargée de germes, et souvent liquéfiée en totalité ou en partie : les plaques II et III se prêtent mieux à l'examen et à la prise des colonies.
Nous allons maintenant décrire ces deux opérations.
Examen des plaques. — Portez sur la platine du microscope (cette platine doit être large, et tous les microscopes à l'usage bactériologique sont aujourd'hui pourvus d'une telle platine) la culture en plaque. Écartez l'éclairage Abbe, servez-vous du plus petit diaphragme et d'un faible grossissement. Vous apercevrez en faisant passer la plaque sous l'objectif des colonies de formes diverses.
Prélèvement de la colonie. — Si vous voulez cueillir une de ces colonies prenez un fil de platine bien stérilisé, ou de préférence une pipette finement effilée et légèrement recourbée à son extrémité. Nous conseillons plutôt la pipette ainsi préparée, à cause de sa fixité plus grande que celle du fil de platine dont l'extrémité oscille souvent d'une façon gênante. Procédez alors de la façon suivante :
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Si la colonie à cueillir est bien isolée, bien en vue sous l'objectit', allez direclement la cueilliravec le lil de platine ou la pipette en dirigeant la manœuvre de l'œil.
Si la colonie est entourée d'autres colonies à proximité, et par conséquent mal isolée, maintenez l'œil sur le microscope; dirigez par tâtonnement l'extrémité de votre fil de platine ou de votre pipette jusqu'à ce que vous l'aperceviez sous l'objectif au milieu de la colonie choisie. Piquez alors celle-ci, et chargez-en l'extrémité de l'instrument.
Dans l'un et l'autre cas on verra que l'opération a réussi lorsque la colonie aura disparu du champ du microscope et qu'il ne restera plus à sa place qu'une surface de gélatine dissociée.
La colonie enlevée sera immédiatement ou examinée sur lamelle, ou ensemencée dans un tube de gélatine, gélose, etc., etc.
Nous avons dit en commençant cet article que la culture sur plaques permettait d'éludicr la forme que prend la colonie d'une bactérie donnée. Lorsque possédant une culture pure de tel ou tel microbe on désire connaître la forme des colonies de ce microbe sur la gélatine, on procède de la façon que nous avons indiquée, mais il n'est pas nécessaire alors' de faire un aussi grand nombre de plaques : une ou deux suffisent, la première contenant une goutte de la culture originale, la deuxième contenant une goutte du tube d'ensemencement de la première plaque : on aura de cette façon sur l'une et l'autre plaijue des colonies suffisamment isolées.
Clltuuks slr plaques pak la métuodic o'ksma kcu
F.*]3march a proposé de modifier la niétliode de Koch de la façon suivante :
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« Il se sert d'un tube à essai ordinaire stérilisé, renfermant delà gélatine nutritive, et Ijouché par un tampon d'ouate. On liquéfie à une douce chaleur, et on y sème avec un fil de platine ou une pipette stérilisée une trace du liquide à examiner (eau, sang, pus); on replace le tampon de coton et on agite lentement deux ou trois fois de façon à répartir également les germes dans la gélatine. » (Straus, Annales Pasteur, t. I, p. 93.)
On répartit alors uniformément sur la surface interne du tube à essai la gélatine qu'il contient, et on la laisse s'y solidifier en plaçant le tube, horizontalement maintenu, sous le robinet d'eau , froide et en lui imprimant un mouvement rapide.,de rotation : on a alors la plaque enroulée d'Es-*^ march.
« Au bout de quelques jours, suivant la température, on voit apparaître à la face interne du tube lescolonicsbaclériennes, qui se comportent comme celles qu'on observe sur les plaques ordinaires. On peut les examiner à la loupe, ou à un faible grossissement au microscope. Si on veut prélever une parcelle d'une colonie pour l'examiner au microscope ou la semer, on se servira d'une aiguille de platine comme à l'ordinaire; cette recherche peut se faire aussi aisément au microîcape, l'aiguille pouvant être appliquée contre le rebord de l'ouverture du tube, ce qui a l'avantage de donner un point d'appui facilitant la manipulation. »
Le procédé d'Esmarch présente sur celui de Koch l'avantage qu'on peut, sans crainte d'infection de la nappe de gélatine, examiner les colonies, et les cueillir.
Un point défeclueux est la forme droite du tube; on ne saurait en ed'et donner à ce tube une horizontalité parfaite pendant les manœuvres du refroidissement, sous peine de mouiller le tampon
CULTURE DES MICROBES AÉROBIES. 109
d'ouate avec la gélatine et de déterminer d'abord l'adhérence de ce tampon à la surface de la gélatine et plus tard la souillure de celle-ci.
C. Cultures sur plaques par le pnoctiDÉ DE Rou.x
Roux a indiqué un i)rocédé de cultures sur plaques qui a l'avantage de permettre la conservation pure des microbes à évolution très lente, tels que celui de la tuberculose.
Aux plaques il substitue « des tubes de verre longs de 2.ï à 30 centimètres et larges de 2 à 3 centimètres (V. tig. 29). Une petite quantité » de gélatine, de gélatine et gélose ou de gélose glycérinée fsuivant les cas) « est introduite au fond des tubes, que l'on ferme avec un tampon de coton et que l'onslérilise à l'autoclave à il.ï°. Pour les utiliser il suftitde faire fondre la gelée nutritive, et de l'ensemencer alors qu'elle est encore liquide.
« On agite vivement, et on couche le tube sur un ])l;iii iiorizoutal : la gelée nutritive s'étale et se moule sur la paroi inférieure du tube. Elle est ainsi répartie sur une grande surface, et si l'ensomencemenla été convenablement ffiit, les colonies qui se développeront seront parfaitement isolées. La couclie ir~«:) solide doit être mince poiii' que l'on puisse facilement examiner 1rs colonies, au microscope, à travers le verre. Le Inbo est fcnui' avec un capuchon de CMOutciioui-, d il peut rester à l'éluvo, le cas échéant, aussi longtemps ([u'il
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est besoin sans qu'il se dessèche. Il est facile de l'examiner, et même de faire une prise dans une colonie isolée sans avoir à craindre Tintroduclion des germes étrangers de l'air.
« S'il se forme des colonies à la surperficie de la couche nutritive, et s'il est nécessaire de les examiner par leur surface libre, avec un diamant monté sur une tige rigide, on fait un trait sur la paroi intérieure du tube de chaque côté et parallèlement à la surface de la gelée nutritive; on sépare ainsi le tube en deux demi-cylindres dont l'un contient la culture étalée. Il est facile d'examiner cette gouttière tout comme une plaque sur la platine du microscope. »
B. CULTURE DES MICROBES ANAÈROBIES
Les procédés que nous allons décrire appartiennent exclusivement à l'école française. L'école allemande a ignoré à peu près entièrement, jusqu'ici, la manière de cultiver les anaérobies, ou n'a fait ces cultures que d'une façon peu rigoureuse et peu pratique. Les principaux essais tentés par les Allemands n'ont porté que sur la gélatine.
Koch avait indiqué un procédé de culture sur plaques de gélatine recouverte d'une feuille de mica flambé ; ce procédé, dont il s'était servi dans ses recherches sur le choléra asiatique, avait pour but d'isoler de l'air le milieu de culture.
Hesse et Liborius faisaient leurs ensemencements dans les couches inférieures d'un tube à essai rempli de gélatine (1).
Dans un pareil tube les couches éloignées de la surface aérée peuvent se trouver à l'abri de
(I) V. Duclaiix, Annales de l'institut Pasteur, I. 11, page 334.
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l'oxygèno, et les aiuiérobies peuvent s'y développer.
Mais cette méthode se prête mal « à l'examen, à l'étude, et àla réinoculation des colonies formées, qu'il faut aller péniblement chercher, après avoir cassé le tube, au milieu de la masse gélatineuse qui les contient » (Duclaux, loco citato).
Une autre méthode allemande consiste à « faire rouler sur la paroi intérieure du tube la gélatine ensemencée jusqu'à ce qu'elle y fasse prise, laissant ainsi un vide central qu'on remplit de gélatine stérile » (Duclaux). Cette méthode n'a pas donné à ses auteurs le résultat attendu.
Liborius et Frœnkel ont imaginé un procédé basé sur le remplacement de l'air par un gaz inerte.
Liborius faisait « barboter de l'hydrogène dans le milieu nutritif contenu dans un tube muni d'une effilure latérale, et cela jusqu'à élimination des dernières traces d'air. »
Cet auteur tentait aussi, mais avec assez peu de succès, de cultiver les anaérobies sur plaques dans une atmos{)hère de gaz hydrogène.
La méthode de Frfcnkel est assez simple. « Il se sert d'un simple tube à essai, fermé par un bouchon de caoutchouc par lequel passent deux tubes coudés, un tube d'arrivée, qui s'enfonce jusqu'au fond du tube, et un tube de sortie, qui commence au-dessous du bouchon. Ces deux tubes sont au préalable effilés dans leur partie extérieure et fermés avec des tampons d'ouate. Le tube à essai et Ir milieu nutritif ayant été stérilisés convenablement, on fait yiasscr un courant d'hydrogène obicnu avec du zinc pur et de l'acide sulfuriquc pur, et lavé, de façon à le débarrasser des produits sulfurés arsenicaux et de la petite quantité d'oxygène qu'il pourrait encore contenir.
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Quand l'air est tout à fait chassé, on ferme à \:i lampe en leurs effilures, d'abord le tube de sortie, puis le tube d'entrée, et on étend le liquide gélatinisé sur la paroi du tube » (Duclaux).
Le bouchon de caoutchouc et les tubes de verre doivent être soigneusement stérilisés. Pour éviter la difTusibilité de l'hydrogène qu'on est toujours exposé à voir remplacer par de l'air, Fra3nkel recommande de couvrir le bouchon et l'extrémité du tube de pai^affine.
Seul des auteurs allemands, Grlïber emploie la pompe à air. » Il eflile un tube à essai à environ 15 centimètres du fond, le bouche avec de l'ouate, le stérilise, et y fait arriver au moyen d'un entonnoir capillaire un peu de gélatine nutritive; après quoi il stérilise à nouveau. 11 ensemence en enlevant le tampon d'ouate, au moyen d'un fil de platine, fait le vide en portant la gélatine de 30° à Sb", de façon à la faire bouillir, ferme à la lampe, et roule en manchon suivant la méthode d"Esmarch » (Duclaux).
Telles sont les principales méthodes allemandes de culture des anaérobies; elles ne datent guère que d'un an ou deux, et il semble que leurs auteurs ne les aient imaginées que pour éviter d'employer les méthodes françaises, qui ont depuis longtemps fait leurs preuves. Elles ne s'appliquent d'ailleurs qu'à la culture sur gélatine et sont peu précises; elles ne se sont guère, et pour cette raison sans doute, géuéralisées en Allemagne même, oùla culture des anaérobies reste une exception.
Les méthodes françaises datent des travaux de M. Pasteur; elles ont i^eçu d'importants perfectionnements de M. Roux, à qui nous devons la connaissance de la culture des anaérobies sur les milieux solides. Ces méthodes précises et simples, plus simples que leur exposition nécessairement
CULTimE DES MICROBES ANAÉROBIES. in
un peu compliquée ne le laisserait croire, et dont la pratique donnerait rapidement l'habitude, s'appliquent il quatre procédés de culture :
IV. Culture sur pommes de terre
Ces cultures se font dans le vide ou dans un gaz inerte, qui peut être l'acide carbonique, l'hydrogène, l'azote. L'acide carbonique est le plus ordinairement employé.
Les instruments nécessaires à la culture des anaérobies sont d'une part les instruments à faire le vide, d"autre [tart des gazomètres remplis du gaz inerte choisi.
Gazomètrks. — Nous n'avons pas à insister sur la disposition etla construction de ces appareils, non plus que sur la préparation du gaz inerte H ou C0-. La ligure 30 montre un gazomètre très simple qui consiste en deux flacons tubulés à leur partie inférieure, et communiquant par un gros tube de caoutchouc. Ces flacons fermés par des bouchons de caoutchouc munis de robinets, contiennent l'un le gaz, l'autre de l'eau, à laciuelle, suivant le conseil de M. Houx, on fera bien d'ajouter une trace d'hydrosulfitc de chaux pour absorber les dernière^ traces d'oxygètie.
Les INSTRLMENTS A FAUIE LE VIDE SONT :
A. La machine pneumatique à mercure (d'Alvergiiiat);
B. La trompe à eau d'Alvergniat.
La trompe à eau est d'un prix infiniment moins élevé que la machine pneurriatique à mercure, nuiis elle exige une forte pression d'eau, qui ne se rencontre pas partout, et elle est un extracteur de l'aii' moins puissant que la pompe à mercure. C'est à la iiuictiine pneumatique à mercure qu'on doit donner
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la préférence, en n'oubliant pas qu'à son défaut la trompe peut rendre les plus grands services et permet, sans grands frais, d'arriver à d'excellents résultats.
Avant d'entrer dans le détail de la culture des anaérobies, nous allons décrire sommairement les deux appareils extracteurs de l'air, et la façon de les employer à la production du vide.
A. Machine pneumatique a mercure (1). — Cette machine (fig. 30) se compose en principe d'un tube barométrique à large chambre A, relié à un réservoir B par un tube en caoutchouc. A l'aide de la manivelle G, l'opérateur fait à son gré monter et descendre le réservoir B le long du support en bois. Au-dessus de A est un robinet à trois voies D qui permet de faire communiquer A ;
1° En G avec le récipient dans lequel on veut faire le vide ;
2° En R avec l'air atmosphérique.
Entre G et D est en H un réservoir à acide sulfurique concentré, servant d'appareil à dessécher et muni d'un baromètre tronqué M indiquant le degré du vide; entre R et D est le robinet indépendant E.
Soit maintenant un récipient F (qui dans la figure ci-contre est un tube double de Pasteur) dans lequel on veut faire le vide, l'opération se fera de la façon suivante :
Le robinet E étant fermé, le robinet à trois voies étant dans la position ci-conlre J de façon à intercepter toute communication entre A et G, A enfin étant vide de mercure, on relie le récipient F à G par un tube de caoutchouc et on ouvre le robinet du tube G. On établit alors par le ro-
(1) Nous empnnilons la iiluparl des liolails ci-dessous à la notice de M. Alvergniat.
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binet D la communicalion entre A et G, c'est-àdire aussi avec le récipient F ; une partie de l'air contenu dans ce dernier pénètre en A; on établit la communication de A avec R tout en maintenant E fermé, et l'on élève le réservoir B jusqu'au haul du support. Le mercure monte en A, et l'air qui s'y trouvait vient se comprimer sous le robinet E (1); on ouvre alors ce dernier, et l'air comprimé s'échappe dans l'atmosphère à travers la couche de mercure qui garnit R, avec un bruit caractéristique. On referme D et E et l'on opère de nouveau comme il vient d'être indiqué. A chaque opération une certaine quantité d'air est extraite du récipient; on répète ces manœuvres jusqu'à ce que le baromètre M n'indique plus de différence de niveau appréciable.
Le vide avec la machine pneumatique à mercure d'Alvergniatpeutêtre poussé jusqu'à moins de l/oO" de millimètre. II n'est donc pas nécessaire, comme il le sera quand on opère avec la trompe à eau, de remplir le récipient de gaz inerte à plusieurs reprises pour chasser le résidu de l'air.
Si on veut cependant procéder à cette opération, et si on veut d'autre part remplir définitivement le récipient vide d'un gaz inerte CO- ou H, un dispositif ingénieux de la machine permettra d'arriver à ce résultat sans déplacer le récipient, v K g représente un système de tubes dont on comprend facilement l'utilité : ajustez en g un tube de caoutchouc relié au flacon à gaz; ouvrez K, fermez lerobinctde (î ; le gaz passera dans F ; si vous voulez extraire ce gaz, i'ermez K, ouvrez G; F restant en
(1) (JuamI l'ail- est di-jà à un certain degié île rai-ofactiim en A. il faut n'élever le r<Vi|iieut B qu'au tiers du support, et laisser le mercure monter de lui-même ; ou relève ensuite B au haut du support. En élevant li sans précaution, on projetterait le mercure violemment en A et on risquerait de briser le robinet E.
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place, vous y ferez le vide comme nous l'avons dit.
H. Tkompe a eau. — La ligure (31) ci-conlre donne la l'epvésentalion de ce petit appareil si commode et d'un prix si modique. On l'installe à demeure au moyen d'un tube de caoutchouc bien serré, ou d'une monture métallique, sur un robinet d'où l'ciiu s'cehuppe à forte pression : c'est là une condition essentielle. Il suffira d'ouvrir ce robinet pour mettre l'appareil en marche, et produire le vide dans un récipient en communication avec la tubulure T de la trompe.
Mais le vide avec la trompe, pour être poussé aussi loin que le vide avec la machine pneumatique à mercure, demande un temps fort long : pour abréger l'opération il est nécessaire de remplir et vider plusieurs f(jis le récipient de gaz inerte afin d'en chasser les dernières le vide fait, on peut ih'sircr le récipient de CAï- on do II.
Le récipient doit donc être mis en communication d'une part avec la tubulure de la trompe, d'autre part avec le gazomètic ; l'un des deux disfiositifs suivants, également siniiile, réunira toutes les conditions voulues :
Kig. 31. — Tronifio ù Oiiu.
traces d'air. En outre, remplir delinlLivemcnt
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i" Près de la trompe, sur un support, installez un (( tube en T, qui communiquera par sa branche F
avec la trompe, et par sa branche E avec un gazomètre contenant de l'acide carbonique... Les deux branches F et E portent chacune un robinet »
(Roux) (flg. 32).
Rattachez par un caoutchouc épais le récipient à vider d'air (ce récipient, dans la figure ci-contre d'après Roux, est un tube double de Pasteur) au tube en T; reliez chacune des branches F et E avec la tubulure latérale de la trompe et avec le gazomètre. Pour faire le vide fermez le robinet de la branche E, ouvrez celui de F et mettez la trompe en marche. Lorsque le vide est partiellement fait, il faut, pour le compléter, rincer l'appareil deux ou trois fois avec CO'' ou H qu'on extraira ensuite. Fermezle robinetF, ouvrez le robinet E ; le gaz passe dans le récipient ; videz le gaz on fermant E et ouvrant F ; recommencez deux ou trois fois cette manœuvre; vous aurez extrait tout l'air du récipient, qui pourra alors être laissé vide ou être rempli de gaz inerte.
CULTURE DES MICROBES ANAÉROBIES. il9 La figiu'c 33 représente un autre dispositif
qui repose sur le jeu d'un lobiiict à Irois voies
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Le Uibe enT ABC inainleiiu par un support porte en 0 un robinet à trois voies. Le tube A sera relié ix la tubulure latérale de la trompe par un tube en caoutchouc S; le lube B sera mis en communication avec le gazomètre parle tube U; enfin le récipient à vider d'air sera suspendu à C par un troisième tube du caoutchouc.
On comprendra facilement comment le jeu du robinet 0 permet de faire le vide dans le récipient (qui dans la figure ci-contre est un tube simple de Pasteur), d"y amener ensuite CO- ou H et de vider ce gaz autant de fois qu'il est nécessaire, et enfin de laisser l'appareil vide ou rempli d'acide carbonique.
I. Culture des anaérobies dans les bouillons
Ces cultures se font dans deux appareils que nous avons décrits au chapitre II; le tube double et le tube simple de Pasteur.
La technique comprend :
1° La préparation du lube;
2° L'ensemencement;
3" L'extraction de l'air, et la substitution éventuelle de C02 ou IL
4" La fermeture du tube ensemencé, vide, ou rempli de CO- ou H. Cette opération ne mérite pas une place à part; elle sera décrite à la suite de la troisième.
1° Prôpurulmn cbi tube. — Nous nous occujions d'abord du tube double. (Pig. 34). Sur un tube double de Pasteur, tel que le repi'ésente la figure 10, chapitre II, stérilisé et bouché à l'ouate, étirez a la flamme du chalumeau à gaz la partie B qui
(1) Nous répétons ici ce que nous avons écrit plus haut en parlant (le la culture des aérobies: tout ce que nous disons de la culture dans les houillons s'appli(|uera, le cas échéant, au lait, à l'urine, etc.
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surmonte le lampon de ouate; coupez le tube droit eu H au-dessus de cette eflilure, et rodez à la tlamiue l'extrémité coupée en lui donnant la forme représentée ci-contre.
Donnez alors sur la tlumme de la lampe à alcool à c 11 a c u n des petits tubes latéraux la direction DEF, l>'E'F' (la direction première DEG, D'E'G' est inarquée en pointillé sur la ligure), et étirez iilatlammeassez finement l'extrémité F, F'.
Ainsi préparé, le liiiie douille lirend la forme ci-contre.
La firépara-"" tion d'un tube simple est exactement la même, etcetnbe(fiy. Il) firend alors la ligure représentée dans la figure 3ii à la [)age suivante.
Fig. .14. — Tiilii- douille (le l'asleiir ptirn pour rensemonecmoiil.
\<yv.-
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2° Ensemencement. — Portez la semence, quelle qu'elle soit, quelle que soit sa provenance, dans le bouillon stérile d'un matras ^ Pasteur.
Coupez alors l'extrémité effilée F d'un des petits tubes latéraux, flambez sa surface extérieure, et laissez refroidir.
Introduisez l'eflilure F dans le matras, et aspirez par l'extrémité H le bouillon ensemencé dans la branche I du \ tube. Retirez l'effilure quand
vous jugez la quantité de liquide suffisante dans la branche I, soufflez par M de façon à expulser le liquide qui reste dans F, et flambez fortement la surface de cette effilure.
Fermez alors Textrémilc de F sur la lampe à alcool.
Emplissez par une manœuvre identique la branche J par l'effilure F' d'un bouillon non ensemencé qui servira de témoin^ ou (jui pourra plus tard à son tour être ensemencé par une goutte de la culture contenue en I.
L'ensemencement d'un tube simple se fait par les moines procédés : ce que nous avons ''S- '■^■>- dit de l'ensemencement de la
liranche I du tube double s'apà rensemenceineut du lube simple.
3° Extraction de l'air, et substitution ércntueltc de CO- ou H. — Le tube double ou simple étant ense-
plique
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mencé, il faut y faire les opérations de vide simple, ou de vide suivi de substitution d'un gaz inerte. Ces opérations se résument do la façon suivante :
1. Culture dans le vide à l'aide de la macliine [)neumatique à mercure;
2. Culture dans CO- ou H avec la machine pneumatique à mercure ;
Culture dans CO- ou 11 avec la trompe à eau
1. Cullurc dans le vide à l'aide de la inn chine pneumatique à mcreure. — Suspendez à l'extrémité du caoutchouc S de la pompe à mercure rextrémitcH du tube double ou l'extrémité correspondante du tube simple, après en avoir enduit la surface extérieure de vaseline : la vaseline rend plus complète l'adhérence du verre au caoutchouc.
Faites alors le vide dans le tube douille ou simple par les manœuvres décrites jusqu'à ce que le manomètre vous indique que le résultat cherché est atteint.
Pendant les manœuvres de vide << au moyeu d'une petite llarame à gaz, appliquée avec précaution, on détermine l'ébullilion à basse tempéralui'o dans les deux brauciujs (ou la branche unique) pour bien ciiasser tout Tair. Les bulles produites viennent crever sur les parois du tube légèrement chaufTé dans sa partie supérieure » (Roux).
Lorsf[ui' le vide est réalisi', on peut, ])our plus de sûreté, faire passer une fois de l'acide carl)oni([uc ou de i'Iiydrogéne dans le tulx;. Nous avons décrit ailleurs cette maïuiîuvri'.
On extrait ensuite CO- nu II, et on feruv le tube en fondant à la flamme du gaz le vci're en I! dans sa partie étrangléi; au-dessus (b' Touatc.
Le tube ainsi parfaiti-ment vide sera phu'j' à l'étuve à la température voulue.
Culture dans CO - ou II avec la inac/iinc jinruina
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liqiie à mercure. — Reliez le tube double ou simple à la machine pneumatique à mercure, comme il a été dit ci-dessus. Faites le vide. Faites passer une première fois CO- ou H dans le tube, extrad ez le gaz; remplissez alors une fois encore avec CO- ou H, et fermez le tube en B sous le courant de (juz. Portez la culture dans l'éluve.
3. Culture dans le vide avec la trompe à eau. — Disposez rextrémilé H du tube double ou du tube simple comme il est indiqué dans la figure 32, ou reliez-le à la branche C du tube ABC (V. fig. 33), suivant que vous aurez adopté l'un ou l'autre des dispositifs que nous avons indiqués (il va sans dire que Ton peut en imaginer tel autre aussi simple et pratique) .
Videz le tube d'air par le jeu de la trompe : il sera nécessaire ici, comme avec la machine pneumatique à mercure, de déterminer l'ébullition du liquide à basse température avec une petite flamme de gaz, et de faire éclater les bulles sur la paroi supérieure du tube légèrement chaulTée. Le vide étant partiellement fait, remplissez à deux ou trois reprises le tube de CO- ou de H que vous extrairez chaque fois à l'aide de la trompe, et après la dernière opération, le tube étant complètement privé d'air, fermez-le en fondant à la flamme du gaz le verre au niveau de l'étranglement B, audessus du tampon de ouate.
Portez le tube de culture à l'étuve.
4. Culture dmis CO- ou H à l'aide de la trompe à eau. — L'opération diffère peu : le vide étant fait dans le tube simple ou double, faites-y passer à plusieurs reprises CO- ou H pour chasser les dernières traces d'air; remplissez une dernière fois avec CO- ou H, et, le gaz passant toujours., fermez à la flamme le tube, qui restera ainsi rempli du gaz inerte.
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Portez le lube à Fétuve.
« Pour l'aire une prise du liquide contenu dans l'intorieur du tube (simple ou double) sans introduire d'impureté dans la culture, il faut casser le tube etiilé R au-dessus du tampon de ouate, laisser rentrer Fuir (1) et incliner le tube jjour faire sortir un peu du liquide par l'effilure latérale préalablement ouverte et passée dans la flamme. L'introduction de l'air arrête la culture. Si on veut qu'elle continue, il faut ouvrir le tube de façon à ce qu'il se remplisse du gaz inerte. Pour cela, après avoir fait un trait à l'extrémité du tube B, on l'adapte à un tube de caoutchouc relié au gazomètre, on casse la pointe dans le tube de caoutchouc, et le gaz remplit l'appareil » (Roux).
II. Culture des anaérobies dans la gélatine (î) ensemencée par piqûre.
Cette culture peut se faire soit dans le vide, soit en présence de CO- ou de II .
Le tube qui sert à cette culture a été représenté fig. 12 dans le cliapitre IL
Nous le supposons rempli de gélatine stérile dans son quart inférieur et prêt pour l'usage.
On étranglera alors le tube B en un point c de sa longueur, et on poussera le tampon d'ouate jusqu'en c. Ainsi préparé et rempli de gélatine l'appareil est prêt à fonctionner (lig. 30).
L'o|iération que nous allons décrire comprend les phases suivantes :
1° Luiiwfn'r l'i nclatinc;
2° Faire le ride dans le lutte, el chasficr l'air du milieu nutritif;
(1) L'iiir n'nlnuit lilli'e sur le t;irnpoii il niiatc.
(2) Ce quo nous (lirons (le hi f/rliitinr sera facilcnieiit ii[)pli(|UP à la gélose, le cas r'cliéaiit.
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3" Faire solidifier de la gélatine dans un courant de gaz inerte CO- ou H ; 4" Ensemencer par piqûre à Vabri de Vair;
b" Fermer le tube, qu'on laissera vide ou rempli de CO- ou H.
Les instruments essentiels de l'opération sont donc la machine à faire le vide (pompe à mercure ou trompe à eau) et le gazomètre à CO- ou H.
a) Nous décrirons d'abord la manœuvre avec la pompe à mercure.
1° La première opération consiste à fermer le tube en c audessous du tampon de ouate ; on le porte ensuite à l'éluve ou dans un bain-marie pour liquéfier la gélatine.
2° On suspend la 36. tubulure A munie de
son tampon de ouate au caoutchouc S de la machine pneumatique à mercure ; on relie d'aut re part le flacon à gaz hydrogène ou acide carbonique à de la pompe à mercure: de la sorte le tube communiquera facilement par un jeu de robinets, que nous n'avons plus à expliquer, soit avec la machine à vide, soit avec le gazomètre. On dispose l'extrémité inférieure du lulie dans un bain-marie tiède, de façon à maintenir la
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gélatine en liquéfaction jusqu'à ce que louliair en soit chassé, et on commence à l'aire le vide : la ifolatine entre bientôt en ébuUition, et de grosses bulles sont projetées vers l'extrémité supérieure du tube : on évite ces projections en chau fiant l'extrémité supérieure du tube avec un jet de gaz; au cas où l'ébullilion serait trop forte on l'arrêterait en laissant entrer du gaz inerte.
Le vide étant fait, on pourra remplir le tube à deux ou trois reprises avec le gaz inerte qu'on enlèvera ensuite.
3° On ferme la communication avec la machine à vide; on fait passer CO- ou H dans le tube, en même temps qu'an plonge l'extrémité inférieure du tube dans l'eau froide : la solidification de la gélatine se fait sous le courant du gaz inerte.
4° Lorsque la gélatine est prise on dispose un fil de platine d'une longueur telle qu'il puisse atteindre la surface de la gélatine, étant introduit par c et pénétrer dans son épaisseur. On stérilise ce fil et on le charge de la semence. On soulève alors le flacon à eau du gazomètre de façon à produire une légère pression dans le tube; on fait un trait de lime sur c, on flambe le verre en cet endroit et on casse la pointe avec une pince flambée : le gaz s'échappe par l'orifice et empêche Feutrée de l'air. On introduit le fil de platine avec précaution dans le tube et on pique la semence dans le cylindre de gélatine. On retire le fil, et on ferme c (fig. 30 bis).
.H" On peut alors ou vider complètement le tube du gaz inerte et le fermer ensuite; en fondant <l, ou le fermer immédiatement en d en le laissant plein du gaz CO- ou II.
b) L'opération avec la trompe à eau es! nlisoliimentla même. Kermcz d'abord c et li((uéliez la gélatine ; disposez alors le tul)e. en coinmuniratinii avec la trompe et le gazomètre par la hiiuilnie A
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au moyen d'un des deux appareils que nous avons c indiqués, soil le tube
eu TFE avec ses deux robinets, soit le tube ABC avec son robinet à j\ trois voies 0.
La marche générale de l'opération est identique à celle que nous avons décrite ci-dessus:
on fait le vide dans la gélatine liquéfiée ; on passe à deux ou trois reprises du gaz CO- ou H dans le tube ; on extrait ensuite ce gaz; on laisse solidifier la gélatine en la maintenant en communication avec le gazomètre, et lorsqu'elle a fait prise on l'ensemence par l'extrémité c qu'on a ouverte et flaml'i>'. 36 bis. hée, en ayant soin de
donner au courant de gaz une pression plus forte à ce moment. On ferme c ; et on vide l'appareil ou on le laisse rempli du gaz inerte ; on le détache enfin par un trait de chalumeau sur cl.
III. Culture des anaérobies sur la gélatine en plaques
Nous transcrivons textuellementladescription du procédé de Roux (in AnnalesPaslciir, t. I,p. 08). « Le dispositif suivant que nous employons depuis long-
(i) Lii cuUur(! eu plaque sur gélose, ou plutiH sur gclutino additionnée de gélose, se l'ait par les mêmes procédés que la culture sur gélatine: le lecteur appliquera à la première, le cas échéant, ce que nous allons dire de la seconde.
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temps permet la séparation des colonies et la récolte de la semence dans les colonies isolées. Il se compose d'un tube de verre fermé, large de 3 centimètres environ, long de 25 à ;)() centimètres, et terminé par un tube plus étroit obturé par un tamjjon de coton. Ce tube (fig. 37) contient un peu de gélatine stérilisée :
on fond la gélatine, et on introduit avec les précautions ordinaires une quantité de semence convenable pour avoir des colonies séparées. En ensemençant plusieurs tubes avec des quantités de semence de j)lus en plus petites, on , arrive toujours à une sépa- // ration parfaite des colonies. On étrangle le tube à la lampe (fig. 37 bis) un peu au-dessus de la partie renflée en t'. On pousse le coton obturateur jusqu'à cet étranglement, et ou étire le tube en A. I^appareil ainsi disposé est mis en communication avec la maciiine à vide, et il est purgé d'air comme nous l'avons déjà expliqué. On le sépare en le fondant au chalumeau en A, et on le couche sur un pian iioriznntal.
La gélatine s'étale sur la paroi infi'fieun'. Elle fait prise, et coinnic la conclu! est très mince, on pourra cxamiiuT à travers la paroi du verre la
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forme des colonies. Pour puiser dans l'une d'elles, on ouvre la pointe effilée, on fait rentrer de l'air ou du gaz inerte qui est filtré sur le colon c; on
coupe le verre en c, et avec un long fil de platine ou une tige de verre un peu recourbée à l'extrémité, on peut atteindre la colonie que l'on veut ensemencer. Si les microbes liquéfient la gélatine, et que l'on ne puisse pas renverser le tube pour l'examen au microscope, on fait en d un trait avec un couteau à verre, puis avec un cbarbon de Berzélius on complète la section du tube. Par l'ouverture on pourra introduire un diamant monté sur une lige rigide, et faire un Irait intérieur sur chaque paroi du tube ; on délachera facilementla gouttière supérieure, et la gouttière inférieure pourra être examinée sous le microscope à la façon d'une plaque ordinaire.
« On peut éviter l'emploi d'une machine aspirante, et chasser l'air du tube par un courant de gaz inerte. » Pour cela le tube décrit au chapitre II (fig. 12 bis) est d'un usage commode. Le tube A est rempli (avec un petit entonnoir capillaire) de géla-
37 te):
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line stérile qu'on ensemence et qu'on maintient liquide. On étrangle B et B' en d d', on pousse le foton jus(iu"à ces étranglements, et au-dessus du colon on el'lile en m m'. Le tube Best alors relié au flacon à acide carbonique du gazomètre, on fait barbotler le gaz inerte dans la gélatine, il ressort par B'. Lorsque l'appareil est bien purgé d'air, on laisse la gélatine l'aire prise sous le courant du gaz et s'étaler sur la paroi Inférieure de A, et on ferme m' puis m. (tig37 te)').
IV. Cultures des anaérobies sur la pomme de terre
Cette méthode est encore due à Roux : « On soude au lube, que nous avons décrit ailleurs pour la culture sur pomme de terre en présence de l'air, au-dessous de l'étranglement, un lube latéral,
étiré en a (voyez lig. :)8), et rriuui d'un tampon de coton.
<'.\près .avoir introduit la tranche de pomme de terre dans le tube, on stérilise lo
tout il l'auto- Fig. -.ts.
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clave, comme il a été dit plus haut, puis, quand la surface de la pomme de terre est égouttée, on sème l'organisme anaérobie que l'on veut cultiver,
et on ferme à la lampe la partie supérieure du tube comme on le voit. La tubulure latérale est reliée à la pompe à mercure, et on fait soigneusement le vide.
La tranche de pomme de terre est maintenue pendant quelques instants sous le vide de la machine pour
que l'air qu'elle contient s'échappe, puis avec un trait de cha- Fig. 38 bis. lunieau porté
en a, on détache le tube. Il est facile de suivre à travers la paroi du verre le progrès de la culture (fig. 38 bis).
Au lieu de faire le vide, on pourrait, après avoir étiré la partie supérieure du tube, faire passer un courant de gaz privé d'oxygène, et fermer ensuite à la lampe le tube en haut et en bas. » (Roux, Annales Pasleur, t. Il, p. 30.)
MATIÈRES COLORANTES, RÉACTIFS, ACIDES ET ESSENCES
On se sert, pour la coloration des microbes, des matières colorantes dérivées de la houille (couleurs d'aniline) possédant un pouvoir tinctorial considérable. Weigert, Koch, Ehrlicli, Gram, etc., les ont étudiées et, remarquant pour certaines d'entre elles des propriétés électives vis-à-vis des microbes, sont arrivés à force d'études à trouver les méthodes de double coloralion qui donnent de si beaux résultats.
Ehrlich a divisé les matières colorantes extraites du goudron en deux classes : dans la première, la classe des « bnsiques », il range les matières colorantes qui ont comme point spécial d'élection les microbes et les noyaux des cellules organiques; dans la seconde, la classe des « acides », il fait entreries matières colorantes qui teintent surtout le protoplasma, qui ont pourcelui-ci une ])roi)i'iété élective spéciale.
Le tableau ci-dessous permettra au lecteur de saisir d'un seul coup d'œil cette division ; seulement nous n'y mentionnerons que les couleurs que nous employons journellement, celles qui l'u. KK siichoum;. 8
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donnent les meilleurs résultats, et que nous recommandons tout spécialement.
Toutes CCS couleurs se trouvent dans le commerce sous forme de poudres ou de cristaux. Elles sont toutes solubles dans l'alcool.
•1° Solulions alcooliques saturées. — Pour se servir de ces couleurs on en fait des solutions alcooliques sursaturées que l'on conserve dans des flacons à large ouverture, bouchés à Témerî. On met dans un flacon une assez grande quantité de la couleur en poudre, puis on verse de Talcool absolu: celui-ci dissout une partie de la poudre; la saturation est indiquée par le dépôt que forme au fond du flacon l'excès de matière colorante.
2° Solulions hydro-alcooliques. — On les emploie, comme cela sera dit longuement au chapitre suivant, dans le but d'obtenir des colorations instantanées.
Préparation. — On prend un verre de montre bien propre dans lequel on verse de l'eau distillée. On colore cette eau au moyen de deux ou trois gouttes d'une solution alcoolique saturée d'une couleur d'aniline quelconque : rouge, violette, bleue ou brune.
Ces solutions doivent être préparées au moment précis de l'usage et doivent donner unliquide plutôt pâle que foncé en couleur. Pour puiser la solution
A. Couleurs basi(/ues.
Fuchsine. Diamant. Huhine.
Violet de méthylc (IB, 5B, 6B).
Violet de gentiane.
Violet dahlia, ki-ystall-vi jlet.
Bleu de méthyle.
couleuhs d'amline.
( Éosine.
B. Couleurs acides... ■ Tropscoline.
* I Fluorescéine.
REACTIFS.
alcoolique saturée, on emploie une pipette propre.
3° Sohitionx spdoiales. — Bleu Lofflcr; bleu Malassez; bleu de Kiihnc; liqueur de Gram; liqueur d'Ebrlicb ; liqueur de Weigert.
1. Bleu Lôf/ler. — Nous ne saurions trop recommander son emploi. Il remplace très avantageusement la solution bydro-alcoolique au bleu de méthyle.
Frépuralion. — ■ Mêlez ensemble :
Potasse au 1/10,000° 3 ceot. c.
Solution alcoolique de bleu de nu'tliylo. . . . 1 —
2. Bleu Malassez. — De même que le bleu Lôffler, on peut l'employer avantageusement à la place de la solution hydro-alcoolique du bleu de méthyle.
Préparalion. — Mêlez ensemble :
Eau d'aniline 9 cent. c.
Alcool absolu 1 —
Solution alcoolique de blim de méthyle.... i —
Pour préparer VEau d\miUne ou place dans un flacon de verre coloré une quantité d'huile d'aniline suffisante jiour remplir le quart du flacon : on remplit ensuite le flacon d'eau distillée et l'on agite fortement. On laisse déposer. L'excès d'huile tombe au fond du récipient et supporte l'eau cliargéc d'huile à laquelle on donne le nom « d'eoit d'aniline
:î. Bleu dr Kûhnc. — Ajoutez à une quantité de solution de carl)onate d'aniinonia([ue à I p. 100 conlenu dans un verre de montre (|uelqucs gouttes d'une solution aqueuse concentrée ou d'une solution alcoolique de bleu de miHhyle. Cette matière colorante qui se jirépare extomporaiiément a un pouvoir tinctorial encore supérieur à la li([ucur
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de Loffler et ne surcharge pas non plus les lamelles.
Liqueur d'Ehrlich
Prépuraiion. — On peut la préparer soit à la fuchsine ou rubine, soit au violet de gentiane. A. Mêlez ensemble :
Eau d'aniline 9 cent.c.
Alcool absolu 1 —
Solutiou alcoolique saturée de fuchsine ou
de rubine 1 —
B. Mêlez ensemble :
Eau d'aniline 9 cent.c.
Alcool absolu i —
Solution alcoolique saturée de violet de gentiane (violet 6 B ou de krystallviolet) 1 —
Solution acide décolorante d'Ehrlich.
Eau distillée 3 cent, c.
Acide azotique 1 —
11 est préférable de remplacer dans ce mélange
l'eau distillée par de l'alcool absolu suivant la formule ci-après :
Alcool absolu 10 ceut. c.
Acide azotique 1 —
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7. Liqueur deWeigert. — Nous recommandons spécialement cette liqueur, car elle permet d'obtenir facilement des doubles colorations. Le seul inconvénient qu'elle présente, c'est que les préparations qu'elle sert à l'aire, ne peuvent guère se conserver.
Mêlez ensemble :
Méthyl violet tiB, solution satui'ce :'i cluiml. 68 gr.
Alcool absolu 11 —
Huile (l'auiliue 3 —
Toutes ces solutions, à l'exception de la liqueur de Weigert, quelles qu'elles soient, doivent être préparées au moment précis où l'on doit s'en servir, et doivent être filtrées avant d'être versées dans le verre de montre. Elles sont employées d'une façon générale; nous indiquerons plus tard celles qui sont d'un emploi spécial.
Nomenclature des réactifs, essences, etc. nécessaires dans un laboratoire pratique de bactériologie.
1. Eau distillëe. — Absolument indispensable. On la conserve dans de grands flacons d'environ dix litres de capacité, à robinet et bouchés. On doit s'assurer de sa pureté.
2. Solution de sublimé à i p. i 000. — Elle sert à désinfecter certains instruments, scalpels, ciseaux, etc. Dans le cas d'autopsies présentant un certain danger pour l'opérateur, il est bon que celui-ci se désinfecte les mains en les plongeant dans cette solution.
3. Crésyl ou créuilne en émulsion à ."i p. 100. — Un s'en sert surtout pour la désinfection des seringues de Pravaz, etc.
4. Alcool ah'.olu. — Alv.ool à 00" — 70". Ces alcools servent comme liquides d'exlraction dans
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la décoloration des lamelles, des coupes ; ils servent à immerger les pièces pathologiques que l'on tient à conserver.
5. Ether sulfurique à 6'6°. — On l'emploie mêlé en quantités égales à l'alcool, dans le but de fixer les globules sanguins et de débarrasser les produits que l'on examine sur lamelles de la graisse qu'ils sont susceptibles de contenir. On l'emploie aussi lorsqu'il s'agit de faire des coupes au microlome à congélation.
6. Potasse caustique. — On en fait des solutions à 40 p. 100 pour la dissociation des produits épidermiques, à 10 ou ."S p. 100 pour alcaliniser les bouillons; puis une solution à 1 p. 10 000 qui rentre dans la préparation du bleu Lôffler.
7. Phosjjhate de potasse. — Ce sel est employé dans la fabrication des milieux de culture.
8. Acide acétique. — Son emploi est indiqué dans le mode de coloration de Lôffler.
9. Acides chlorhydrique, sulfurique, azotique. — Liquides d'extraction employés dans certaines méthodes de double coloration.
10. Carbonate de soude en solution à 2 p. 100. — On l'emploie comme liquide d'extraction dans la méthode de coloration de Malassez; on peut aussi l'ajouter aux milieux de culture dans le but de les rendre neutres où légèrement alcalins.
H. Sel marin. — Il sert dans la préparation des milieux de culture.
12. Ghjci'rine pure à 30". — Rentre soit dans la composition de certains milieux de culture, soit dans le montage de certaines préparations. C'est dans la glycérine que le docteur Roux conserve les moelles rabiques à leur état de virulence initiale. , 13. Huile d'aniline. — Entre dans la composition de certaines formules colorantes; sert aussi comme liquide d'extraction. Elle doit être blanche
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et conservée en flacons de teinte bleue ou jaune.
14. Carmin. — Le carmin dont on fait usage est connu dans le commerce sous le nom de carmin numéro 40. On en fait les préparations suivantes :
i" Carmin boracique : à une solution à 4 p. 100 de borax ajoutez 4 p. 100 de carmin et chaulfez deux fois à ébuUition; ajoutez au liquide chaud quantité égale d'alcool à 70°; laissez reposer et liltrez au bout de cinq jours.
2° Picro-carmin de Ranvier. — » On verse dans -une solution saturée d'acide picrique du carmin dissous dans l'ammoniaque jusqu'à saturation; puis on évapore dans l'étuve après réduction des quatre cinquièmes; la liqueur refroidie abandonne un dépôt peu riche en carmin, qui est séparé par filtration. Les eaux-mères évaporées donnent le picro-carminate solide, sous la forme d'une poudre cristalline de la couleur de l'ocre rouge. Cette poudre doit se dissoudre entièrement dans l'eau distillée. Une solution au centième est la plus convenable » (Ranvier).
Picro-carmin de Orth.
K.1U sritiirée de carbonate de litliiue 100 gr.
Carmin 2s',50
Kau saturou d'acide picrique 20 gr.
Iri. Xylol. — Son emploi est indiqué dans le montage des préparations; il sert aussi à préparer le baume destiné i\. monter les coupes d'organes.
16. Essence de tjirojle. — Essence de br.rgumole. — Euile de cèdre. — Ces produits servent à éclaircir les préparations; l'essence de girofle est aussi employée comme liquide d'extraction.
17. Baume du Canada. — Baume du l'i'r.iu. — Bdsine (VAmmar. — Servent à monter les préparations. Pour les lamelles on emploie le baume liquide en
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tube ; pour les coupes on se sert des baumes secs dissous dans du xylol.
Il y a encore beaucoup d'autres réactifs employés, mais nous ne les mentionnons pas ici, car ils ne sont pas d'un usage journalier; certains d'entre eux seront mentionnés au fur et à mesure que leur emploi sera indiqué.
CHAPITRE YII
Nous ne saurions trop insister sur l'exlrêrae imporluncc de l'examen microscopique des microbes. C'est par le microscope que l'observateur se trouvera en rapport direct avec ces organismes, qu'il en étudiera de visu les iormes variées, les mouvements, les différents modes de reproduction; c'est l'examen histologique des tissus qui lui montrera les lésions provoquées par les microbes, lésions qui ne sont autre chose que l'expression de la lutte des tissus vivants contre le parasite, viTilahle lutte pour l'existence.
Les niiiTobes h examiner au uiicioscopc sont contenus dans les cultures sur milieux liquides ou solides, dans les divers liquides ou les tissus organiques. Ces tissus organiques i)euvent être étudiés sous forme de pulpe fraîche, ou sous forme de coupes histologiques. Enfin l'examen peut se faire avec ou sans coloration : de là les divisions suivantes nécossaiins jjour mettre de l'ordre dans un ^ujct un peu complexe.
I. Examen i/es cultures litiiiides cl solides sims culoralion.
H. Examen des cullurcs Ui/uides acec culoration.
ni. Examen des cultures solides avec coloration.
V. Recherche des microbes dans les coupes de tissus
Nous ferons précéder ces divers articles de quelques mois sur les instruments nécessaires à l'examen : lames, lamelles, microscopes.
Lames ponTE-OBJETS, lamelles, microscopes.
Lames. — Ce sont des plaques rectangulaires de verre ou de glace, rodées ou non, sur lesquelles seront montées les préparations. Elles doivent être aussi minces que possible; elle seront soigneusement essuyées au moment de l'usage.
Lûmes creuses. — Ces lames, un peu plus épaisses que les précédentes, sont creusées en leur milieu, sur une des faces, d'un godet arrondi : elles servent aux cultures en cellides (V. ci-après).
Lamelles. — Ce sont de petites plaques de verre très minces, de forme ronde, carrée ou rectangulaire. Elles servent à recevoir les cultures ou les liquides organiques à examiner, et à recouvrir les coupes montées sur lames.
On les conserve dans de l'alcool, et on ne les retire de ce liquide qu'au moment d'en faire usage.
Microscopes. — Nous n'insisterons pas, et pour cause, sur la description de cet instrument; nous allons seulement indiquer les conditions que doit remplir un microscope destiné à l'usage bactériologique.
Ce microscope doit être pourvu d'une lai'gc platine pour les examens des cultures sur plaques ; d'un éclairage Abbe ; d\in revolver porte-objectif il 2 ou 3 branches qui permet d'amener sans aucun changement de position, sur le cliamp de la préparation choisi, des objectifs fournissant les divers grossissements les plus usités.
Enfin il est de loule nécessité de posséder îi?i objectif à immersion homogène, en outredes divers objectifs ordinaires donnant des grossissements variés.
Les maisons Verick et Nachet de Paris, Zeiss et Leitz (.Vllemagne), Powell (Angleterre), fournissent d'excellents instruments.
I. Examen des cultures liquides et solides sans coloration. Cultures en cellules.
On doit bien se familiariser avec le mode - -4'examen des micro-organismes sans coloration, car c'est le seul qui permette d'observer les microbes, aussi naturellement que possible, leur forme n'étant pas modifiée parles réactifs, et leur volume n'étant pas augmenté ou diminué par les matières colorantes. JJe plus, on les voit ainsi vivants, et on se rend compte des mouvements propres à certaines espèces.
a. Examen des cultures liquides sans coloration.
Pour faire cet examen, on dispose à sa portée une lampe à alcool, une ou plusieurs pipettes Pasteur stérilisées, et le matras contenant la culture à examiner. On effile finement à la lampe l'extrémité d'une pipette, en donnant à la partie étirée une direction un peu oblique: l'effilure de la pipette est ainsi terminée par un petit tube plus fin, obliquement dirigé; on brise l'extrémité de ce [>elit tube, et on flambe l'eflilure sur la llamme de la lampe à alcool. Ou ouvre le matras on prenant toutes les précautions f|ue nous avons indiqui'cs au chapitre IV, on y plonge la idpctte et on aspire une petite quantité de liquide. On retire et on bouche le uiatras. On prend alors une lamelle (les lamelles, nous l'avons dit, doivent être conservées dans l'alcool]; on l'essuie avec un linge fin; on verse alors à sa surface une gouttelette de la cul-
ture contenue dans la pipette; on prend une lame propre sur laquelle on place la lamelle, la face chargée de la gouttelette reposant sur la lame; on a soin de ne pas laisser introduire d"air entre la lame et la lamelle.
Il ne reste plus qu'à examiner au microscope au grossissement voulu, en écartant le condensateur Abbe, et en se servant du miroir concave. On voit aloi's des points, des bâtonnets ou des filaments suivant la culture que Ton examine, réfringents, entraînés dans le courant du liquide ou doués de mouvements propres.
On peut aussi examiner les cultures en se servant d'une lame creuse, c'est-à-dire du i^rocédé de culture en cellules.
On lave la lame creuse représentée ci-contre (fig. 39 et 39 bis) à l'acide sulfurique, on l'essuie; on la passe plusieurs fois dans la flamme de la lampe à alcool; lorsque la lame est refroidie, on applique sur sa parlie creuse la lamelle sur laquelle on a versé une goutte de la culture à examiner : il faut prendre garde que cette goutte ne touche pas les bords du disque creux, sans quoi, par capillarité, elle disparaîtrait entre la lame et la lamelle. Ceci fait, on enduit avec un pinceau les bords de la lamelle de vaseline blanche, afin d'éviter l'évaporation de la goutte. On obtient ainsi une véritable chambre humide, dans laquelle on voit, sous le microscope, l'évolution naturelle de la culture. Koch a employé ce procédé pour étudier le cycle de la bactéridie charbonneuse, ei il est en effet facile, pour faire évoluer la culture, de porter la lame creuse dans l'étuve à la température favorable ; en l'examinant fréquemment on suivra les diverses phases de l'évolution du microbe. On donne à ces sortes do préparations le nom de cultures en cellules.
b. Examen des cultures en provenance de milieux solides sans coloration. ■ — Sur une lamelle bien propre, on dépose, avec une pipette finement effilée à son extrémité, une gouttelette de bouillon stérile. Avec un fil de plaline fin et stérile, on va prélever une l)-ace de la culture à examiner, et on
Fig. 39. Fig. 39 bis.
Fig. 39. — Lame creuse.
Fig. 39 bis. — Coupe de la lame creuse au niveau du godet.
dépose cette trace sur la goutte de bouillon. L'opération s'achève ensuite comme ci-dessus.
La culture en cellules avec une culture en provenance de milieu solide est également facile. On ensemence avec une trace de la culture choisie, portée à l'extrémité d'un fil de platine, la gouttelette de bouillon stérile déposée sur une lamelle; on renverse cette lamelle sur l'excavation de la lame creuse, et on achève comme ci-dessus.
II. Examen dea cultures liquides avec coloration
a. Technique ijénérale. — Pren(îz une lamelle, essuyez-la; versez sur une des faces une goutteli'tl,i; lie la culture recueillie dans une pipette Pasteur; étalez cette gouttelette sur la lamelle avec l'extrémité de la pipette promenée à plat sur la surface de celle-ci; séjcliez la lamelle (ca I ('l'action i en la plaçant, la lace enduite l(juruée en haut, sur
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une platine chauffante (V. fig. 40) ; lorsqu'elle est sèche on la passe deux ou trois fofs dans la flamme ; puis on la dépose, la /'ace enduile en dessous, dans la solution colorante choisie. Lorsqu'on juge la coloration suffisante, on retire la lamelle en la saisissant avec une pince, on la lave dans un cristallisoir contenant de l'eau distillée, pour enlever l'excès de couleur. Avec un linge fin on essuie la face non enduite, et on sèche sur la platine
Fig. 40. — Platine chaulTmile.
chauffante. Lorsque la lamelle est sèche, on éclaircit la préparation en versant sur la face colorée une goutte d'essence de girofle, de bergamotte ou d'huile de cèdre ; on enlève l'essence avec le xylol. On verse alors une goutte de baume sur la face colorée de la lamelle, qu'on dépose aussitôt sur une lame : le baume s'étale, et la préparation montée est prête pour l'examen.
L'examen se fait ici avec des grossissements variables, mais toujours avec l'éclairage Abbé et le miroir plan .
Quel que soit le procédé de coloration employé, le mode de montage do la lamelle est le même : aussi ne reviendrons-nous plus sur ce sujet dans la suite.
b. Technique spéciale. — Nous allons maintenant
pasrici' en revue les divers procédés de coloration des lamelles.
1. Coloration des lamelles dans les solutions hydroalcooliques. — Placez la lamelle, la l'ace enduite en bas, sur la surface de la solution; laissez-la cinc] minutes dans les solutions rouges ou violettes, un
■ quart d'heure dans la solution bleue.
Les solutions rouges et violettes colorent d'une façon intense, niais grossissent les éléments. La solution bleue colore plus légèrement, mais donne des préparations d'une finesse extrême.
2. Coloration des lamelles par la méthode de Lôffler. — Placez la lamelle, la face enduite en bas, sur la surface de la solution bleue de Lôffler, préalablement filtrée et contenue dans un verre de montre, et laissez pendant cinq minutes au moins, une demi-heure au plus.
Décolorez rapidement dans de l'eau acidulée [)ar l'acide acétique (une ou deux gouttes d'acide pour le contenu d'un verre de montre).
Lavez avec soin pour enlever toute trace d'acide, séchez, montez.
Les microbes sont colorés en bleu foncé, le reste de la préparation en bleu paie.
3. Coloration des lamelles pur la méthode de Malassez 'i Vlgnal. — Placez la lamelle, lu face enduite en bas, sur la surface d'une solution fraîche et filtrée de bleu Malassez. Laissez colorer pendant cinq minutes au moins, une demi-heure au plus.
Décolorez rapidement dans la solution suivante :
SriUilKiii af|ueiise de carbonate de soude à 2 p. 100. '2 ce. Alcool aljsolii i —
Liiv(:z, séchez, montez.
I-cs microbes seront colorés en bleu foncé, le reslf lie la yiréparalion en bleu paie.
DouIjIc eobralioii des lamelles par lu méthode de
Gram. — Placez la lamelle, la face enduite en bas, sur la surface du violet de Gram, pendant au moins cinq minutes. Portez ensuite la lamelle dans la solution iodo-iodurée pendant une à deux minules; la lamelle prend une teinte brun l'oncé.
Décolorez aussi complètement que possible dans l'alcool absolu.
Lavez et séchez.
Placez ensuite la lamelle dans une solution hydro-alcoolique faible d'éosine, de brun de Bismarck, ou de vésuvine pendant une minute. Lavez, séchez, moulez. —
Les microbes sont colorés en violet foncé, les éléments figurés en rose ou bien en brun, suivant qu'on a employé comme coloration de fond, l'éosine, le brun de Bismarck ou la vésuvine.
Nota. — 11 s'en faut, et de beaucoup, que tous les microbes traités par le procédé de Gram résistent au troisième temps, c'est-à-dire à la décoloration par l'alcool absolu, « prennent le Gram », pour nous servir de la locution usitée en bactériologie.
Les microbes qui ne <( prennent pas le Gram » se colorent alors comme le fond, c'est-à-dire en rose pâle par l'éosine, ou en brun par le brun de Bismarck ou la vésuvine.
La méthode de Gram doit toujours être tentée pour tout microbe donné, car elle fournit un élément diagnostique important, suivant que le microbe prend ou non le Gram.
Dans les cullures pures en milieux solides ou liquides, on obtient des préparations fort nettes en traitant les microbes par la métiiode de Gram, lorsque cette méthode est apte à les colorer : le microorganisme tranche alors plus vivement sur le fond, dont le distingue sa coloration spéciale, que dans les préparations à coloration simple, où
il ne se détache des éléments environnants que par sa coloration pins forte.
5. Double coloration des lamelles par la méthode d'EhrUch (employée pour les bacilles de la tuberculose et de la lèpre).
Placez la lamelle dans le liquide d'Ehrlich violet ou rouge) contenu dans un verre de montre, et chauffez sur la platine jusqu'à ce que des vapeurs se dégagent à la surlace du liquide.
Laissez la lamelle en contact avec la solution colorante pendant au moins cinq minutes. - • Décolorez très rapidement dans l'alcool absolu contenant un dixième d'acide azotique.
Lavez à fond et séchez. Faites la double coloration avec l'éosine, le brun de Bismarck ou la vésuvine, si vous avez employé l'Ehrlich violet; avec le bleu hydro-alcoolique, le brun de Bismarck ou la vésuvine,si vous avez employé rEhrlicli rouge.
Lavez, séchez, montez.
Les bacilles sont colorés en violet, le fond en rose ou brun; ou bien les bacilles sont en rouge, et le foud en bleu ou brun.
i). Double coloration des lamelles pur la méthode de Weigert. — Colorez d'abord la lamelle au picrocarmin ordinaire, ou mieux au picro-carmin de Ortii : ciii([ minutes de contact au plus suffisent. Lavez alors la lamelle dans l'eau distillée, séchezla et placez-la dans la liqueur de Weigert pendant environ dix minutes.
Passez la lamelle dans la liqueur iodo-iodurée. Séchez alors complctcnumt avec du papier- filtre lin, ou mieux avec une ou deux feuilles bien propres de papier à cigarettes.
Lorsque la lamelle est bien sèche, placez-la pour la décolorer dans :
llnilo (l';iniline hUitidic, Xyldl
2 jinfl
Surveillez la décoloration. Lorsque la teinte violette a complètement disparu, et qu'il ne reste plus que la teinte du picro-carmin, lavez au xylol pur, et montez dans le baume.
Les microbes sont colorés en violet; le reste de la préparation en rose.
Nola. — Tout ce que nous avons dit de la méthode de Gram s'applique à la méthode de Weigert ; il faut ajouter seulement que beaucoup de microbes qui ne prennent pas le Gram, prennenl le Weiije^'t, beaucoup plus puissant, mais aussi inférieur en finesse de coloration. ~"
III. Examen des cultures provenant de milieux solides avec coloration.
On prend purement, suivant la méthode indiquée au chapitre V, avec le fil de platine, une parcelle minime de la culture à examiner; on la mélange à une goutte de bouillon stérilisé, placé sur une lamelle bien propre. On a ainsi un liquide lactescent. On nettoie une seconde lamelle qu'on applique sur la face enduite de la première ; avec le pouce et l'index on les fait glisser l'une sur l'autre. Les deux lamelles sont ainsi uniformément enduites. Il ne reste plus qu'à les sécher et les colorer par les procédés indiqués au paragraphe II ci-dessus.
rv. Examen des liquides et des pulpes organiques
1. Examen des liquides sans coloration. — Les liquides étant recueillis comme nous Tavons dit au chapitre IV dans des pipettes, il suffit d'en placer une goutte sur une lamelle, de renverser celle-ci sur une lame. La goutte s'étale enti'e elles, et l'on porte la prépai'ation sous le microscope en
loi
procédant comme nous l'avons dit au paragraphe I fl).
2. Examen du sang avec coloration. — On place une gouttelette de sang sur une lamelle; avec l'effilure de la pipette promenée à plat, on l'étalé en couche mince et uniforme sur toute la surface de la lamelle, ou mieux encore, on écrase et on étale cette goutelelte entre deux lamelles. On sèche sur la platine chauffante.
On traite alors j)ar le mélange d'alcool et d'éther à parties égales, afin de bien fixer les globules et de dissoudre les parties grasses; on sèche, et l'on colore par l'un des procédés indiqués ci-dessus de coloration simple ou double (Gram ou Weigert), si la coloration double est possible.
Dans les colorations simples, la liqueur de Lôffler donne d'excellents résultats, car elle permet une soi'te de double coloration : les microbes sont en bleu vif, et les globules en vert pâle.
Dans les préparations de sang des oiseaux (poule, pigeon), la solution hydro-alcoolique de violet de gentiane donne de très beaux résultats. Le bleu de Loffler teint le noyau du globule sanguin en bleu vif, la partie périphérique en vertpàlc.
Dans les doubles colorations il faut colorer les globules à Véosine qui est ici la couleur d'élection.
3. Examen de ta sérosité périlonéale, pleurale, i>cricardique avec coloration. — On étale une goutte du liquide recueilli dans une pipette sur une lamelle; on sèche, on colore et on monte comme s'il s'agissait d'une culture liquide.
(I) Il ne faut j.imais nogliffcr de proccdnr ;i ccl oxamen dans line autopsip, surtout pour h; sang, (" est par ce procédo que Pasteur et 303 élèves ont découvert le microbe du choléra des poules, du rouget, etc. Ou sait que pour le charbon il donne des résultats frappants, et plus iin[iortants peut-être que ceux (|u'oii obtient par la cidoration.
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Pour la sérosité péritonéale, le meilleur procédé consislo à placer des lamelles bien propres sur la surface du foie qui se trouve toujours enduite de sérosité. On sèche et on colore. La lamelle est ainsi enduite d'une couche uniforme aussi mince que possible.
4. Examen des pulpes d'organe, et de la moelle osseuse avec coloration. — Les pulpes ont été recueillies purement dans la rate, le foie, etc. ; la moelle osseuse a été puisée dans le canal médullaire (V. chap. IV) : pour en faire une préparation, il suffit de placer une goutte de la pulpe donnée sur une lamelle; on applique alors une seconde lamelle sur la première : la goutte est incluse entre les deux lamelles; en pressant légèrement entre le pouce et l'index, et en faisant glisser les lamelles l'une sur l'autre, on écrase et on étale la pulpe. On sèche et on colore par les procédés divers cidessus indiqués.
.5. Examen des muscles avec coloration. — La méthode la plus simple est la méthode du « frottis ». On coupe un fragment de muscle à l'endroit où la lésion est le plus marquée, et on en frotte légèrement la surface d'une lamelle. On sèche et on colore par les procédés connus.
6. Examen du pus avec coloration. — Quand le pus est liquide, on l'étalé sur les lamelles comme les pulpes. S'il est caséeux, on en dépose une parcelle sur une lamelle, et on verse sur cette lamelle une goutte de bouillon stérilisé. Avec la palette en platine stérile, on mélange le pus au bouillon. On obtient ainsi un liquide opalescent épais. On place une deuxième lamelle sur la surface enduite de la ])remière, et on les fait glisser l'une sur l'autre. On a ainsi deux lamelles que l'on sèche et colore.
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V. Recherche des microbes dans les coupes de tissus
La coloration des coupes constitue un des point s les plus importants de la technique bactériologique : c'est grâce à ce procédé que nous pouvons reconnaître la présence et le siège des microorganismes dans les divers tissus, et nous rendre compte des lésions qu'ils y provoquent.
Il serait à désirer que l'on possédât pour la recherche des microlies dans les coupes des agents décolorants spéciaux qui, épargnant le microbe donné et lui seul (tel l'acide azotique au dixième dans le procédé d'Ehrlich pour la tuberculose et la lèpre), nous fourniraient une méthode d'examen et de diagnostic d'une sûreté parfaite : mais on est encore loin d'en être arrivé à ce degré de perfection.
Les coupes se colorent par deux sortes de méthodes :
1° Les méthodes do coloration simple (Lôffler, Malassez et Vignal, etc.) : toute la préparation est uniformément colorée ; mais les microbes tranchent sur le tissu par une teinte plus vive ;
2° Les méthodes de double coloration (Gram, Weigert, Elirlicli) : les microbes sont teints d'une couleur, le fond d'une autre couleur.
Enfin nous exposerons en terminant la méthode du docteur Kiihne, qui peut donner de beaux résultats là ûti les autres méthodes ont échoué.
La technique do la manipulation des coupes diffère légèrement suivant que la coupe a i3té faite par un jirocédé ou par un autre : les deux sortes de microtome auxquelles nous donnons la préférence sont :
a) Le microtome à congélation;
/') Le inicrotoine à la paraffine.
Toute pièce destinée à être coupée pour l'rxa-
men bactériologique doit être, aussitôt après l'autopsie, débitée en petits fragments cubiques d'un demi-centimètre de côté au plus, et les fragments doivent être placés dans l'alcool absolu : il faut se servir à cet effet de flacons étroits et hauts, de telle façon que les fragments soient recouverts d'une haute couche d'alcool.
A. PréparatiOiN, coloration et montage des COUPES faites au microtome a congélatio.n (1).
Préparation. — La pièce ayant séjourné au moins 24 heures dans l'alcool absolu, on la place pendant 24 heures dans une solution de gomme stérilisée; la gomme s'infiltre dans toutes les mailles et les anfractuosités du tissu : elle formera, pour ainsi dire, une charpente intérieure, qui donnera de la fermeté au tissu : lorsque la pénétration de la gomme est suffisante, la pièce tombe au fond du vase qui contient la solution.
La pièce gommée est portée sur le microlome où elle est coupée d'après la technique spéciale à l'instrument, technique que nous n'avons pas à rappeler ici.
Les coupes sont reçues dans un cristallisoir rempli d'eau distillée : on les laisse dégommer pendant une heure. On les transporte ensuite avec la palette de platine dans l'alcool absolu, oii on les laisse se déshydrater pendant une heure.
Les coupes sont alors prêtes pour la colora tion (2).
(1) Nous traitons ici de la tecliiiique .ivec le microtoiiie à cougélation. On rapportera aisément cette technique aux coupes faites avec tout autre microtonie automatique, ou avec le microtonie à main (le inicrotome à parafline excepté).
(2) Ou peut avec le niicrotome à congélation faire des coupes de pièces fraiches ; on congèle la pièce sur le microtome, on la coupe, et on la reçoit dans de l'eau distillée contenant 1 ji. tOO de sel marin. Les coupes subiront ensuite les diverses méthodes de coloration.
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Coloration et montage des coupes. — 1. Coloration simple par la méthode de Lôf'fler. — Immergez la coupe dans une solution fraîche et filtrée de bleu LofUer pendant dix à quinze minutes. Décolorez rapidement dans de l'eau distillée, contenant une ou deux gouttes d'acide acétique pour le contenu d'un A^erre de montre.
Montez alors la coupe : cette opération se fait de la façon suivante. Portez la coupe à l'aide de la palette de platine dans un cristallisoir rempli d'eau distillée ; prenez une lame bien essuyée, plongez-la obliquement de la main gauche dans le cristallisoir, et avec une aiguille amenez doucement la coupe sur la lame, et placez-la de façon à ce qu'elle ne fasse aucun pli. Enlevez la lame chargée de la coupe; déshydratez par l'alcool absolu. Séchez et fixez la coupe sur la lame h l'aide de feuilles de papier à cigarettes.
Éclaircissez alors à l'essence de girofle; enlevez l'excès d'essence par lexylol; laissez tomber sur la coupe une goutte de baume du Canada dissous dans le xylol, et recouvrez d'une lamelle bien propre. La goutte de baume s'étale et la coupe est montée.
On peut éclaircir la coupe avec l'essence de 6e)'gamolte, ou Y huile de cèdre, et on peut monter dans la résine d'Ammar.
Les microbes, dans cette méthode, se colorent en bleu foncé, les autres éléments en bleu pàlo.
2. Coloration simple par la méthode de Malassez et Vignat. — Immergez la coupe dans la solution de bleu Malassez, fraîche et filtrée, pendant dix minutes.
Décolorez rapidement dans la solution suivante :
Solution aqueuse de carbonate do soude
i 2 p. 100 2 oc.
Alcool absolu I —
Montez la coupe suivant le jyrocédé indiqué cidesfius.
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Les microbes sont teints en bleu foncé, les autres éléments en bleu pâle.
3. Coloration double par la méthode de Gram. — Placez la coupe clans le violet de Gram pendant un quart d'heure, puis dans la solution iodo-iodurée une minute. Décolorez à fond dans l'alcool absolu.
Placez alors la coupe, pour obtenir la coloration du fond, dans une solution hydro-alcoolique faible d'éosine, de brun de Bismarck, de vésuvine, ou dans le picro-carmin de Orth, pendant deux ou trois minutes.
Montez pur le procédé indiqué plus haut.
Les microbes sont colorés en violet foncé, les éléments anatomiques en rose ou en brun pâle, suivant qu'on a employé l'éosine et le picro-carmin, ou le brun de Bismarck et la vésuvine.
4. Coloration double jjar la méthode d'Ehrlich. — Placez les coupes dans le rouge ou le violet d'Ehrlich, à /"rotci, pendant 12 heures au moins, 24 heures au plus.
Décolorez ensuite dans l'alcool absolu contenant un dixième d'acide azotique ; ne laissez la coupe au contact de cette solution que quelques secondes, et achevez la décoloration dans l'alcool absolu.
Faites la double coloration avec l'éosine, le brun de Bismarck ou la vésuvine, si vous avez employé le violet; avec le brun de Bismarck, la vésuvine ou la solution hydro-alcoolique de bleu de méthyle, si vous avez employé le rouge d'Ehrlich.
Montez par le procédé indiqué ci-dessus.
Les microbes sont colorés en violet, et les éléments anaLomiquos en rose ou en brun pâle ; ou bien les microbes sont en rouge, et les éléments en brun pàle ou en bleu, suivant le procédé employé.
f). Coloration double par la méthode de Weigert. —
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Colorez d'abord la coupe dans Téosinc, le brun de Bismarck ou mieux dans le picro-carmin de Ûrlh. Lorsqu'après quelques minutes la coupe est suflisanuncnt colorée, on la met dans de l'eau distillée, et on la monte sur lame ; on la déshydrate à l'alcool absolu, on la sèche et on la fixe sur la lame en même temps à l'aide de feuilles de papier à cigarettes.
Sur la coupe séchée et fixée, on verse deux ou trois gouttes du violet de Weigcrt, qu'on laisse en contact pendant dix minutes.
On laisse écouler alors l'excès de matière colorante, et on verse sur la coupe quelques gouttes de la solution iodo-iodurée, qu'on laisse une minute en contact. On sèche alors complclcment avec le papier à cigarettes.
On décolore en versant quelques gouttes d'huile d'aniline blanche sur la coupe : on renouvelle l'huile d'aniline au besoin plusieurs fois jusqu'à décoloration complète. On enlève l'excès d'huile par le xylol, on laisse tomber sur la coupe une goutte de baume ou de résine d'Ammar et on recouvre d'une lamelle sèche et propre.
Les microbes sont colorés en violet foncé, et les éléments anatomiqucs en rose.
B. Préparation, coloration et montage des
COUPES faites au MICrtOTOME A LA PAU Al'l-INE.
Les mani])ulations préparatoires que l'on fait sui)ir à la pièce qui va être coupée par le microlorne à [laraffine sont longues et di'licatcs; la coloration et le montage exigent du soin et de l'adresse, mais les avantages du procédé sont très marqués : coujies d'une régularité parfaite, d'une finesse qui [)cut aller jusqu'au millième d(! rnillinièti'o. (^es avantages compensent très largement les incoiivé-
nients. C'est donc là un procédé des plus recommandables et qu'il est nécessaire d'indiquer.
On peut avec le microtome à la paraffine couper des fragments d'organes non colorés ou couper des fragments colorés préalablement au carmin (picrocarmin ou carmin boracique) : de là deux procédés distincts que nous allons décrire. Disons de suite qu'il est très avantageux d'employer le second procédé lorsque la double coloration est possible, car la pièce étant colorée au carmin il y a moins de manipulations à faire subir aux coupes si fines et par conséquent si fragiles.
Premier procédé : La pièce n'est pas colorée avant de passer au microlome.
On coupe en forme cubique un petit fragment de l'organe que l'on se propose d'examiner, et on le laisse durcir dans l'alcool absolu pendant au moins 24 heures. Au bout de ce temps, et pour passer au microtome, la pièce doit subir les manipulations suivantes :
1° Séjour dans un mélange à parties égales d'alcool et d'éther pendant 24 heures.
2° Séjour dans l'éther sulfurique pur pendant 24 heures.
3° Séjour dans une solution concentrée de paraffine dans l'éther sulfurique pendant 24 heures.
4° Enfin séjour dans la paraffine fondue à -|- 4,t° pendant 24 heures.
On laisse alors refroidir la paraffine qui, en se coagulant enrobe la pièce; lorsqu'elle a atteint le degré de dureté nécessaire, c'est-à-dire lorsqu'elle est susceptible d'être nettement coupée au couteau, on taille autour de la pièce enrobée, à l'aide d'un bistouri bien tranchant, un cylindre que l'on fait ensuite pénétrer par frottement dans un des godets ronds du microlome, et l'on procède à la coupe qui peut se faire 'à des épaisseurs très variables.
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(lu'indique une table spéciale placée sur le microtome, table il l'aide de laquelle on règle matbématiquement l'appareil. On obtient ainsi un ruban de coupes rappelant la forme du tœnia solium, dans cliacun des anneaux duquel se trouve au centre une coupe entourée de paraffine.
Deuxième procédé : La ydèce est colorée au carmin avant d'être coupée.
On coupe un très petit fragment de l'organe que l'on veut examiner, de telle façon que l'on obtienne un volume de 1/2 centimètre de long sur environ 1/4 de centimètre de large. On le durcit d'abord par un séjour dans l'alcool absolu d'au moins 24 heures. Ensuite on le soumet à l'action des différents réactifs suivants :
1" Séjour dans une solution de carmin nouvellement filtrée pendant 12 heures (coloration en masse) ;
2" Séjour dans l'alcool absolu pendant une heure;
3" Séjour dans un mélange d'alcool et d'essence debergamotte à parties égales pendant une heure;
4" Séjour dans l'essence de bergamotte pure pendant deux heures;
h" Séjour dans une solution épaisse de paraffine (paraffine Dumaigo) dans l'essence de bergamotte, pendant au moins deux heures, à l'étuve (+ 20° à -f .30") ;
6" Séjour dans la jiaraffine pure fondue, a l'étuve entre -j- 43" ii -\- '6i)°, pondant au moins deux heures.
On laisse la j)aiaf(ine se prendre on masse; et l'on agit de la façon, indiquée au i)rcmi(;r procéib; pour obtenir les coupes. Les anneaux du ruban ainsi obtenus contiennent cliacun une coupe colorée en rose par le carmin, et limitée par une zone de [jaraffine.
Fixation sur les lames des coupes données par le microtome à paraffine. — Que la coupe débitée par le microLome soit ou non colorée, le procédé est le même. On prend dans le ruban de coupes deux fragments de cinq à six coupes chacun, et on les dipose sur une lame préparée de la façon suivante : la lame bien propre, bien essuyée, a été enduite d'un côté et sur une surface de trois centimètres de long sur un et demi de large d'une solution très légère de gomme. On dispose sur cette surface enduite de gomme les deux fi'agments du ruban de coupes, l'un au-dessous de l'autre, et tous deux parallèlement au grand axe de la lame.
On fait égoutter la lame, et on laisse sécher à l'abri de la poussière pendant quinze heures environ. Au bout de ce temps on porte la lame sur la platine chauffante jusqu'à ce que la paraffine emprisonnant les coupes devienne transparente. On enlève la paraffine par le xylol, et le xylol par l'alcool ; on sèche alors avec des feuilles ti^ès propres de papier à cigarettes. Les coupes sont ainsi solidement fixées sur la lame et prêtes à subir les manipulations destinées à la coloration des bacilles. — Nous n'avons pas à revenir sur ce sujet qui a été déjà traité longuement :ile lecteur se reportera aux pages précédentes; répétons seulement que, lorsque la double coloration est possible, il est toujours indiqué de donner la coloration du carmin à la masse du tissu avant de la soumettre au microtome.
On peut parfois opérer plus rapidement la fixation sur la lame, surtout lorsqu'il ne s'agit que d'un examen histologique de la coupe carminée. Sur la lame, on étend avec un pinceau une légère couche de la solution suivante (Schaîllibaiim),
Essence de girolle Collodiou
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puis on dispose les coupes comme il a été dil, on les lixe avec le pinceau, on fond la parralTine, etc. comme il est dit ci-dessus.
Recherche des jucroues dans les tissus par la jiéthode de kûhne.
Cette méthode est très avantageuse à employer, car elle permet de colorer des espèces microbiennes qui se colorent mal par les procédés Habituels. Il est donc indiqué de l'employer non seulement dans la recherche de microbes connus, mais surtout lorsqu'il s'agira d'examiner des coupes susceptibles de contenir un agent inconnu.
C'est par l'emploi combiné du bleu de raéthyle et du krystalviolet que Kuhne est arrivé à colorer tous les microbes, sauf le prétendu microbe de la syphilis. D'après le résultat de ses expériences, il divise les microbes au point de vue de la façon dont ils se comportent vis-à-vis de ces deux nuxtières colorantes en trois classes:
1° Ceux qili se colorent par le bleu seulement.
2° Ceux qui se colorent par le krystalviolet seulement.
3° Ceux qui prennent indilTéremment les deux matières colorantes.
I.orsqu'on a à examiner des coupes dans lesquelles on soupçonne l'existence de microbes, il faut donc les traiter des deux façons pour être certain de colorer les micro-organismes.
Manuel opéniloire. — Avant de placer les coupes dans les solutions ([ue nous allons indiquei', il faut les déshydrater dans l'alcool nbsolu.
V' Solulion au bleu dr nidUii/lènc :
IMacez les coupes pendant i'6 minutes dans une solulion àl p. 100 de carlionate d'ammoniaquedans laquelle vous ajoutez goutte à goutte une solution
lîXAMEN DES MICRO-ORGANISMES.
aqueuse concentrée de bleu de méthyle jusqu'à ce que vous ayez obtenu une teinte bleu foncé.
Lavez rapidement ensuite les coupes dans une solution d'acide clilorhydrique à un millième, puis dans l'eau distillée.
Montez la coupe sur une lame; séchez sans employer l'alcool; éclaircissez par le xylol et montez dans le baume.
2° Solution au kristaUviolet :
Placez les coupes pendant 10 minutes dans une solution de carbonate d'ammoniaque à 1 p. 100, dans laquelle vous ajoutez goutte à goutte une solution aqueuse concentrée de krystalviolet, jusqu'à ce que vous ayez obtenu une teinte violet foncé (pour la tuberculose, les coupes doivent rester deux heures dans le bain colorant). Traitez ensuite les coupes pendant deux minutes par la solution iodoiodurée de Grara.
Portez ensuite la coupe dans une solution alcoolique concentrée de fluorescéine, jusqu'à décoloration presque complète. Achevez la décoloration dans l'alcool absolu; éclaircissez par l'essence de girolle; enlevez l'excès d'essence par le xylol, et montez dans le baume.
En employant ces deux procédés simultanément on colorera sûrement les microbes contenus dans les coupes, soit en bleu, soit en violet ou indilTéremmcnt eu bleu ou en violet.
On peut obtenir des doubles colorations avec le krystalviolet en solution alcaline, en colorant la coupe au picro-carmin avant de la placer dans la solution violette.
Kiihnc est arrivé à remplacer l'alcool comme liquide d'extraction par l'huile d'aniline; seulement, ici, la solution colorante est acide. On peut obtenir par ce procédé de belles doubles colorations en colorant au préalable la coupe par le
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picro-carmin, le brun de Bismarck ou la vésuvine.
Placez la coupe colorée au picro-carmin dans? le liquide suivant, pendant un quart d'heure :
Solution rn|ueuse coiiceatroc de krystallviolet. 30 gr. Acide clilorliydi-ique 1 gîte.
Lavez ensuite la coupe dans Teau ; traitez-la pendant deux minutes par la solution iodo-iodurée de Gram. Montez sur lamelle; séchez; décolorez par l'huile d'aniline; enlevez l'excès d'huile par le xylol et montez dans le baume.
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La deuxième partie de ce livre sera consacrée à passer sommairement en revue quelques maladies infectieuses de l'iioïnme et des animaux, et à en exposer les caractères microbiologiques. Dépassant cependant le cadre strict d'une étude bactériologique pure, nous entrerons dans les quelques détails de pathologie expérimentale que comporte chacune des affections dont nous traiterons.
Le cercle des maladies infectieuses est vaste, et il s'en faut de beaucoup que l'agent pathogène soit aujourd'liui connu et démontré pour chacune d'elles : la variole, la rougeole, la scarlatine, parmi les maladies humaines, sont incontestablement des maladies infectieuses, et nous ne savons rien de leur cause réelle, c'est-à-dire de leur agent pathogène; il en est de même de la davelée, de la piiriimenriionie, etc., parmi les maladies animales. L'exemple le plus frappant, à ce point de vue, n'cst-il pas la rage, dont le virus est atténué par M. Pasteur, alors que l'agent de la virulence est entièrement inconnu?
A l'heure actuelle, on peut poser de la façon sui-
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vante la série des problèmes à résoudre pour une maladie infectieuse donnée :
1. Quelles espèces animales (et il est bien entendu que ce terme comprend l'homme) la maladie atteint-elle spontanément, c'est-à-dire dans les conditions ordinaires de la vie, en dehors de toute intervention expérimentale? Quelles espèces sont spontanément réfractaires?
2. Quelles espèces sont susceptibles de prendre la maladie expérimentalement, et quelles autres sont réfractaires?
Comment agissent sur les espèces susceptibles les divers modes expérimentaux que nous jiossédons pour conférer les maladies aux animaux : inoculations superficielles à la lancette, ou par scarification; inoculation dans l'hypoderme ; inoculation dans le péritoine; injection dans les veines; infection par le tube digestif?
3. Quel est le micro-organisme pathogène de la maladie infectieuse en cause? Quels sont les caractères de ce microbe? Comment se fait la preuve que la maladie est, suivant l'heureuse expression de H. Bouley, fonction du microbe et de lui seul?
Reprenons les divers termes de ce problème.
1. Une maladie infectieuse donnée n'a d'action que sur un groupe plus ou moins large d'espèces animales; il n'en est peut-être qu'une seule, la rage, qui dans l'état de nos connaissances actuelles atteint l'ensemble des espèces animales.
Mais en dehors de la rage, parmi les maladies infectieuses, quelques-unes sont exclusives à l'homme et ne frappent jamais les animaux : tels la rougeole, là, scarlatine, la lèpre, la fièvre Ijjphoïde, le c/io/r'/'rt ; d'autres frappent l'homme et quelques espèces animales, respectant les autres. Ainsi la morve frappe dans les conditions naturelles l'homme, le cheval, l'àne et jamais les bo-
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vidés; le cluirbon bactdridien atteint riioinme, le iiiouloii, le birut', le clieval, très rarement le porc et le chien, mais jamais les oiseaux; d'autres encore ne frappent que les animaux et jamais l'iiorame, tel? la cluvi'ldt', la péripneuinonic, le roiigel, le rhui bon sytnptomaliqiie ; et parmi les animaux elles n'atteignent que certaines espèces, le degré de fréquence des atteintes étant très variable de Vune à l'autre de ces espèces : c'est là une caractéristique des plus nettes, et qu'il importe de bien mettre en relief quand on traite des maladies infectieuses.
Ces données de pathologie comparée auront encore le grand avantage de replacer Tiiomme dans son cadre naturel, et de ne pas l'isoler des animaux dont le rapproche la pathologie aussi bien que l'anatomie et la physiologie.
2. L'expérimentation a grandement élargi la limite d'action de certaines maladies infectieuses. A côté des espèces prenant naturellement une maladie, elle a démontré la possibilité d'infecter d'autres espèces naturellement réfractaires ; elle a prouvé aussi que certains animaux résistent à la transmission expérimentale aussi bien qu'à la contagion naturelle; elle a enfin montré qu'il existait pour telle maladie une espèce animale qui pouvait être considérée comme un véritable réactif de cette maladif!. Chacun de ces points doit être solidement établi dans la limite du possible pour toute maladie infectieuse, dont l'étude ne saurait être d'ailleurs qu'incomplète sans ces notious de pathologie expérimentale.
Un mot de développement seulement sur ces propositions.
La tuberculose de la chèvre et du mouton est inconnue; ces animaux sont à peu près coniiilètement réfractaires à l'inoculation sous-culanée ; ils succombent rapidement avec une tuberculose
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miliaire type, à la suite de l'injection intra-veineiise.
De même, il n'existe que de très rares exemples de chats contractant naturellement la tuberculose, et cependant l'infection tuberculeuse expérimentale (par la voie digestive) est facile chez cet animal.
Le cobaye ne prend certainement pas le charbon hactéridien par contagion naturelle : l'inoculation lui confère la maladie à coup sùr.
Réfractaires à la morve s2Jontanée,les bovidés soni tout aussi réfractaires à la morve expérimentale.
Le lapin est devenu par les enseignements de la pathologie expérimentale un réactif différentiel parfait entre le charbon bactéridien qui le tue à coup sûr, et le cliarbon bactérien qui n'a aucune action sur lui.
L'âne est le réactif le plus sùr, un réactif infaillible de la morve, dans les cas douteux.
Le cobaye est employé couramment comme un excellent réactif de la tuberculose : l'inoculation en fait la pierre de touche expérimentale de l'affection.
Le cobaye encore rend les plus grands services quand on se trouve devant une alTection porcine épidémique afTectant les allures du rouget : si le cobaye succombe à l'inoculation des produits virulents du porc suspect de rouget, on peut affirmer qu'il y a erreur de diagnostic, qu'il s'agit d'une affection autre que le rouget.
En dehors de la preuve bactériologique, à laquelle doit rester le dernier mot, quand il sagit du diagnostic certain d'une maladie inroclicuse, et pour les affections oii cette preuve ne peut être faite par suite de notre ignorance actuelle de l'agent, ainsi que pour le praticien qui ne peut s'assurer le secours de la microbiologie, le dia-
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jjinostic d'une maladie infecti^utee par rexporinieutation sur les espèces de clvoix peut rendre de grands services en écartant telle ou telle hypothèse, en afiirmant au contraire telle ou telle autre.
Ce n'est pas tout encore, et voici un côté fort intéressant de l'expérimentation : les diverses espèces animales suscejUibles de prendre expérimentalement une maladie infectieuse ne la prennent pas toutes de la morne façon. La tuberculose peut être facilement conférée au cobaye, au lapin par inoculation sous-cutanée, alors que cette môme inoculation échoue sur le chat qui ne peut être être infecté que par la voie digestive; le cheval échappe à toute tentative d'infection tuberculeuse expérimentale : seule l'injection intra-veineuse peut réussir et vaincre son immunité.
Les exemples se multiplieraient aisément pour les autres maladies; nous renvoyons le lecteur à l'exposé que nous ferons de chacune d'elles.
En pathologie infectieuse humaine nous sommes malheureusement, sauf quelques cas (tuberculose, morve, charbon), privés de ce mode précieux de' diagnostic.
3. — A) Rechercher et démontrer la présence d'un micro-organisme dans l'organisme malade ;
|{) Caractériser ce microbe par les différentes réactions dont nous disposons actuellement; , G) Faire la preuve de son rôle pathogénique réel et exclusif, en reproduisant la maladie par l'inoculation de ce microbe et de lui seul :
Tel est le troisième terme et le plus important ilans l'étude d'une maladie infectieuse.
Aj II convient donc d'abord de poursuivre la recherche du microbe dans les tissus, li(iuides, sécrétions et excrétions de l'individu (lionune ou animal! qui vient de succomber à la maladie infectieuse; c'est-à-diro en d'autres termes de faire la rn. DR Miciiomi:. 10
no
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démonstration du microbe, et d'établir ses localisations dans l'organisme.
Deux procédés qui doivent marcher de pair sont usités pour cette recherche :
fl. — L'examen an microsmpe sur lamelles des pulpes organiques, des liquides, des sécrétions normales ou pathologiques, etc., et l'examen histologique des coupes de tissus.
b. — Les cultures : avec ces pulpes, ces liquides, ces sécrétions recueillis purement on ensemencera les divers milieux que uous avons énumérés : bouillons, lait, gélatine, gélose, sérum, pomme de terre, etc. La technique de ces opérations a été décrite tout au long dans notre première partie.
Les cultures sur gélatine en plaque fourniront un précieux moyen d'isoler le microbe cherché, dans les produits qui le contiennent, mais associé a des germes étrangers.
Les cultures devront se l'aire en présence de Voir et aussi dans le vide.
Le procédé des cultures est infiniment plus délicat, plus sûr que l'examen microscopique sur lamelles et en coupes. Pour peu que l'agent pathogène soit rare dans un milieu donné, seule la culture, qui permettra au germe, fùt-il même unique, de se multiplier à l'infini, réussira à faire la preuve de son existence.
Cette recherche du microbe pathogène, soit par l'examen microscopique, soit par les procédés divers de culture, doit toujours se faire dans le délai le plus rapproché de la mort : la piutréfaction commençante, en introduisant des microorganismes étrangersdansles tissus et les humeurs, pourrait donner lieu à des erreurs grossièi-es.
Au cas où l'examen microscopique et la culture feraient reconnaître plusieurs micro-organismes associés, on les isolerait par la culture en pla-
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ques, et l'on forait sur chacun d'eux la série d'opérations démonstratives qu'il nous reste à indiquer.
Le microbe étant démontré dans l'organisme malade il reste à établir ses caractères (B) et à faire la preuve de son rôle pathogénique (C).
B) Les caractères d'un microbe peuvent se ranger sous trois chefs.
Les réactions vis-à-vis des matières colorantes
1. Caractères biologiques. — Ils comprennent : La forme du microbe : bacille, microcoque, ou
spirille ;
Le mode de reproduction (sporulation s'il s'agit d'un bacille, forme et caractères de la spore) ; La mobilUé ou VimmobiUlé;
Le caractère aérobie, ou anaérobie, ou encore aéro-anaérobie ; il faudra déterminer dans ce dernier cas quel est l'état le plus favorable au développement du micro-organisme : la vie en présence de l'air ou à l'abri de l'air;
La résistance à la chaleur, au froid, à la lumière, à la dessiccation ; le degré thermométrique auquel le microbe cesse de vivre; si le micro-organisme a une spore, il faudra déterminer le degré de résistance de cette spon; à la chaleur (1).
2. Réactions vis-à-vis des divers milieux artificifb de culture. — La série des divers milieux connus
(I) L'elalilisscmniit cnmpletdo ces oarîiotoi'es l)i()li)gii]iios d'iin microbe a une portée plus haut<! encore : c'est là que se trouvent les plus solides bases étiologiques d'une maladie infectieuse. En niuii- Irant que la spore charbonneuse se conserve dans le sol indrliuiment, résistant à toutes les causes de destruction, et n'attendant que le moment où elle sera absorbée par l'animal avec ses aliinenls
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devra être passée en revue, car ici intervient un caractère diagnostique important. Certains microbes prennent sur tel ou tel milieu artificiel, et en particulier la gélatine et la pomme de terre, une apparence spéciale qui leur est particulière et est presque pathoguomonique : tels le rouget du porc dans la gélatine en piqûre, la morve sur la pomme de terre, etc.
On devra déterminer les températures les plus favorables au développement, les maxima et les minima auxquels s'arrête ce développement.
3. Réactions vis-à-vis des matières colorantes et des ptocédés de coloration. — ^ On recherchera quelles colorations sont le plus favorables, et ici nous rencontrons encore des caractères diagnostiques d'une réelle valeur. Tel microbe peut se colorer par un procédé qui échoue sur tous les autres : il en est ainsi du bacille de la tuberculose et de celui de la lèpre qui sont colorés par le procédé d'Ehrlich, alors que tous les autres micro-organismes actuellement connus ne résistent pas à la décoloration par l'acide nitrique à 1/10"^ qui est la base de cette méthode.
Un caractère de premier ordre encore est de savoir comment se comporte un microbe traité par les méthodes de Gram ou de Weigert; on peut d'une faço7i schématique établir dans les microorganismes pathogènes _ deux groupes : dans l'un on rangerait ceux qui se colorent par l'une de ces méthodes ou les deux, dans l'autre ceux qui ne peuvent être colorés par elles.
Enfin dans les bains colorants quelques micro-
pour repi'ontli'e sou cycle vital, Pusteiir a établi l'éliologie du cliarbon sur dos bases inébraulahles.
En mouti'aut la destniclion du vibrion du choléra asiatique par la dessiccation, sa vitalité dans l'eau, les milieux humides. Koch nous a donni la clef étiologique de cette alfection.
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bes prennent des formes assez remarquahles, auxc[uelles il faut d'ailleurs se bien garder d'attacher une signification diagnostique exagérée : tels les bacilles granuleux delà morve et de la tuberculose, les bacilles en battant de cloche du charbon bactérien, etc., etc.
C) Il reste eulin, et c'est là la caractéristique la plus importante, à faire la preuve que le microbe que l'on a trouDd, caractérisé biologiquement, cultivé, coloré, est bien l'agent pathogène de l'affection en cause, que cette affection est fonction de la vie du microbe et de lui seul. Cette preuve est donnée par ï iiioculation des cultures pures du microbe à l'espèce animale qui présente la maladie spontanée, etpar la reproduction typique de cette maladie à la suite de cette inoculation expérimentale.
Ainsi donc : existence d'un microbe particulier dans l'organisme atteint d'une maladie infectieuse, et localisations anatomiques de cet agent pathogène; caractères biologiques de ce microbe; réactions vis-à-vis des milieux de culture et des mat tières colorantes; loproduction de la maladie par l'inoculation des cultures pures aux animaux : tel est le cycle que doit parcourir l'étude complète delà microbiologie d'une maladie infectieuse.
Cette étude complète est possible pour quelques maladies infectieuses (tuberculose, morve, charbon bactérien, rouget du porc, charbon symptomali- ([ue, etc.) ; elle est à peine ébauchée ou très incomplète pour quelques autres, et notamment pour les maladies humaines.
Voici par exemple le ciioléra : l'existence d'un microbe spécial chez le cholérique est démontrée; les caractères biologiques, les réactions de culture et de coloration do ce microbe sont déterminés et vraiment .spéciaux, mais la preuve absolue de l'action pathogène, c'est-à-dire l'inoculation à
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l'homme ou aux animaux et la reproduction expérimentale de la maladie spontanée, manque. Cependant les caractères bien tranchés du microbe, le fait qu'il ne se trouve que chez le cholérique et là seulement où existent les lésions, c'est-à-dire dans l'intestin, tout cela constitue un faisceau de preuves suffisant en faveur de l'action pathogène du microbe de Koch.
Voici encore la fièvre typhoïde : la preuve finale manque aussi, c'est-à-dire la reproduction de la maladie sur l'homme ; le microbe de la fièvre typhoïde inoculé à quelques animaux leur donne une septicémie mortelle, mais ce n'est là qu'une expérience intéressante, et non décisive; elle ne prouve rien pour la spécificité du microbe. Cependant les caractères tranchés du bacille d'Eberth, sa présence constante dans l'organisme malade, et là seulement, forment un ensemble suffisant, sinon complet pour la démonstration.
Plus incomplètement prouvée encore est l'action pathogène du bacille de la lèpre (bacille de Hansen). Ce bacille ne se cultive pas, et ne produit aucun trouble chez les animaux auxquels on l'inocule. On peut admettre cependant sa spécificité en considérant ses caractères vraiment spéciaux de coloration, et sa présence en quantité innombrable dans les lésions lépreuses, et là seulement.
Il est encore dans l'élude des microbes pathogènes des questions de haut intérêt, mais qui sortent tout à fait du cadre élémentaire de notre Précis : nous voulons parler de la question des substances solubles toxiques (ptomaïnes) sécrétées par les microbes, et des atténuations de virulence, en d'autres termes des vaccinations, découvertes qui sont la gloire de l'école française : nous renvoyons nos lecteurs aux communications de M. Pasteur, de M. Chauveau, et aux divers articles
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de MM. Houx et Ghamberland pour les notions sur ces belles études.
Voici dans ses lignes générales le plan élémentaire que nous suivrons dans l'exposé des quelques maladies infectieuses que nous passerons en revue : ce plan Cf^t conçu de façon àijonvoir être répété ■presque complètement dans les laboratoires d'étude.
Nous indiquerons d'abord pour une maladie donnée quelles espèces animales sont soumises à la contagion naturelle, quelles autres sont réfractaires; puis en quelques mots nous dirons les voies de la contagion naturelle.
Nous ferons ensuite connaître les principales données depathologie expérimentale de l'affection, c'est-à-dire quels animaux sont susceptibles d'être infectés expérimentalement. Nous indiquerons l'espèce animale qui doit être considérée comme le meilleur réactif expérimental de l'aflection. Nous dirons ensuite quels sont les animaux réfraclaires, ce qui, dans l'espèce, ne présente pas, on le sait, un moindre intérêt.
Les diverses manières d'infecter expérimentalement les animaux, colles qui conviennent exclusivement à telle ou telle espèce, seront indiquées.
Arrivant alors à l'agent pathogène, nous décrirons ses localisations dans l'organisme, ses caractères biologiques, ses réactions vis-à-vis des matières colorantes et des cultures.
Enfin nous terminerons par un rapide résumé où les caractères diagnostiques du microbe seront condensés.
A ces points principaux nous joindrons accessoirement quelques lignes sur les lésions causées par la maladie spontanée, sur les ]iliénonièiies symptomatiqucs et les lésions de la maladie expérimentale.
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Ce cadre ne sera pas toujours rempli, il s'en faut; dans les affections exclusives à l'homme il y aura plus d'une lacune, ce qui se conçoit sans qu'il soit besoin d'insister.
Nous n'admettrons dans notre description que les maladies dont la preuve bactérienne est aujourd'hui indiscutable, rejetant toutes celles qui ne présentent pas un caractère de certitude absolue.
Notre classification est des plus simples.
II. Maladies microbiennes spéciales aux animaux
III. Maladies microbiennes spéciales à l'homme. Dans notre second groupe nous établirons une
division. Des maladies microbiennes des animaux quelques-unes sontpurementexpérimentales, c'està-dire que créées de toutes pièces par l'expérimentation, elles ne sont jamais le produit de l'infection naturelle : telle la septicémie des souris, etc. Ces maladies expérimentales sont nombreuses; nous n'avons nulle intention de les passer toutes en revue, mais seulement d'en donner, en présentant quelques types bien définis, un aperçu suffisant.
Ceci dit, voici l'énumération des maladies que nous étudions.
Maladies microbiennes communes à l'homme et aux animaux : charbon bactéridien; — tuberculose; — morve ; — septicémie de Pasteur ; — actinomycose; — les suppurations.
Maladies microbiennes spéciales aux animaux : charbon bactérien (charbon symptoinatique); — choléra des poules; — rouget du porc; — farciii du bœuf; — mammilo contagieuse des vaches laitières ;
— mamraite gaugréneuse des brebis (araignée) ;
— septicémie spontanée du lapin (inédit). Maladies expérimentales : septicémie des souris;
— tétragénus.
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Maladies microbiennes spéciales à l'homme : choléra; — lièvre tj'phoïde; — pneumonie — lèpre; — diplithérie.
Avant d'outrer en matière, nous croyons bon de diYe quelques mots de certains microbes 7ion pathogénes, mais dont l'étude présente quelqu'inlérêt l)ratique à trois points de vue.
a) L'étude de ces microbes, généralement simple et typique, familiarisera les débutants avec les procédés de la microbiologie.
b) Ces microbes viennent souvent souiller les cultures; ils doivent être reconnus et distingués des microbes pathogènes.
c) Enfin ces microbes peuvent offrir parfois une analogie apparente assez grande avec quelques espèces pathogènes : telle bacillus subtilis qui présente quelque ressemblance avec la bactéridie charbonneuse.
CHAPITRl^
I. Bacille du lait bleu {Bacillus syncianus
Ce microbe a la propriété de colorer le lait en bleu. C'est un petit bacille droit, mobile, fin, pourvu de spores.
Il pousse rapidement dans les bouillons, sur la gélatine qu'il ne liquéfie pas, ainsi que sur la gélose. Il donne sur ces milieux solides et transparents «ne culture blanche au début, puis légèrement bleutée par transparence. En vieillissant, les cultures deviennent un peu brunes.
Enfin sur pomme de terre il pousse très bien et produit une culture bleu foncé, très abondante. Il se colore facilement dans les solutions hydroalcooliques.
II. Bacille de la pomme de terre {Kartoffelbacillus
Sur les pommes de terre, préparées pour la culture et incomplètement stérilisées, il se forme parfois en peu de temps une pellicule grisâtre au début, mamelonnée, ridée, qui ne tarde pas à envahir toute la pomme de terre. En vieillissant, la culture brunit. Celle pellicule est due à la pullulalion du Karloff'clbacillus.
MICROBES NON PATHOGÈNES
Ces bacilles munis de spores sont mobiles. Ils lit[uéfient la gélatine et forment alors un dépôt blanc nuageux qui reste en suspension dans le liquide.
ni. Bacterium termo.
Bacilles gros, mobiles, bacilles vulgaires de la putréfaction, formant sur les liquides en putréfaction une sorte de pellicule, ce qui indique leur avidité pour l'oxygène.
Ils poussent aisément sur tous les milieux de culture liquides ou solides, en présence de l'air.
Ils donnent sur gélatine une culture blanche qui ne tarde pas à liquéfier. Ils se cultivent également bien sur le sérum, la gélose et la pomme de terre où ils donnent une culture blanc sale.
Dans les bouillons ensemencés avec le bacterium tcrmo, il se produit à la surface une pellicule mince, résultant de ramoncellement des bacilles.
IV. Bacillus subtilis
Ce micro-organisme est très intéressant à étudier, car sa morphologie, ses réactions de coloration, ses caractères de cultures même, le rapprochent objectivement du bacillus untitracis, dont le sépare d'ailleurs absolument sa réaction expérimentale : le bacillus subtilis n'esi pas patliogéne.
Le bacillus subliliH est très répandu. On le trouve dans l'eau, dans la poussière, mais surtout à la surface des plantes, des graminées. Aussi est-il communément appelé bacille du foin.
Il est très simple de se procurer le bacillus sulitilis, voici le procédé qu'il convient d'employer à cet effet :
Prenez un ballon stérilisé dans lequel vous verserez une quantité! d'eau ilistillée suffisante ]iour
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le remplir à moitié. Placez-y ensuite un peu de foin coupé en petits fragments. Alcalinisez le liquide Bouchez le ballon avec un tampon d'ouate et exposez-le dans l'autoclaye à -\- 100° pendant un quart d'heure environ : vous obtiendrez ainsi une décoction d'un beau jaune d'or. Transvasez ■purement une partie du liquide dans un ballon Pasteur stérilisé et portez à l'étuve (37°). En deux ou trois jours le bouillon sera trouble et recouvert le plus souvent d'une pellicule qui résulte de l'amoncellement des bacilles à la surface du liquide.
Dans cette décoction de foin, le bacillus subtilis examiné sans coloration apparaît sous forme d'un bâtonnet, morphologiquement semblable à la bactéridie charbonneuse, mais mobile, à extrémités arrondies et « armé à ses deux extrémités d'un flagellum ou cil extrêmement fin » (Strauss).
La coloration du B. subtilis est simple ; les solutions hydroalcooliques, le bleu de Lôffler, le procédé de Gram lui conviennent également.
Cl'ltures. — Si l'on sème dans du bouillon le bacillus subtilis, «■ on voit le liquide se troubler dans sa totalité au bout de quelques heures, puis présenter à sa surface un voile sec qui peu à peu s'épaissit et devient rugueux (I. Strauss) ».
Semé en piqûre dans \d,gélatine,\\ forme une culture blanche qui ne tarde pas à liquéfier la gélatine ; sur la pomme de terre il se développe rapidement et donne lieu à une pellicule visqueuse, luisante, blanc jaunâtre.
Dans les cultures, le bacillus subtilis prend comme la bâclé ridie charbonneuse la forme filamenteuse, et comme celle-ci encore il se sporulc.
Le meilleur moyen de prendre une idée exacte de la spore est l'examen à l'état frais sans coloration ; les spores apparaissent dans le corps du filament
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sous forme de petits corps ovoïdes, réfringents. Les spores » débordent nn peu la membrane de la cellule mère, étant plus larges qu'elle, tandis que les spores du bariltus anthracis y sont nettement inscrites ».
V. De quelques microbes de l'air
Nous n'avons pas à rappeler ici même sommairement les expériences fondamentales de Pasteur
Fig. 41.
A, vert dVau (non liqiiéfi:int). Lcilz, oc. .'i, obj. 1/1'.!.
B, Siircina Iulea. Culture. Loilz, oc. -i, olpj. 1/12.
sur la présence des microbes dans l'air, non plus que les méthodes de numération et d'isolement de ces microbes imaginées récemment i)ar Duclaux, Miquel, Straus, Pietri, liesse, etc.
l'it. i)K .MicnoniK. I I
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Ce que nous voulons melLro plus iiurliculièrement en lumière, c'est renvahissement des milieux de culture insufiisanimeuL sLérilisés ou insuffisanimenL protégés par les microbes vulgaires de l'air; eu même temps nous décrirons quelquesuns de ces organismes, ceux qui se rencontrent le plus fréquemment à la surface des cultures exposées à l'air.
Exposez il l'air pendant quelques instants une plaque de gélatine, une pomme de terre préparée pour la culture; stérilisez insuflisamment les divers milieux de culture solides ou liquides ; ouvrez sans précaution un tube de culture, un matras vous verrez au bout d'un temps plus ou moins long sedévelopper sur ces milieux des organismes de l'air :
Bacilles ei microcoques formant sur les milieux solides des colonies chromogènes de nuances variées blanches, jaunes, grises;
Champignons et moisissures de couleur blanche, noi^re, rosée, etc., à chevelu délicat et élégant {aspergiUus niger, albus, etc., etc.).
11 serait superflu et fastidieux de passer en revue tous ces organismes; un mot seulement des plus remarquables d'entre eux.
A. Micrococcus prodigiosus. — Ce microbe est très intéressant à connailrc à cause de la couleur rouge sang qu'il produit sur les dilTércnts milieux de culture.
11 se développe spontanément sur le blanc d'œuf et sur le pain.
On le rencontre accidentellement sur les cultures de gélatine en plaques où il forme des colonies roses.
Il pousse dans les ])ouillons. 11 pousse dans la gélatine (ju'il li(iuélie et donne par pi([ùre une culture d'ai>oi'd blanche, yms rose et enliu rouge sang.
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Quand tout le cylindre gélatineux est liquéfié, la culture se dépose au fond du tube sous forme d'un sédiment roufye sang. Il se cultive également sur gélose où il donne sa couleur caractéristique.
Sur pomme de terre, il produit une belle culture rose, qui, parla suite, devient peu à peu î'OH.ge s«nf/.
B. Micrococcics luteus. ■ — On le rencontre dans la gélatine et sur les pommes de terre où il donne des cultures jaune citron.
C. Micrococcus aurantiacus. — Un peu plus rare que le luleiis; on le voit également sur les pommes de terre : ses cultures sont d'un hea.u jaune doré.
D. Sarcina lutea. — Cette sarcine se trouve dans l'air. Elle vient dans quelques cas souiller les milieux de culture.
Les sarcines sont presque toujours agglomérées: elles forment ainsi de grandes zooglées. Les éléments qui composent chacune d'elles sont ovoïdes, très réfringents , immobiles, réunis entre eux de telle façon qu'ils forment un cube.
Les sarcines jaunes se colorent très facilement; mais le plus souvent les colorations se font en masse, de sorte qu'il est impossible d'observer les détails. Pour arriver à un bon résultat, il faut employer des solutions hydro-alcooliques très faibles. Le brun de Bismarck et la vésuvine en solutions légères donnent d'excellents résultats.
Le Gram et le Weigert ne colorent pas la sarcine jaune.
Rien n'est plus aisé que de cultiver les sarcines jaunes.
Elles poussent en présence de l'air dans les bouillons. Sur la gélatine qu'elles liquéfient, et la gélose, elles forment à la surface, du jour au lendemain, un enduit blanc, iqjais, (|ui en doux ou trois jours devient jaune aerin. Sur la gélatine en phuiues, elles donnent des colonies rondes et jaunes.
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Enfin, sur la pomme de terre, elles produisent une couche épaisse, luisante, qui prend avec le temps la teinte caractéristique.
"VI. Microbes de l'eau.
Un mot seulement à ce sujet. L'eau de source prise au point d'éraei-gcnce est pure, elle ne renferme aucun micro-organisme, ainsi que l'ont démontré les premiers travaux de Pasteur. Les autres eaux contiennent des micro-organismes en nombre plus ou moins grand suivant leur degré de souillure. De ces micro-organismes la plupart ne sont pas pathogènes ; nous savons cependant que Peau peut servir de véhicule aux bacilles de la lièvre typhoïde et du choléra.
Les divers microbes que contient une eau seront facilement isolés par la méthode de Koch (cultures sur plaques). Nous ne voulons entrer dans aucun détail à ce sujet, ni mentionner les divers perfectionnements que cette technique a reçus, non plus que les procédés de numération des colonies usités dans nos laboratoires.
Indiquons rapidement un certain nombre d'espèces chromogènes banales que contiennent àpeu près toutes les eaux.
A et B : deux bacilles à réaction chromogène verte sur la gélatine et la gélose : l'un d'eux liquéfie la gélatine, l'autre non.
I. Historique
La découverte de la bactéridie charbonneuse est due à Davaine et Rayer. Les points principaux de l'histoire de cette affection ont été établis par Davaine, Koch, Pasteur, Chamberland et Roux.
Le lecteur trouvera dans le livre de Straus : « Le charbon des animaux et de l'homme, » un exposé magistral de toute la question.
II. Charbon bactëridien spontané
Le charbon bactéridien est une maladie commune aux animaux et à l'homme.
(I) Il est bien entendu que ce terme sponla/w iippliqii6 ii une maladie microbienne quelconque indique ruiïcction Cdutriiclco piU' contagion naturelle et non artificielle. Le terme " sponlané >■ s'oppose ainsi au terme « expérimental ou inoculé «.
a) Charbon siponlané des animaux. — La voie d'introduction naturelle du charbon chez l'animal est le tube digestif : c'est en ingérant avec leurs aliments des bactéridies sous la forme de spores que les animaux prennent le charbon.
Des animaux domestiques, les uns sont doués de réceptivité pour le charbon ; les autres sont réfractaires à la maladie.
Les animaux de la première catégorie sont : le mouton, le bœuf, le cheval ; le mouton et le bœuf offrent une réceptivité plus grande que le cheval.
Les animaux réfractaires sont le chien, le chat, le porc, les oiseaux, etc., etc.
L'immunité naturelle peut cependant être vaincue dans certaines circonstances rares et toutes spéciales. Il existe des faits authentiques de charbon chez des porcs et chez des chiens qui avaient mangé de la viande ou des viscères d'animaux charbonneux; dans la plupart de ces cas, la maladie affectait la forme d'angine ou de glossanthrax. M. Nocard a cité l'exemple d'un chat qui mourut d'une amygdalite bactéridienne.
b) Charbon spontané de lliommo. — L'organisme humain ne constitue pas un milieu très favorable au développement de la bactéridie; l'homme peut cependant contracter le charbon de trois façons différentes :
1° Par inoculation cutanée accidentelle : blessure, piqûre, excoriation de la peau chez les individus qui manient les cadavres charbonneux (vétérinaires, bergers, bouchers, équarrisseurs) ou les peaux d'animaux morts de charbon (tanneurs, mégissicrs).
L'accident initial dans cette forme, qui est la plus fréquente, est la pustule maligne.
2° Par les voies digestives : c'est Iq charbon intef;tinal, résultant de l'ingestion de substances souil-
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lées de bactéridies ou de spores charbonneuses (viandes charbonneuses, etc., etc.).
3° Par les voies respiratoires : c'est le charbon pulmonaire, forme rare, décrite chez les chiffonniers de Vienne, et chez les trieurs de laine de Bradford en Angleterre (Woolsorters' disease), qui est évidemment le résultat de la pénétration dans les voies respiratoires de poussières chargées de spores charbonneuses.
Les lésions macroscopiques trouvées à l'autopsie d'un sujet charbonneux (homme, mouton, bœuf, cheval, etc.) sont identiques dans leurs traits principaux, ceux-ci étant d'ailleurs plus ou moins accusés suivant l'espèce : sang noir, poisseux, incoagulable ; veines gorgées de sang et congestions viscérales diverses; raie énorme, noire, diffluente; muqueuses de l'intestin grêle, du gros intestin, parfois de Veslomac, parsemées d'ecchymoses noirâtres, et de saillies d'aspect furonculeux, noirâtres, brunâtres ou verdàtres, ulcérées ou non, en partie gangrenées ; poin?io?J présentant des foyers congestifs ou apoplectiques; putré faction rapide du cadavre, etc., etc.
Le sang, les pulpes organiques et la rate au premier rang, la moelle osseuse, les ganglions, etc., sont virulents.
III. Charbon expérimental. — Charbon inoculé
a) Iléceptivité des diverses e'^pùccs pour le charbon expérimental. — Il y a divers moyens de conférer le charbon aux animaux d'expérience : l'infection par les voies dignstivcs, l'inoculation inlra-vusculairc, l'inoculation sous-cutanée.
L'infection par les voies digestives reproduit le mode de contagion naturelle; sauf pour certaines expériences, elle ne présente pas un grand intérêt.
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Le véritable mode expérimental, le mode de pratique courante est Vinoculalion sous-cutanée.
Les animaux réagissent à son égard d'une façon très variable, qu'il est bon d'indiquer rapidement.
Le mouton prend le charbon inoculé avec la même facilité que le charbon spontané : le bœuf, si sensible au charbon spontané, oppose au charbon inoculé une grande résistance; le cheval prend mieux que le bœuf le charbon inoculé.
Le porc adulte résiste à l'inoculation charbonneuse, le porcelet succombe ; les chiens et les chats adultes sont entièrement réfractaires à l'inoculation, tandis qu'on peut à la rigueur vaincre la résistance des jeunes sujets, des jeunes chats, plus encore que des jeunes chiens.
Les oiseaux, à l'exception de très jeunes sujets, sont insensibles à l'inoculation charbonneuse : on peut cependant par un dispositif spécial arriver à triompher de leur immunité : c'est ainsi qu'en plongeant partiellement une poule pendant douze à cjuinze heures dans l'eau courante on abaisse sa température et on la rend apte à contracter le charbon inoculé (Pasteur).
Les véritables réactifs expérimentaux du charbon sont, en dehors du mouton : le lapin, la souris et surtout le cobaye : ce seront là les animaux d'élection du laboratoire pour toute recherche expérivientale ou diagnostique, portant sur le charbon ; ce seront les véritables réactifs du charbon.
Assez résistants à l'infection par la voie intestinale, la souris, le lapin et surtout le cobaye prennent admirablement le charbon iuoculé.
b) Inoculation. — L'inoculation sous-culanée se pratique à l'aide de la seringue de Pravaz : on choisit de préférence pour lieu d'inoculation chez le mouton, le lapin, la souris, le cobaye, la fac& interne de la jambe. La matière d'inoculation est
CHARBON BACTÉniDIEN.
très varuible : culture virulente; pulpes de rate, de ganglions, de foie, moelle osseuse, etc., broyées et délayées dans du bouillon ou de l'eau stérilisés, et passées sur le papier filtre.
c) Symptômex et lésions du charbon expérimental. — Au bout de dix à quinze heures on voit, chez le lapin, la souris, le cobaye, « un empâtement œdémateux assez prononcé, facile à sentir par la palpation, se développer au point d'inoculation; en même temps la température centrale de l'animal s'élèvera d'un ou deux degrés. Les autres symptômes accusés par les animaux sont insignifiants; ils continuent à manger et à se bien porter en apparence jusqu'à quelques heures avant la mort; celle-ci survient ordinairement trente-six à quarante heures après l'inoculation chez le cobaye, quarantehuit à soixante heures chez le lapin. Elle est précédée d'une courte période pendant laquelle l'animal parait inquiet, change souvent de place, urine fréquemment; la respiration s'accélère; l'animal devient comme indifférent et assoupi ; il ne cherche plus à fuir, et quand il le fait c'est avec des mouvements incertains et mal coordonnés. Puis il tombe dans une sorte de coma; la respiration devient plus superficielle, et il meurt après quelques légères convulsions, et une température centrale fortement abaissée, à 34", à 32°; quelquefois à 30° » (Straus).
C'est dans les dernières heures de la vie seulement que les bactéridies apparaissent dans le sang : il sera facile de s'assurer de leur présence en prenant de temps à autre quelques gouttes du sang de l'oreille et en examinant ce sang par les procédés que nous indiquerons ci-dessous.
« A l'autopsie on ne trouve ])ius à Ja jieau do trace de la piqûre d'inoculation; mais à ce niveau, dans une étendue parfois fort grande, le tissu
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cellulaire sous-cutané est le siège d'une infiltration œdémateuse tout à fait caractéristique; c'est un 'jedème gélatineux, tremblotant, transparent, à peine teinté de rouge, rappelant un peu la consistance du corps vitré de l'œil » (Strauss).
Cet œdème est d'autant plus prononcé que la survie a été plus longue.
« Les ganglions lymphatiques correspondant à la région inoculée sont augmentés de volume, rouges, eccliymotiques, entourés d'une zone d'œdème. »
La rate est tuméfiée, diffluente, le foie est vivement congestionné; les poumons sont hypéréraiés ainsi que les reins, etc. Il est à remarquer, et c'est un point intéressant, que les lésions intestinales, qui sont de règle dans le charbon spontané, manquent le plus souvent dans le charbon inoculé.
IV. La bactéridie charbonneuse (bactéridie de Davaine). Sa recherche dans les liquides et les tissus organiques de l'animal charbonneux.
a) Le SANG. — Le sang doit être autant que possible pris dans le cœur, et examiné dans le plus bref délai après la mort : l'examen se fera sans coloration, et «uec coloration.
Examen sans coloration. — Si l'on dépose sur une lamelle une goutte de sang charbonneux, et qu'on la porte sous le microscope (grossissement de 400 à 500 diamètres, sans éclairage Abbe), « on aura sous les yeux le spectacle saisissant si bien décrit èn quelques mots par JL Pasteur :
« Des globules rouges, plus ou moins agglutinés, coulant comme une gelée un peu fluide, des globules blancs en nombre plus grand que dans le sang normal et des bâtonnets qui nagent dans le sérum limpide. » Ces bâtonnets sont droits, flexibles, cylindriques, immobiles, homogènes comme du verre. Les uns paraissent constituer
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un liàlonnot unique, les autres sont formés du (IciiK ou Irois articles (rarement davantage) placés bout il bout, séparés par une scissure nette, l'adhérence des segments contigus ne se faisant plus (pie d'une façon lâche et souvent par un des angles seulement. L'épaisseur des bâtonnets est d'environ I à 2o p.; la longueur est très variable, entre ;j et 2U [i. Tel est l'aspect cpie présente le hacillns anllDuris, examiné dans le sang ou dans les autres produits charbonneux frais, sans autre mode de préparation. » (Straus.)
Examen avec coloration. — Le sang charbonneux se colore bien par les diverses méthodes de coloralion simjile exposées dans le chapitre vi. On pourra placer la lamelle sur lac[uelle le été étalé dans
une solution hydro-alcoolique de violet de gentiane, de fuchsine, de rubine, de bleu de méthyle.
La solution bleue de Loffler donne aussi d'excellents résultats : les bactéridies apparaissent en bleu foncé, les globules en vert pâle.
Les méthodes de double coloration de Grani et de Weigert donnent d'excellentes préparations; la coloration du fond, c'est-à-dire ici des globules, doit être faile à l'éosine : les bacilles teints en violet foncé tranchent bien sur les globules colorés en rose.
Les examens avec coloration do la bactéridie charbonneuse doivent se faire au grossissement de 4 à .SOO diamètres avec l'éclairage Abbe.
b] (jEoiiMK CÉLATINHUX DU CHARBON EXPlilUMENTAL
Ml POINT d'inoculation. — Ou trouvcra dans cet M'dème, examiné avec ou sans coloration, des bactéridies en petite (piantité, beaucoup plus longues (juc dans In sang.
c) l'uLPKs oiiGANiQUES. — Lcs pulpcs dc l'atc, de foie, de |)oumon, do ganglions, la moelle osseuse seront (ixaminées sur lamcdlns par coloration ••iinplc DU double.
192 MALADIES MICROBIENNES
On traitera les lamelles par les solutions hydroalcooliques de violet de gentiane, de fuchsine, de
rubine, de bleu de méthylc, par le bleu de Lôffler quand on voudra faire la coloration simple.
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La coloration double se fera par la méthode de Gram ou de Weigcrt, le fond sera coloré à l'éosine, au brun de Bismarck ou au carmin.
d) Les divers organes du sujet charbonneux seront examinés en coupes histologiqucs : les organes à choisir seront le foie, le poumon, le rein, la rate, l'intestin. Ces coupes seront traitées par les méthodes de double coloration de Gram ou de Weigert, qui réussissent également bien; la méthode de Gram a plus de finesse. Les bactéridies apparaissent en violet foncé au milieu du tissu coloré en rose par le carmin, ou l'éosine, ou en brun paie par le brun de Bismarck.
Une préparation fort intéressante est celle du mésentère des sujets charbonneux : rien ne met mieux en lumière la localisation vasculaire de la bactéridie. On obtient dans ces préparations une véritable injection bactéridienne des petits vaisseaux de l'organe. Voici comment se fera la préparation (1) : sur un disque excavé en son milieu (une tranche prise sur un bouchon de liège et dont on excavera toute la surface intérieure remplira parfaitement le but), on charge une portion de mésentère, en évitant les vaisseaux de trop gros calibre. On détache du reste du mésentère la partie de cette membrane chargée sur le disque, et on la passe au mélange d'éthcr et d'alcool à parties égales. On la plonge ensuite dans le violet de Gram pendant une demi-heure.
On détache alors la membrane colorée en violet du disque qui la supportait; on la divise en plusieurs fragments qu'on passe à la solution iodoiodurée et (ju'on porte ensuite dans l'alcool absolu jusqu'à décoloration. On achève en colorant à l'éosine et on monte comme une coupe.
(Ij II est avantageux de choisir pour celle iiréparatinM un sujet, maigre.
il*
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Le mésentère peut être aussi traité par la méthode de Weigert : on commence par en charger la portion choisie sur un disque comme il est dit ci-dessus, et on traite ensuite cette partie de la membrane par la méthode de Weigert.
Lorsque la préparation est bien réussie, les vaisseaux se détachent en fines traînées violettes dans lesquelles on distingue une quantité innombrable de bactéridies sur le fond rose de la membrane.
V. Culture de la bactèrldie charbonneuse
Aérobie, la bactéridie se cultive en présence de l'air à toute température de 10 à 43». La température la plus favorable est de 30 a 3b".
La bactéridie se développe dans les milieux liquides et sur les milieux solides transparents et opaques : gélatine, gélose, pomme de terre.
On choisira de préférence pour semence le sang, ou la pulpe de rate et de ganglion.
a) Culture de la bactéridie charbonneuse dans LES MILIEUX LIQUIDES. Urine. — C'est dans l'urine neutre que M. Pasteur fit ses premières cultures de bactéridie. Le bouillon doit être préféré.
Bouillons. — Tous les bouillons, qu'ils soient faits de viande de poule, de mouton, de veau, de bœuf, etc., se prêtent bien à la culture de la bactéridie. — Le bouillon, ensemencé avec une goutte de sang ou de pulpe organique charbonneuse, est mis à l'étuve à la température convenable.
« Au bout de quelques heures, on voit des flocons ténus nager dans le liquide; ces Ûocons grossissent et conservent une certaine cohésion, de sorte qu'ils résistent à une légère agitation imprimée au liquide qui reste limpide dans leur intervalle. Dans les heures suivantes ces flocons deviennent assez volumineux pour former comme un
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nuage au sein du liquide. Cet aspect lloconneux de la culture de la bactéridie dans le bouillon est caractéristique. <( Après quelques jours de séjour à l'ctuve, le bouillon dans lequel a poussé la bactéridie a légèrement bruni et est redevenu limpide, et sur le fond du vase s'est déposée une fine poussière qui se soulève quand on agite le liquide » (Straus).
/)) Culture de la bactéridie dans la gélatin'e. — La bactéridie liquéfie la gclaline; la culture ne doit se l'aire qu'en piqûres ou en plaques : elle donne une apparence parfois assez caractéristique.
La gélatine étant ensemencée par piqûre, et laissée à la température du laboratoire, « au bout d'un jour on la verra se fluidifier à la partie supérieure, et de haut en bas, en même temps qu'il s'y forme des flocons blancs, d'où parlent presque toujours de fins filaments enchevêtrés et ramifiés qui donnent à la culture une apparence arborescente » (Straus).
Après un certain temps, la gélatine est fluidifiée dans toute sa hauteur, et les flocons blancs formés par les bactéridies tombent au fond.
<< Cultivée sur la gélatine étalée en couche mince sur une plaque de verre (culture sur plaques de Koch), la bactéridie charbonneuse se développe sous forme de colonies arrondies qui, examinées à un faible grossissement, présentent au centre un aspect filamenteux enchevêtré; à la périphérie de la colonie, ces filaments sont assez régulièrement onduleux » (Straus).
',') Culture de la kactéridie sur la gélose. — Sur la gélose en strie, à l'étuvc, la bactéridie se développe bien en 24 à 48 heures sans apparence caractéristique.
d) Culture de la bactéridie sur pomme de terre. — La bactéridie donne sur la pomme de terre, à l'étuve, en 24 ou 48 heures, des colonies sèches
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blanches; lorsque les colonies sont assez l'approchées pour arriver à fvisionner, la pomme de terre semble recouverte d'une couche crémeuse.
Examen des cultures de charbon. Morphologie et coloration de la bactéridie cultivee. — daus l'organisme, la ])actéridie n'a que la forme bacillaire; dans les cultures, elle prend deux nouvelles formes : la. forme filamenteuse, et la forme sporulaire.
Les cultures seront examinées sans coloration et avec coloration.
Examen sans coloration — Dans une goutte de culture mise sur une lamelle (après dilution dans le bouillon stérilisé, s'il s'agit de culture sur gélose ou sur pomme de terre), et portée sous le microscope, on <( aperçoit des Jilamcnts extrêmement longs, cylindriques, non ramifiés, ondulés, tordus quelquefois les uns sur les autres et enchevêtrés comme des paquets de cordes. Ces filaments paraissent homogènes dans toute leur longueur, sans trace de séparation transversale, sauf sur les points où il existe des ruptures » (Strauss).
L'apparence filamenteuse de la bactéridie est très saisissante déjà au bout de 24 heures dans les cultures en bouillon séjournant à l'étuve. Dès cette époque parfois les spoî'es apparaissent, mais elles sont plus nettes et plus nombreuses au bout de quelques jours. A cette époque « beaucoup de filaments paraissent remplis de noyaux réfringents, un peu allongés; quelques-uns sont encore dans des filaments très nets, quelques autres forment des chaînes où on reconnaît la forme des filaments qui leur ont donné naissance, mais où le contour a disparu; d'autres enfin sont tout à fait libres et flottent dans le liquide. Ces noyaux sont les germes, les spores ou graines de la bactéridie » (Chamberland. Charbon et vaccination charbonneuse).
Examen avec coloration. — Les cultures de bac-
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téridie charbonneuse se colorent bien par les différents procédés de coloration simple exposés au chapitre VI ; les solutions hydro-alcooliques de violet de gentiane, de fuchsine, de rubine, de bleu de méthyle donnent de belles colorations des lamelles chargées des produits de culture charbonneuse. Nous i^ecommandons le bleu de Lôffler et surtout la solution iiydro-alcoolique de bleu de méthylène très légère qui donne des préparations très fines.
Les méthodes do Gram et de Weigert réussissent bien, et la méthode de Gram grossit moins les éléments et a plus de finesse ici que la méthode de Weigert.
La constitution des filaments est bien mise en lumière par les couleurs. « On constate que les filaments sont formés par une gaine hyaline délicate, renfermant une rangée de masses protoplasmiques cubiques ou allongées; celles-ci sont séparées les unes des autres par des cloisons transversales et chacune d'elles représente une cellule végétative » (Straus).
Les spores restent incolores dans les filaments, quelle que soit la méthode de coloration employée, coloration simple ou méthode de Gram et Weigert.
On a proposé de faire une double coloration des filaments sporifères dans lesquels le corps de la bactéridie et la spore prendraient alors une couleur différente, de façon à mettre en évidence sur les préparations colorées le germe de la bactéridie.
Le procédé consiste à li'ailor les lamelles parla méthode d'Elirlich: la lamelle passée six ;i sept fois dans la flamme est mise pendant vingt-quatre à quarante-huit heures dans la solution rouge d'Ehrlicli ( I) ; on décolore par le mélange d'alcool et d'a.cide nitriipie au 1/10''; on lave à l'eau et on co-
(I) Il est l)Oa lin placer le verre de moatrc qui rontient In iinlri colorant où plonge l;i lamelle à l'étuve i 3i)-35''.
Il*'
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lore à nouveau dans une solution hydro-alcoolique de bleu de méthylène. Les filaments sont colorés en bleu, les spores apparaissent en rouge dans l'intérieur du filament.
Cette méthode est infidèle, et ne réussit que dans un petit nombre d'essais ; la meilleure manière d'observer les spores est la préparation fraîche, sans coloration.
VI. Résumé des caractères de la bactéridie charbonneuse
La bactéridie charbonneuse est aérobie; elle est immobile dans les liquides organiques et dans les cultures. Dans l'organisme elle ne se présente que sous la forme bacillaire. Dans les cultures elle prend la forme filamenteuse et se sporule. Elle se cultive sur tous les milieux artificiels, et la température la plus favorable est de 30" à So". Elle fluidifie la gélatine, prend une apparence caractéristique dans le bouillon, moins caractéristique, mais encore assez spéciale, sur la gélatine et la pomme de terre. Elle se colore par les méthodes de Gram et Weigert.
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I. Historique
A Villemin revient incontestablement l'honneur d'avoir démontré la virulence de la tuberculose (18(5o). R. Koch a, dans ces dernières années (1882), découvert le bacille de la tuberculose, dont il a pleinement démontré le rôle pathogène : il n'est
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que juste lie donner à ce bacille le nom de bacille de Koch.
Récemment MAI. Nocard et Roux ont lait faire à la technique des cultures du bacille de Koch, jusque-là fort imparfaite, un pas décisif.
II. Tuberculose spontanée
La tuberculose est une maladie commune à l'homme et aux animaux.
L'homme est extrêmement sensible à la tuberculose spontanée, et la maladie affecte chez lui les allures les plus variées. L'organe préféré de la tuberculose humaine est assurément le poumon, où l'alTection se montre sous diverses formes : phtisie aiguë (granuleuse ou pneumonique) et phtisie chronique. La tuberculose peut aussi se localiser chez l'homme, et souvent pendant un temps fort long, à d'autres organes (bouche, pharynx, larynx, intestin, testicule, cerveau, os, articulations, etc.). La terminaison habituelle de ces tuberculoses locales est la propagation au poumon.
Enfin il existe une forme aiguë de tuberculose rjdnéralisée qui conduit rapidement à une terminaison funeste, et dans laquelle tous les viscères sont couverts de granulations tuberculeuses : cette l'orme (granulie d'Empis) est tantôt primitive, et tantôt secondaire, terminant l'évolution d'une tuberculose locale ([uelconque.
La tuberculose a chez l'homme pour porte d'entrée p'rincipale les voies respiratoires, et c'est le crachat du plitisique, chargé de bacilles de Koch, qui constitue le plus grand danger de contagion tuberculeuse pour l'homme sain.
Dans quelques cas rares la tuberculose peut provenir d'une inoculation accidentelle.
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Elle peut, plus fréquemment, être contractée par la voie digestive : c'est ainsi que l'usage du lait cru provenant d'une vache atteinte de mammite tuberculeuse offre pour des jeunes enfants un réel danger; théoriquement on peut admettre que la viande d'animaux tuberculeux puisse offrir quelques dangers, mais seulement dans des circonstances absolument exceptionnelles. Enfin on a quelques raisons de penser que l'infection tuberculeuse peut se produire par la voie génitale.
Tuberculose spontanée des animaux. — Des espèces animales domestiques, les unes sont spontanément tuberculisables, avec un plus ou moins grand degré de fréquence, les autres sont réfractaires à la tuberculose spontanée.
Parmi les animaux de la première catégorie il faut citer :
Le bœuf au premier rang ;
Le jjorc à un degré beaucoup moindre que le bœuf;
Le cheval, dont la tuberculose a été longtemps niée : la maladie est en effet rare chez lui ;
Le chien jouit lui aussi d'une grande immunité; la tuberculose peut cependant se rencontrer chez cet animal;
La tuberculose spontanée du chat est de toute rareté; une des figures de cet ouvrage atteste cependant que le chat peut dans des circonstances tout à fait exceptionnelles se tuberculiser ; ' Les oiseaux de basse-cour deviennent assez fréquemment tuberculeux dans les conditions naturelles.
Les animaux réfractaires sont le mouton et la chèvre : « Je n'ai pas observé un seul cas de tuberculose naturelle chez ces animaux » (Nocard).
Le cheval et surtout le chien et le chat, s'ils ne sont pas absolument réfractaires, peuvent à bon
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droit être considérés, nous l'avons vu, comme relativement très peu prédisposés à la tuberculose spontanée.
Chez le bœuf la tuberculose est surtout pulmonaire, ce qui indique que la porte d'entrée est principalement respiratoire ; les poumons, les plèvres, les ganglions bronchiques sont le siège principal des lésions tuberculeuses, qui, dépassant d'ailleurs le thorax, portent aussi sur les ganglions mésentériques, sous-lombaires et du bord convexe de l'intestin, sur le foie et sur les organes lymphoides de l'intestin (follicules clos et plaques de Peyer), sur la rate à un moindre degré, et rarement sur le rein.
La tuberculose peut dans quelques cas chez le bœuf porter exclusivement sur les voies digestives (ganglions mésentériques, intestins, foie, rate, péritoine), les poumons restant absolument sains : l'infection se fait dans ces cas par les voies digestives.
Porc. — Peut-être faut-il rapporter à la tuberculose la maladie désignée sous le nom de scrofule du porc. En tout cas 1^ tuberculose pulmonaire existe chez le porc, si rare y soit-elle (Nocard).
Cheval. — La tuberculose équine se présente sous cleux types distincts :
« Le ])remier type de beaucoup le plus fréquent se rattache à la tuberculose abdominale : hypertrophie énorme des ganglions mésentériques et souslombaires, de la rate et du foie; ulcérations profondes et étendues des plaques de l'eycr Il est
liors de doute que, dans cette forme de la maladie, l'infection s'est faite par les voies digestives; ce qui le prouve encore, c'est le peu de gravité et l'âge peu avancé des lésions pulmonaires qui surviennent il la dernière période de l'alTection
Dans le deuxième type, la tuberculose parait avoii'
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débuté d'emblée par le poumon; au moins les ganglions bronchiques et le poumon semblent-ils seuls atteints » (Nocard). La lésion se présente sous une forme singulièi^e : « On croirait avoir affaire à une néoplasie, à un sarcome, par exemple, qui se serait généralisé à toute la trame du poumon. »
C'est seulement chez les chiens vivant au contact de tuberculeux, chez les chiens léchant les produits d'expectoration de leurs maîtres tuberculeux, que la tuberculose s'observe.
C'est à l'alimentation par un lait suspect que devait être rapportée la tuberculose du jeune chat dont une ligure de ce livre montre les lésions hépatiques.
Chez les oiseaux de basse-cour, la règle est « que les lésions sont confluentes sur les organes annexes du tube digestif : le foie, la rate, l'intestin sont le plus souvent farcis de lésions tuberculeuses énormes et calcifiées ; il est exceptionnel que le poumon soit envahi ; quand il l'est, c'est à la dernière période de la maladie, et les foyers sont beaucoup moins nombreux que ceux du foie et de la rate » (Nocard). L'infection se fait par les voies digestives, l'animal picorant des produits tuberculeux d'expectoration humaine, ou des produits d'excrétion intestinale tuberculeux rejetés par d'autres oiseaux de la même basse-cour atteints par la maladie ; parfois aussi la tuberculose provient de ce que les animaux sont nourris avec des issues venant d'animaux tuberculeux.
La tuberculose afï'ecle parfois chez les volailles une forme toute particulière éminemment dangereuse pour le consommateur : « L'animal est en bon état de cliair ; le foie, un peu volumineux et pâle, semble en voie d'infiltration graisseuse; on n'y trouve pas trace de ce piqueté blanchâtre qui caractérise le premier stade du développement des
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tubercules » et cependant ce foie est rempli de bacilles de Koch.
Produits r.irulentii de l'organisme tuberculeux. — Toutes les lésions tuberculeuses, les crachats et le jetage de l'homme et des animaux tuberculeux sont virulents.
La virulence du sang est absolument exceptionnelle et passagère. — Nous tenons pour parfaitement démontré par les expériences de Nocard, expériences relatées au Congrès de la Tuberculose de 1888, que les muscles d'un animal tuberculeux ne sont virulents que dans des cas tout aussi exceptionnels que le sang, et d'une façon tout aussi passagère. — Le lait ne contient le bacille de Koch qu'autant qu'il provient d'une mamelle tuberculeuse.
Inoculation intravasculaire
4. Inoculation dans la chambre antérieure de l'œil. '6. Infection par les voies digeslives (2).
Les matières d'inoculation sont très diverses : on peut faire usage de crachats ou de jetagc tuberculeux, de pus tuberculeux, de pulpes d'organes tuberculeux (ganglions, rate, foie, moelle osseuse) écrasées et diluées dans de l'eau ou du bouillon stérilisés, enfin de cultures pures.
L'inoculation sous-cutanée peut être pratiquée avec un quelconque de ces pr-oduils; il en est de
l'I) Ijiiwi^ulntion supurficielle, h la lancfUo, ost un niovoii presiiuo inefficace de nonfiTer la luben-nlose.
(2) Nous omettons les inhalations de matières tiiborculeuses, qui ne sauraient entrer dans la |irati(]ue courante.
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même de l'infection par la voie digestive, qui sera réalisée en faisant ingérer à l'animal avec ses aliments le produit virulent choisi, jetage, crachat, pus, pulpe organique, etc.
Mais l'inoculation intrapéritonéale, l'injection intravasculaire, l'inoculation dans la chambre antérieure de l'œil, réclament des produits virulents d'une pureté absolue : il faudra donc rejeter le jetage, les crachats, le pus, et n'utiliser que les pulpes organiques pures et les cultures; en outre pour les injections intravasculaires le virus, s'il s'agit de pulpes organiques, devra être soigneusement filtré avant d'être introduit dans le vaisseau.
Les diverses espèces animales réagissent de façons différentes vis-à-vis delà tuberculose expérimentale et ses divers procédés.
Les équidés sont entièrement réfractaires aux inoculations sous-cutanées : c'est à peine si l'inoculation donne lieu à une légère lésion locale. L'injection intravasculaire donne à l'àne, ainsi que M. Ghauveau l'a montré, une tuberculose pulmonaire semblable à la granulie de l'homme, mais il faut, pour saisir la lésion, sacrifier l'animal du vingt-cinquième au trentième jour, car cette tuberculose expérimentale guérit naturellement.
Le porc, le chien, le chat sont absolument réfractaires à l'inoculation sous-cutanée ; l'infection par les voies digestives réussit mieux, surtout chez le chat.
Le mouton est réfractaire à l'inoculation souscutanée comme à la tuberculose spontanée. Il prend cependant la tuberculose par infection digestive, et l'injection intravasculaire lui donne une belle granulie pulmonaire.
Les oiseaux de basse-cour sont réfractaires aux inoculations sous-cuLaiiécs et à l'infection expérimentale par les voies digestives. L'inoculation in-
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travasculaire leur confère une tuberculose toute spéciale sur laquelle nous reviendrons ci-dessous.
La pratique de laboratoire, la pratique courante des recherches d'étude ou de diagnostic, ne portera guère sur les animaux que nous venons de passer en revue ; ces animaux en effet sont réfractaires à l'inoculation sous-cutanée, et ne sont tubcrculisables que par le mode tout spécial, et d'une technique un peu malaisée, de l'injection iutravasculaire, ou par l'infection digestivc, qui exige trop souvent des doses énormes et prolongées de matières virulentes et est en somme assez infidèle.
Les véritables animaux de pratique courante sont le lapin et le cobaye. Le cobaye est un réactif de la tuberculose bien supérieur au lapin : c'est le véritable réactif pratique de cette affection :
La maladie sera conférée aux lapins et aux cobayes :
1° Par inoculation ?ous-culanée ;
2" Par inoculation intrapéritonéale.
Symptômes et lésions de la tuberculose inoculée au lapin et au cobaye. — Les symptômes majeurs sont l'amaigrissement et la cachexie progressive : ce sont les seuls qu'on puisse noter dans les cas d'inoculation intrapéritonéale. Lorsque l'inoculation a été sous-culanée, on note chez le cobaye un abcès tuberculeux au point d'inoculation (chez le lapin l'accident initial est moindre), et parfois des abcès dans les ganglions accessibles à l'examen.
La durée de la survie est variable : elle est do trente à quarante jours dans les cas d'inoculation intrapéritonéale; un peu plus longue et assez variable dans les cas d'inoculation sous-cutanée.
Antopsie. — Les lésions sont subordonnées au modo d'inoculation et à l'espèce de l'animal.
Chez le cobaye, le virus suit une marche toujours identique. Si l'inoculation est prulUmée à la
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face interne de la cuisse, ce sont d'abord les lymphatiques de cette région qui s'enflamment; puis consécutivement les ganglions inguinaux s'engorgent etsuppurent. Le virus franchissant successivement les dilTérentes barrières que lui oppose chaque masse ganglionnaire envahit bientôt une grande partie du système lymphatique; les ganglions sous-lombaires et mésentériques s'hypertrophient, la raie se montre parsemée d'une multitude de points blanc-grisàtre renfermant de la matière caséeuse, qui i^arfois triplent, quintuplent ou décuplent son volume. 11 en est de même pour le foie, quoique les lésions y soient rarement aussi accusées que dans la rate.
Si ïinoculaiion est prai/^/w^e à l'oreille, ce sont d'abord les ganglions prépharyngiens qui sont pris, puis les ganglions bronchiques et enfin le poumon. Ce dernier présente des myriades de points blanchâtres analogues à ceux que nous avons signalés dans le foie et la rate.
Chez le lapin, inoculé dans le tissu sous-cutané, quand l'expérience réussit, « l'évolution de la maladie est bizarre, et semble subordonnée à la susceptibilité individuelle. Ainsi on a vu des sujets chez lesquels l'inoculation à la lancette d'une petite quantité de matière tuberculeuse déterminait une tuberculose effroyable, tandis qu'à côté l'inoculation d'un produit très virulent produisait une maladie insidieuse et très lente » (Nocard).
L'inoculation intrapéritonéale donne chez le cobaye et le lapin une tuberculose des organes abdominaux: foie, rate, ganglions, mésentère.
TUUERCULOSE EXPERIMENTALE DU LAPIN ET DES VO- LAILLES PAR INJECTION iNTRA-VASCuLAiRE. — Lorsqu'on injecte dans la veine de l'oreille du lapin ou dans la veine du bras des volailles la pulpe d'un organe tuberculeux finement broyée, diluée
TUBERCULOSE
et passée sur le filtre, ou une culture ])uve du bacille de Koch, on obtient une tuberculose toute spéciale que Nocard et Roux ont fait connaître, et qui rappelle entièrement, chez les volailles, cette forme de tuberculose spontanée où le tubercule anatomique faisant en apparence tout à fait défaut, certains organes, comme le foie, sont farcis de bacilles de Koch.
Les symptômes sont marqués par un amaif^rissement rapide et extraordinaire : les animaux perdent pendant l'évolution de la maladie la moitié ou le tiers de leur poids; chez les coqs et les poules la crête pâlit, devient anémique, flasque, tlétrie ; elle prend, à l'approche de la mort, une teinte violacée. Les animaux succombent en quinze à vingt jours.
A l'autopsie il n'y a pas ordinairement trace de tubercule macroscopique ;le foie est hypertrophié, la rate est énorme ; chez les volailles elle acquiert souvent un volume qui égale dix fois et plus le volume normal; et ces deux organes ainsi que la moelle des os renferment des myriades de bacilles de Koch.
IV. Recherche du bacile de Koch dans les tissus organiques et les produits de sécrétion pathologiques.
Une seule et même technique convient à l'examen de tous les produits qui contiennent le bacille de Koch : jctagc, crachats, pus, pulpes tuberculeuses, coupes d'organes, cultures : nous allons exposer cette technique en tète de cet article.
Depuis que Koch, par l'emploi du bleu de méthylène et de la vésuvine,eut démontré nettement l'cxislcncc des bacilles de la tuberculose, les procédés imaginés pour colorer ces bacilles se sont multipliés pour ainsi dire à l'infiui. Peu de temps après la découverlo do Kocli, Elii licli lit connaitro
un procédé auquel son nom est resté attaché.
Frânkel imagina un procédé de coloration rapide des crachais; Gibbes, Van Erraengem, Neelsen, Ziehl, Lubimofl' ont indiqué de bonnes méthodes; enfin les techniques de Weigert et de Kùhne conviennent aussi à la coloration du bacille de Koch.
De tous ces procédés celui d'Ehrlich est sans contredit le meilleur; celui de LubimofT donne aussi de bons résultats. Nous conseillons au lecteur de sen tenir à ces deux méthodes.
Celle d'Ehrlich a été indiquée au chapitre vi : le lecteur s'y reportera. Voici maintenant la méthode de LubimofT :
« Dans 20 centimètres cubes d'eau on introduit Osi^jS de cristaux d'acide borique, dont on hâte la solution en versant 15 grammes d'alcool absolu. Lorsqu'il ne reste plus que quelques cristaux non dissous, on ajoute Oe^.^ de fuchsine (rubine) qui se dissout par l'agitation. On obtient ainsi un liquide qui se conserve et est toujours prêt pour l'emploi, sans filtration nouvelle » (Duclaux in Aymalcft Pasteur).
Les lamelles couvertes du produit tuberculeux seront plongées dans le bain colorant qui sera chaufl'é pendant quelques minutes. On décolore dans une solution d'acide sulfurique à I/o, on lave à l'alcool, et on fait la double coloration dans une solution alcoolique saturée de bleu de méthylène; on lave et on monte.
(( Pour colorer les tissus, on les chauffe pendant une ou deux minutes dans un bain de matière colorante qu'on porte presqu'à l'ébullition; on leur fait passer quelques secondes dans un bain d'alcool ; puis on les immerge pendant une ou deux minutes, suivant leur épaisseur, daps la dilution (à I/o) d'acide sulfurique; on lave à l'alcool, et on plonge une demi-minute ou une minute dans
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une solution alcoolique saturée de bleu de méthylène étendue de trois fois son volume d'eau distillée » (Duclaux,ibid.). On déshydrate et on monte.
Le bacille de Koch peut être coloré par la méthode d'Ehrlich en rouge ou en violet ; les autres éléments de la préparation seront colorés en brun
Fig. 4i. — Tuberculose.
A, Crachais de phthisiqiie. Leitz, oc. 3, ol)j. 1/12. H, Tiihcrculosu du cheval. Pulpe de gauglioii. Même grossissement.
C, Culture. Même grossissement.
(vésuvine ou brun de Bismark), en bleu, nu en roug(!.
Le procédé de Lubimofi" colore le bacille en rouge; les autres éléments seront teints en bleu ou en brun.
Avec ces deux procédés il sera toujours aisé d'obtenir une belle préparalion des bacillosdc Koch.
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La méthode crEhrlicli possède encore un précieux avantage : c' esiune mal hode diagnostique, (illovs(\\i'(.ni soupçonne la nature tuberculeuse d'une lésion donnée, il faut d'abord soumettre les pièces à ce procédé : lotil bacille qui se dc'coloi'e, traité j^ar la méthode d'Elirlidi, nest pus le bacille tubercidevx ; seuls jusqu'ici les bacilles de Koch et de la léipre se colorent par celle méthode.
Le bacille de la tuberculose est d'une extrême finesse; il nécessite pour être vu dans tous ses détails les forts grossissements des objectifs à immersion homogène et l'éclairage Abbe. Dans les coupes ilsera de toute utilité d'examinerd'abord à un faible grossissement : les amas bacillaires apparaissent comme des masses informes rouges ou violettes au milieu du tissu : leur topographie sera ainsi parfaitement saisie ; l'emploi des forts grossissements renseignera ensuite sur la forme des bacilles formant les amas.
La longueur des bacilles de Koch est assez variable suivant les cas; leur apparence diffère également dans une môme préparation ou d'un cas à un autre ; c'est ainsi que tantôt le bacille est coloré uniformément, tantôt au contraire il est parsemé de zones claires qui alternent avec les zones colorées ; en d'autres termes il est granuleux : c'est un caractère qui le rapproche beaucoup du bacille de la morve, qui lui ressemble encore par sa finesse.
V. Culture du bacille de Koch
Nous ne parlerons que pour mémoire du procédé de Koch, qui n"a plus aujourd'iuii qu'un intérêt Idstoriqne. Koch cultivait le bacille de la tuberculose sur le sérum du sang de bœuf ou de mou-
(I) V. iSocard et Houx, Annaks de l Institut Pasteur, n" I. ISST.
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Ion. Ou .sait assez quelles diriicullus présciilail cnllo culluTO, et à ([ueis résullals peu satislaisauts elle aboutissait dans les cas heureux. Koch déclarait lui-même qu'il u'y avait pas à espérer que la culture du bacille de la tuberculose jouât uu très yraud rôle dans l'étude do la maladie.
Eu 1885 Nocard lit faire un premier pas à la réussite des cultures du bacille de Koch en indi- (|uant le luilieu suivant : << sérum additionné avant la gélatinisation d'une petite quantité de neptone (1 p. 100), de chlorure de sodium(0,2.ïp. 100) et do sucre de canne (0,2;i p. 100).
Enfin en 1(S87 MM. Nocard et Koux ont donné la formule définitive des milieux sur lesquels le bacille de la tuberculose pousse abondamment : ils ont montré t[ue l'addition de glycérine aux milieux ordinaires (sérum, gélose, bouillonl rend ces milieux aptes il nourrir parfaitement le bacille de Koch.
Le bacille de la tuberculose ne vit et ne se multiplie qu'en présence de l'air : c'est un aérobie pur.
Il ne pousse sur les milieux de culture qu'à la température de l'étuvc : << La température la plus favorable parait être celle de iJO" ; à Hij^-ST» la croissance est i)lus lente. » Toute culture à la tem^ [lérature ordinaire du laboratoire échoue.
La semence doit être choisie avec soin; il faut une tufjGfculose jeune à bacille vigoureux ; les anci(!ns produits tuberculeux ne donnent aucun résultat.
Les pulpes d'organes (rate, ganglions, moeli(! osseuse, foie) de Ia|dns ou de volailles tués par l'injection intravasculaire du virus tuberculeux (voir ci-dessus) donnent d'excellentes semences qui échouent rarement. Ceiiendant, même dans CCS cas, il faudra s'attendre à des échecs : la mise en train di! la culture du bacille ib' Koch reste (oujours une opération délicate.
La pulpe qui doit être semée sera soigneusement
^ ^v>^;v•;,^^:^Cvv;^^:^'^• ..... .
Fig. .45. — Foie tlo dinl tuberculeux. Vcrick. oc. 2. olij. 2 (lube unu tiré).
broyée clans la pipGlte oii elle aura été recueillie.
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(voir chap. ni) : cette opération préliminaire est absolument indispensable pour mettre en liberté le bacille emprisonné clans les tissus.
Les milieux de culture du bacille de Koch sont :
Le bouillon peptonisé glycériné
4. Le sérum, la gélose, le bouillon peptonisés, glycérines, et glywsés.
1. Sérum glycériné. — Scriim glycériné et peptonisé. — « L'addition de la glycérine au sérum ne complique guère la technique : dans un ballon pipette renfermant un poids connu de sérum pur, on aspire une quantité de glycérine stérilisée à 115° à l'autoclave, représentant 6 à 8 p. 100 du poids total. On mélange en agitant, et l'on distribue dans des tubes à essai que l'on porte ensuite dans l'étave à gélatinisation. Le sérum glycériné et peptonisé donne encore de meilleurs résultats ; pour le préparer on dissout la peptone neutre à froid dans la glycérine dans la proportion de 20 p. 100, et la solution stérilisée à l'autoclave est mélangée au sérum comme nous venons de le dire. Pour solidifier le sérum glycériné, il faut une température plus élevée que pour le sérum pur, ~'6° à 78° environ, suivant la proportion de glycérine. Le milieu ainsi préparé est d'ailleurs très beau, aussi transparent que la gélatine de sérum ordinaire » (Nocard et Roux).
2. Gélose glycérinée. — « Il suffit d'ajouter C à8 p. 100 de glycérine à la gélose nutritive préparée delà façon ordinaire, pour en faire un bon tci'rain pour le doveloppenent du microbe de la tuberculose. »
3. Bouillon peptonis)' glycériné. — On ajoute au bouillon peptonisé ï> p. 100 de glycérine stérile.
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4. On obtiendra les meilleurs résultats en additionnant le sérum, la gélose, le bouillon de :
1 p. 100 de peptone.
6 p. 100 de glycérine.
2 p. 100 de glycose.
C'est là le meilleur terrain, celui sur lequel le bacille de Koch pousse le plus abondamment (Nocard et Roux). Les Allemands emploient la dextrine de préférence à la glycose; tout en étant d'ailleurs très favorables à la culture, les milieux dextrinés ne présentent aucun avantage sur les milieux glycosés.
D'une façon générale, la première mise en train d'une culture du bacille de Koch est difficile, et demande un temps variable, toujours assez long; mais les passages successifs, les séries de cultures soit sur le milieu premier, soit sur un quelconque des autres milieux appropriés, deviennent aisés, et se font plus vite et plus abondamment : il semble qu'il y ait une sorte d'acclimatement du bacille à la culture artificielle ; quand le bacille s'est une première fois accommodé d'un milieu artificiel, il devient aisément cultivable sur tous les milieux propices.
Culture du bacille de Koch sur le sérum gylcérinépeptonisé-glycosé. — Ce milieu est excellent pour la mise en train de la première culture; il est inférieur à la gélose et au bouillon pour les cultures successives. — Au bout de quelques jours, à la température de l'ëtuve, la culture est « épaisse, saillante, mamelonnée, d'un blanc mat, et jaunit un peu avec le temps; elle n'a rien d'analogue à la couche sèche, maigre, écailleuse, qui caractérise la culture sur sérum ordinaire. Si quelques bacilles tombent dans le liquide rassemble au fond du tube, ils s'y développent en petits flocons qui augmentent bientôt de volume (Nocard et Roux).
Les tubes de sérum ensemencés avec le bacille de
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Koch et placés a l'étuve doivent être coifles d'un capuchon de caoutchouc.
Culture du bacille de Koch sur la gélose glycérinéej^ejitonisde-glycost'e. — La culture sur gélose glycérinoe peut se faire enpiqnre, en strie et enfin enplaque.
a Lorsqu'on sème par piqûre un tube de gélose glycérinée, comme on le fait pour un tube de gélose, la culture se fait le long de la piqûre, seulement dans les parties les plus superficielles, et il ny a pas de développement dans la profondeur ; à la surface la culture s'étale sous forme d'une plaque saillante, épaisse, blanche d'abord, puis j-aunàtre, ensuite d'aspect mamelonné, à bords irrégulièrement dentelés » (N. et R.).
La culture en strie sur la gélose glycérinée est infiniment plus favorable que la culture en piqûre. Inférieure peut-être au sérum pour la mise en train d'une première culture, «■ la gélose glycérinée convient surtout pour les séries de cultures successives, qui se font ainsi avec une régularité parfaite et dans un temps relativement court; en quinze jours le développement est plus abondant que sur le sérum après plusieurs semaines. Si la semence a été étalée en couche régulière à la surface de la gélose glycérinée, le développement se fait en une nappe blanchâtre, d'égale épaisseur, qui devient un peu jaunâtre à la longue. Lorsque la semence est irrégulièrement répartie, la couche présente des traînées plus épaisses aux points où la semence était plus abondante; si peu de bacilles ont été semés, ils se développent isolément en donnant de petits amas tuberculeux... L'aspect des cultures est gras et humide, demi-transparent » (N. et R.).
Les tubes de gélose glycérinée ensemencés doivent être placés à l'étuve munis d'un capuchon de caoutchouc.
« Les avantages do la gélose glycérinée sont
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faciles à comprendre. Elle est facile à préparer; elle peut être stérilisée à 115° en une seule 'fois, dans l'autoclave ; en quelques heures on peut en faire une provision aussi grande qu'on veut. Son aspect est non seulement plus plaisant à l'œil, mais sa transparence permet la photographie des cultures qui se détachent nettement sur son fond légèrement ambré. De plus elle rend possible l'emploi des cultures sur plaques » (N. et R.).
Cette culture sur plaques se fait, suivant la méthode de Roux, « dans des tubes de verre longs de 25 à 30 centimètres et larges de 2 à 3 centimètres (V. chapitre iv). Une petite quantité de gélose glycérinée est introduite au fond des tubes que l'on ferme avec un tampon de coton et que l'on stérilise à l'autoclave à 115°. Pour les utiliser il suffit de faire fondre la gélose et de l'ensemencer alors qu'elle est encore liquide. On agite vivement, et on couche le tube sur un plan horizontal; la gelée nutritive s'étale et se moule sur la paroi inférieure du tube. Elle est ainsi répartie sur une grande surface, et si l'ensemencement a été convenablement fait, les colonies qui se développeront seront parfaitement isolées. La couche solide doit être mince pour que l'on puisse facilement examiner les colonies au microscope à travers le verre. Le tube est fermé avec un capuchon de caoutchouc, et il peut rester à l'étuve aussi longtemps que l'on veut sans qu'il se dessèche.
« En deux ou trois semaines on obtient ainsi dans l'intérieur du milieu -de belles colonies isolées du bacille de la tuberculose en partant de cultures pures, de façon à étudier leur aspect. Elles se présentent tout d'abord avec une forme ari'ondie ; elles sont transparentes au centre, et à contour net; à mesure qu'elles grandissent, elles devienncntbrunes et compactes. »
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Culture du bacille de Koch dans le bojulhm peptoniié-ylycériiié-glycosé. — C'est un excclleni, milieu où « le bacille de la tuberculose venant d'une culture sur terrain solide se développe abondamment dans l'espace de huit à dix jours. Il apparaît d'abord sous forme de petits flocons très ténus ([ui se rassemblent sur le Tond du flacon à cultnrc. Ces flocons se désaj^règent facilement si on les agite. Ils s'accroissent rapidement et, si on les laisse en repos, au bout de quinze jours à trois semaines, le fond du vase est couvert de flocons volumineux, rappelant un peu ceux de la bactéridie cfiarbonneuse, mais plus consistants et plus difficiles à désagréger.
« Si le bouillon glycériné est ensemencé avec de la matière tuberculeuse prise sur un animal, la croissance des bacilles est plus lente que si la semence avait été prélevée sur une cultui'e dans un milieu glycériné. Dans ces conditions, il faut un mois pour avoir un développement sérieux. Cependant, en ajoutant au bouillon glycériné un peu de l'albumine de l'œuf, nous avons eu une culture manifeste, en partant de la tuberculose du lapin, au bout de cinq jours; le huitième jour, elle était tout à fait abondante.
« Les cultures successives dans les milieux liquides se font facilement et en conservant leurs caractères. Le développement, très appréciable le huitième ou le dixième jour, est considéi'aBle au bout de deux ou trois semaines. »
E.namm des cultures du bur.Ule de Koch. — L'examen se fera sur lamelles par la technique indiquée ci-dessus.
« Les bacilles provenant de cultures sur S('rum ou ijiHosc glycérines gardent i)arfait(!Uient la couleur. Ils ont le même as])('ct que ceux ([ui ci'oissent sur le sérum pur, mais ils sont un |>eu plus l'i'.. riK Mir.nf)niK. VS
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gros. Ils sont plus courts que ceux que l'on trouve dans les crachats et dans les produits tuberculeux pris sur l'homme et sur les animaux. Dans les premiers jours de la culture, ils sont homogènes et se colorent dans toutes leurs parties. A mesure que la culture vieillit, les bacilles les plus anciens prennent moins fortement la couleur. IDans une culture vieille de plusieurs mois, nous avons rencontré des formes plus longues qu'à l'ordinaire; quelques-unes d'entre elles présentaientcommeunbourgeonlatéralbranché presque à angle droit sur le bacille principal, et terminé quelquefois par un renflement à son extrémité » (N. et R.).
L'examen des cultures dans le bouillon peptoniséglyccriné-glycosé donne les résultats suivants : <( Les flocons paraissent formés par des bacilles enchevêtrés, bien colorés, et un peu plus petits que ceux qui croissent sur les terrains solides. Plus tard, ils semblent grossir un peu; en vieillissant ils se colorent d'une façon moins intense, et l'on aperçoit dans leur intérieur des grains plus foncés, soit au nombre de deux, un à chaque extrémité, soit au nombre de trois, deux aux extrémités, un au milieu du bacille. Un bacille n'a quelquefois qu'un grain, soit au bout, soit avant son milieu ; parfois aussi on en voit plusieurs répartis dans toute sa longueur. Ces grains qui ont tout à fait l'aspect de spores deviennent plus nombreux et plus nets avec l'âge des cultures » (N. et R.).
Culture du bacille de Koch sur la pomme de terre. — On doit au docteur Pawlowsky, de Saint-Pétersbourg, la connaissance d'un procédé de culture du bacille de Koch sur la pomme de terre (Voir .4??nales Pasteur, 1888).
On prépare des tubes à pomme de terre de
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Houx (V. cluipitre iv) et « les surfaces des Irauclies ainsi préparées sont ensemencées soit avec des cultures pures de bacilles de la tuberculose, soit avec des tissus tuberculeux (1). On l'ait pénétrer la semence dans la substance de la pomme de terre par des frictions avec une spatule de platine ». Les tissus luberculeux seront soigneusement broyés, triturés comme nous l'avons indiqué ailleurs et ensemencés par friction avec la spatule de platine.
Les tubes ensemencés seront fermés à lu kmpe à leur partie supérieure, et placés d9,ns l'étuve à 4- 39°.
La culture commence à être apparente dès le douzième jour; au vinf,'tième, elle est caractéristique. « La surface ensemencée est sèche, blanchâtre, lisse, moins consistante et se laisse facilement enlever par le raclage avec la spatule. Par sa couleur blanchâtre et sa sécheresse, elle se distingue nettement des parties non ensemencées de la pomme de terre, qui sont jaunes, plus fermes, i.'renues et humides. La multiplication des bacilles se l'ait dans les couches superficielles. La culture ne s'élève que^ peu au-dessus de la surlace de la pomme de terre.
« Après un mois, les cultures sont très abon dantes ; elles sont très manifestes même dans les tubes ensemencés avec des aiguilles de platine. Au bout de cinq à six semaines, elles se présentent comme un enduit blanchâtre qui, dans quelques tubes, prend l'aspect de granules blancgrisàlre, de la dimension d'une tète d'épingleu Ces granules s'observent surtout au tiers inférieur de la pomme de terre. »
(I) L'auteur n'a [ju cuUiver sur la pomme do tniTc ([ue la moelle dos os d'un lapin iiioculii avec, une culture sur gclose glycériiiùe. Les ((uciques ess.tis tentés avec dos tuberculoses d'aulres [irovenances n'out [jas réussi.
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Les cultures sur pommes de terre peuvent se faire en séries d'une pomme de terre sur l'autre : le développement a lieu en deux ou trois semaines.
VI. Résumé des caractères du bacille de Koch
Aérobie, le bacille de Koch ne se développe qu'à la température de l'étuve (35° à 40°). Sa culture, toujours difficile, ne réussit bien que sur des milieux solides ou liquides additionnés de 6 à 8 p. 100 de glycérine. Il se colore, entre autres méthodes, par un procédé d'élection, le procédé d'Ehrlich, qui jusqu'ici ne réussit qu'avec lu bacille de Koch et celui de la lèpre.
D'une extrême finesse, la bacille de la tuberculose présente souvent, après coloration, un aspect granuleux remarquable.
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Le tubercule, en tant que lésion anatomo-pathologique macroscopique ou microscopique (abstraction faite dans ce dernier examen des bactéries pathogènes), est loin d'être caractéristique de la tuberculose proprement dite. La morve donne lieu à des lésions tuberculeuses, Vaclinomycose également, et nous verrons ailleurs une bien curieuse pseudo - tuberculose produite chez le cobaye et le mouton par l'inoculation intrapéritonéale et intraveineuse du bacille du farcin du bœuf. Là ne
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s'arrête pas d'ailleurs le cycle des airections a lésions liihfrculnuses ; les parasites aTiiniaux cii firovoquciil aussi la formation : témoin la pseudoluberculose duc aux œufs du slroïKjijlus film in \ Laulanié).
L'examen niacroscopiiiue ou histologique ordinaire est donc impuissant à déceler la nature vraie d'une affection à lésions lubei'culi formes : pour trancher la question il faut s'adresser aux procédés de la microbiologie et aux inoculations expérimentales.
MM. Malasscz et Vij^nal ont décrit en 1883 et 1884 dans les Archiver dr ])lujsi<jlo(ju: une intéressante maladie tuberculiforme, à laquelle ils ont ilonné le nom de tubevrAilone zooglœique, affection inli';ressante surtout à cause du point de départ du travail et des relations, plus apparentes que réelles (nous le démontrerons), de cette tuberculose zooglu'ique avec la tuberculose vraie.
Recherchant dans les diverses pièces de luberculose qu'ils pouvaient se procurer le degré de constance du bacille de Koch, }<\M. Malassez et V'ignal rencontr'èrent un nodule tui)crculeux sousculané que portait à l'avant-liras un enfant de quatre ans mort de rn/ininijHi; luberculeiise. Ce nodule ne contenait, à l'examen microscopique, aucun bacille de Koch ; il fut inoculé à un premier groupe d(! cobayes par injection intrapéritonéalc, et ces cobayes moururent rapidement avec des lésions tuberculiformes généralisées, caractérisées par un semis de granulations sur les organes abdominaux (ganglions mésentériqucs, mésentère, épiploon, foie, rate); les lésions tuberculeuses, dépassant la cavité abdominale;, avaient iiussi (mivalii la cage tlioi'acii| ne : iiouiiions, ;.;an^lii)ns bronchiques et rého-sleriiaiix, iiarfois même <^:\i\ plions cervicaux.
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« Dans les autres organes et tissus, disent MM. Malassez et Vigual, les lésions étaient rares; ainsi nous n'avons trouvé qu'exceptionnellement des tubercules dans les os. »
Fig. 4fl.
A, Tubeixulose zonglœique. Poumon de poule. Lcitz, oc. 3, obj. 1/12. 13, Tuberculose. Foie de faisan. Leitz, oc. 3, obj. )/l2.
Inoculées en série à d'autres groupes de cobayes, ces lésions de premier passage leur conférèrent une tuberculisation absolument identique, amenant la mort rapidement; quand l'inoculation était souscutanée, il se produisait un nodule tuberculeux au point d'inoculation, la propagation se faisait
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aux ganglions voisins et enfin arrivait la gcnéralisalion.
Or ces lésions examinées au microscope par les procédés appropriés ne renfermaient pas le bacille de R. Koch, mais constamment des zooglœes qu'un procédé de coloration, découvert peu après par les auteurs, mit en pleine évidence.
Ce procédé de coloration le voici :
La coupe, après avoir été bien lavée, est placée pendant deux ou trois jours au moins dans le mélange suivant :
Solution (lo cai'lioaiite de soude ù 2 p. 100. 10 vol.
liau distillée, saturée d'huile d'iuiiline 3 —
Alcool absolu 3 —
Solution de bleu de méthylène faite avec 9 volumes d'eau distillée et un volume de .solution concentrée de bleu de méthylène dans l'alcool à 90» 3 —
Ce mélange doit être filtré pour l'usage.
« Les zooglœes s'y colorent alors en un bleu franc, assez vif, tandis que le tissu de granulation devient d'un bleu verdàtre très pâle, et les noyaux du tissu sain d'un bleu pur, mais peu intense
" La coupe, après avoir été bien lavée à l'eau distillée, afin de la débarrasser du carbonate de soude et du précipité qui a pu se déposer à sa surface, est déstiydratée, non dans l'alcool absolu ordinaire, mais avec de l'alcool absolu légèrement teinté par du bleu de méthylène. Elle est ensuite éclaircie, non avec de l'essence de girofle, mais avec de l'essence de bergamote ou de térébenthine. »
Le montage se fait au baume de Canada ou dans la résine d'Ammar.
Cette méthode porniit à MAL Malassez et Vigiial de démontrer quel'agfmt fiathngène était un microcoque, dont la morphologie [louvait se résumer
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ainsi, en allant, des formes les plus simples aux plus composées :
« 1° Microcoques plus ou moins allongés, mesurant environ de 0,6;;. à 1 [a de long, sur 0,3 p. de large ; tantôt isolés, tantôt réunis deux à deux en diplocoques ;
(( 2° Courts chapelets rectilignes, ayant à des grossissements plus faibles un peu l'aspect de bacilles, etconstituéspar laréunion de ti'ois, quatre, cinq microcoques semblables aux pi'écédents; ces chapelets sont parfois isolés, le plus souvent réunis par petits groupes ;
« 3° Chapelets plus ou moins longs, formant entre les éléments des sinuosités, des anses, des boucles; on les trouve également isolés ou réunis plusieurs sur le même point ;
<' 4° Petites zooglœes formées de un ou plusieurs chapelets semblables aux précédents, mais lâchement contournés sur eux-mêmes, à la façon d"un écheveau mêlé ou d'un peloton peu serré.
(' .5° Zooglœes proprement dites, différant des précédentes par leur volume plus considérable, et parce que les chapelets qui les composent forment un pelotonnement plus serré et une masse plus homogène. »
Les expériences de MM. Malassez et Vignal se terminèrent d'une façon imprévue : au cinquième passage les bacilles de Koch apparaissaient dans les lésions ; au sixième la tuberculose bacillaii'e était plus évidente encore.
Cependant avec le tubercule cutané de l'enfant méningilique, point de départ de ces expériences, MM. Malassez et Vignal tentèrent des cultures sur sérum à la manière de Koch : sur vingt tubes environ, deux seulement cultivèrent, l'un assez abondamment (tube 1), l'autre plus pauvrement (tube 2).
La culture du tube 1 inoculée à des groupes de
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cobayes donna par passages une série de tuberculoses zooplœiqaes, mais au troisième passage il y eut apparition des bacilles de Koch.
Le seul cobaye inoculé avec le tube 2 mourut trèt; rapidement ; l'autopsie révéla une tuberculose baciUdire coufluente des plus nettes.
Dans leur premier mémoire en 1883, MM. Malassez et Vignal paraissaient disposés à croire que la tuberculose zooglœique et la tuberculose bacillaire de R. Koch n'étaient que deux formes diflërentes d'un même micro-organisme. Dans leur mémoire de 1884, ils inclinent à penser 'ju'il y a là deux infections différentes.
Il nous parait que la vérité est tout entière dans cette dernière opinion.
L'apparition de la tuberculose bacillaire dans ces séries d'expériences peut s'expliquer de deux façons : on peut admettre que MM. Malassez et Vignal opéraient dans un milieu infecté, et qu'ils ont inoculé des produits souillés, ou bien encore que les animaux se sont contaminés spontanément; la mort en quatre jours, avec une tuberculose bacillaire confluente, du seul cobaye inoculé avec le tube de culture 2 donne un grand poids à cette hypothèse.
Los zooglœes de Malassez et Yignal ont été retrouvées par deux microbiologistes français : MM. Nocard et Chantemesse : il semble aussi que ce soit elles qu'Eberth a observées dans deux cas.
En 188.3, M. Nocard (1) reçut d'un vétérinaire de Laval, M. Sinoir, des poumons de poule farcis d'un nombre considérable de petites tumeurs, d'apparence tuberculeuse, de la grosseur d'un grain de mil à un pois, de consistance ferme et
(1) DiUletin de la HociiUù centrale de méd.vét. Shii 188'i.
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dense, cà peu près homogènes à la coupe, bien délimitées, et non enkystées.
Cette i»5ej'cu/ose atteignait successivement toutes les poules que le même propriétaire enfermait dans un local spécial en vue de l'engraissement; elle respectait celles qui restaient en liberté ; c'était donc bien une maladie infectieuse, mais ce n'éla'U pas la tuberculose.
Déjà le premier examen à l'œil nu avait mis en garde M. Nocard contre l'idée de tuberculose : la tuberculose pulmonaire de la poule est rare, ultime, et reste toujours discrète.
L'examen bactériologique ne montra pas un seul bacille de Koch, mais les zooglœes de Malassez et Vignal, en quantité considérable. Les pièces étaient trop anciennes pour se prêter aux inoculations et aux cultures.
Ce fait est des plus intéressants; il nous montre la tuberculose zooglœique évoluant d'une façon spontanée.
En octobre J885, M. le docteur Terrier remettait à M. Chantemesse des tubes fermés à la lampe, qui contenaient des fragments d'ouate.
« Sur cette ouate M. Terrier avait fait passer une centaine de litres d'air puisé dans des salles où des malades atteints de tuberculose pulmonaire allaient se soumettre à des inhalations médicamenteuses » (Chantemesse, Annales Pasteur, n° 3, 1887).
M. Chantemesse inséra des fragments de cette ouate dans le péritoine de cobayes, qui moururent avec un semis de granulations tuberculeuses sur les viscères abdominaux, et aussi, mais à un moindre degré, sur les organes tlioraciques.
L'examen microscopique ne montra pas un seul bacille de Koch, mais les zooglœes de Malassez et Vignal.
M. Chantemesse ne put, malheureusement, faire d'inoculations de passage ni de cultures.
MORVE
Nous résumerons cet arlicle trop long iléjà sur la tuberculose zoorjlœique ou pseudo-tuberculose de Malassoz et Vignal, en disant qu'il existe un agent pathogène encore inconnu dans sa nature et ses caractères, niais nettement entrevu par Malassez et Vignal, Nocard, Cliantemesse, Eberth, qui donne lieu il une pseudo-tuberculose expérimentale (Malassez et Vignal, Cliantemesse), et que M. Nocard a vu évoluer spontanément sur l'organisme de la poule (1).
MORVE
I. Historique
L'histoire microhiologique de la morve est due surtout à Lôffler et Schiitz (1883).
En même temps que ces deux auteurs, MM. Bou-
(1) Au moment ou ce Procis va [laraitre, deux études uouvelles. que nous [louvons seulement rapidement indiquiM- en note, viennent enrichir l'iiislolre de lu lulierculose zoogitnique de Malassez et Vignal, et lui donner un vif intérêt.
En inoculant un cohaye dans le péritoine avec do t'eau filtrée sur une terre qui avait été précédemment arrosée' avec une culture pure du bacille de Koch, ^IlM. Graucheret Ledoux-Lebard ont déterminé l'apparition de la tuberculose /ooglu'ique de Malassez et Vignal. dont ils ont fait une étude complète (Arch. de méil. cxpér. mars 1839).
l'ius intéressante encore est l'origine de la tuberculose zooglœique que M. Nocard et l'un de nous ont signalée à la Société de biologie. Cette tuberculose fut déterminée chez le cobaye par l'inoculation du jetage d'une vache suspecte de luhiu-culose, jelage envoyé jiar un vétérinaire de province désireux de faire contrôler son diagncjslic dans ce cas douteux.
Les cultures pures du microcoque de cette tuberculose zoogloMque ont tué le lupin et le cobaye ; par inoculation sous-cutanée (luli.
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chard, Capitan et Charrin aniinocaient à l'Académie des sciences qu'ils venaient d'isoler par la culture le microbe de la morve, et les expériences faites alors sous la direction de M. H. Bouley confirmaient cette assertion. Malheureusement, leur travail donnait des indications si incomplètes sur la morphologie du microbe et sur les moyens de l'isoler, qu'il n'eut pas le retentissement de celui de MM. Lôffler et Schiitz.
II. Morve spontanée
La morve est une maladie commune à l'homme et aux animaux.
Chez l'homme la morve provient, dans l'immense majorité des cas, de source animale, et presque uniquement de contagion dquine.
La contagion vient à l'homme de l'animal morveux vivant, du cadavre, des objets souillés tels que couvertures, harnais, fourrages, litières, etc. ; elle se fait par inoculation, l'épiderme présentant une solution de continuité venant au contact de la matière virulente.
On admet encore, pour expliquer certaines formes de morve humaine, que la contagion peut se faire par la voie digestive, non pas à coup sûr par ingestion de produits morveux, mais parce que les doigts souillés de virus morveux sont portés par inattention aux lèvres, à la bouche.
La morve de l'homme débute par un accident local correspondant au point d'entrée du virus {anyioleucite farcineuse), ou par des symptômes
zoogl. du l'oie, de la rate, du poumon) ; par inoculation intra-veiufcuse (péritonite, ploui'ésie, tub., apparente seulement au microscope, du l'oie, de la rate) ; par inoculation intra-péritonéale (piqueté blaucliâire de tubercules lins sur le l'oie et la raie). Le pigeon a succombé aussi en quatre jours à l'inoculation intra-veiueuse (Société de biologie, !> mars iSSn).
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généraux; elle évolue ensuite sous le type aigu {t':.rcin aigu, dont les symptômes se localisent sur la peau et le tissu cellulaire sous-cutano ; et morve aiguc, localisée sur la muqueuse respiratoire et pituitaire) ; ou sous le ti/pe chronique [morve furcineuse chronique caractérisée par des abcès cutanés ulcéreux multiples, de l'enchifrènement et un jetage muqueux et sanguinolent).
La morve est d'ailleurs une maladie rare chez riiomme, et d'un diagnostic obscur dans la grande majorité des cas (1).
Morve spontanée des animaux. — Dans les conditions naturelles les équidés prennent seuls la morve.
La contagion naturelle se fait par des voies multiples : a) 2)ar le tube digestif, l'animal ingérantdes aliments ou des boissons souillés par le virus morveux; b] par le contact direct des matières virulentes (jetage ou pus) avec la muqueuse des premières voies respiratoires; c) par inoculation au moyen des objets de pansement souillés : cette inoculation peut se l'aire sur les muqueuses {pituitaire, conjonctive, vagin) et sur la peau.
Le cheval prend ordinairement la morve spontanée sous la forme chronique: il faut faire exception pour les animaux de sang, chez lesquels l'affection revêt la forme aiguë; l'âne et le mulet prennent toujours la forme aiguë.
La forme chronique de l'affection correspond à deux types :
-1. Le furcin chronique dont les lésions principales sont : les abcès cutanés ou boutons; les lymphangites spécifiques ou roviles, qui aboulissent, ainsi que les boutons, à l'ulcération, au clianrre; les engorgements diffus des membres; le sarcorèlc;
(I) l'our loa (lét.iib cliiiifiuos sur rnllo nialiulie clicz riiiiniiin', voir le iiicîinoii'e magistral clo liaycr et l'art cli; clo llruuardol ilain le Dictionnaire enajclup/'iUrju/;.
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2. La. morvc chronique caructérisee par les lésions suivaiiles : chancres nasaux avec adénite de l'auge; chancres laryngo-trachéaux; tubercules pulmonaires souvent accompagnés de foyers de pneumonie lobulaire, de pleurésies chroniques ; adénite des ganglions bronchiques ; et parfois tubercules morveux du foie, de la rate, des ganglions mésentériques, des capsules surrénales, de l'ovaire, de l'utérus.
Dans les formea aigiics (farcin et morve aigus), les lésions sont semblables au fond, quoique, par suite de la rapidité de l'évolution, elles revêtent une forme différente, en apparence.
Sur l'animal vivant, la virulence morveuse existe dans lejetage ou dans le pws qui résulte de l'ulcération des boutons et des cordes.
Los produits virulents du cadavre sont toutes les lésions essentielles de la morve, c'est-à-dire le tubercule morveux et ses dérivés, chancres et abcès, dans quelque région qu'ils se rencontrent. Le sang n'est jamais virulent, même dans la morve aiguë, non plus que la sueur, la salive pure (c'est-à-dire celle qu'on recueille par une fistule du canal de Sténon) et le suc musculaire.
III. Morve expérimentale
Il y a plusieurs moyens de conférer la morve aux animaux ; on peut y réussir soit par l'inoculation qui, ici, peut i'ive superficielle ou sous-cutanée; soit par ['ingestion de matières morveuses.
Nous ne parlerons que du procédé seul 2}ratiriue de Vinoculalion.
Les animaux auxquels l'inoculation confère la morve sont : les éqiiidés, le cobaye, le lapin, Icmulvt ou campagnol.
Les animaux rcfractaircs sont les bovidi's (aussi
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alisolument rebelles à la morve expérimentale qu'à la morve spontanée), et les suidés. Le porc pent cependant contracter la morve, lorsqu'il se trouve dans un état de débilitation organique (Cadéac et Mallel). Le chien est pour ainsi dire réfractaire à l'inoculation morveuse, ou du moins il n'y succombe que très exceptionnellement : nous reviendrons sur ce sujet tout à l'heure.
Morve expérimentale de l'âne. — L'ànc est le véritable réactif expérimental du la morve, qu'il prend toujours sous la forme aigué. — La meilleure manière d'inoculer est de pratiquer des scarifications sur le front de l'animal et d'étaler la malièi'e virulente par friction sur les plaies linéaires. Il se fait rapidement, à cet endroit, un travail ulcératif qui aboutit à un vaste chancre avec engorgement chaud et douloureux à la périphérie.
La lièvre s'allume dès le troisième jour, et l'animal succombe rapidement.
Les lésions trouvées à l'autopsie sont les suivantes : i< Le plus souvent, la muqueuse des cavités nasales, du larynx, de la trachée, est le siège d'une éruption de petits boutons rougecàtres, qui n'ont pas eu le temps d'évoluer. Toujours le poumon est r.irci d'une multitude de lésions très différentes de celles qu'on observe dans la morve chronique; ce sont de véritables infarctus, de forme conique ou i)yraniidale, dont la base correspond à la surface pleurale du poumon. L'aspect de la coupe en est grenu, homogène, d'un blanc sale ; sa consistance (!st assez ferme. La pression en fait sourdre de petites gouttelettes de pus épais, blanchâtre, très virulent.
« Leur aspect pourrait les faire confondre avec des tumeurs.
" Le foie, les reins, la l'atc, la moelle des os, peuvent être parsemés de lésions moins volumineuses,
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dont la texture est en tout point semblable à celle des lésions pulmonaires. L'expérience prouve que sur cinquante inoculations effectuées chez l'àne avec du j étage morveux ou du pus larcineux, quarante-neuf au moins sont suivies de succès » (Nocard, Soc. centr. de méd. vét. 1887).
Morve expérimentale du cobaye. — Le cobaye prend moins sûrement la morve expérimentale que l'àne ; il peut être considéré cependant comme un lion réactif.
L'inoculation se fera, soit par scarifications sur le dos, soit à la seringue de Pravaz, à la base de la cuisse; cette dernière pratique est préférable aux scarifications.
A l'endroit scarifié il se fait, quand l'inoculation réussit, une plaie ulcéreuse, semblable à celle qui se produit chez l'àne dans les mêmes conditions.
Dans les cas où l'inoculation a été sous-cutanée, il se fait « des abcès volumineux dans toute la chaîne des ganglions Ijmpliatiques intercalés entre le centre et le point inoculé ».
Dans les deux cas, l'animal maigrit et succombe au bout d'un temps variable : il peut être sacrifié en tout cas du vingt-cinquième au trentième jour.
Souvent, pendant l'évolution de la morve, il se fait chez le cobaye màle un sarcocèle morveux, qui rappelle la lésion qui se produit chez le cheval entier dans la morve spontanée.
« A l'autopsie, on trouve toujours dans la rate, et souvent aussi dans le foie et le poumon, une multilude de petits points blanchâtres qui ne sont autre chose que des tubercules miliaires de nature morveuse. De plus, les ganglions souslombaires sont le siège d'abcès volumineux, dont le pus est virulent » (Nocard).
Morve cxpi'riwentale du chien. — « Si on inocule du jeLage morveux ou du pus farcineux sur le
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front de cet aniiiuil, par le procédé des scarifications indiqué plus iiaut, on voit généralement, au bout de trois à cjualre jours, les scarifications transformées en plaies ulcéreuses qu'entoure un engorgement chaud et douloureux. Ces ulcérations, après s'être étendues pendant huit, dix ou quinze jours, restent stationnaires durant une ou deux semaines, puis se cicatrisent et disparaissent. Contrairement à l'âne, il est exceptionnel que le chien succombe à la morve : son organisme résiste au virus et finit par en triompher » (Nocard).
L'âne est le véritable réactif expérimental de la morve : succombe-t-il à l'inoculation d'un produit suspect, on peut affirmer, sans hésitation, que le produit était morveux; résistc-t-ii, le produit n'était pas de nature morveuse.
Le chancre expérimental du chien, que nous avons décrit, indique sans hésitation la morve : mais l'inoculation avec le produit morveux le plus légitime ne réussit pas dans tous les cas; il en est de mème'pour les expériences chez le cobaj e : l'animal peut résister à l'inoculation morveuse; si donc la réussite d'une inoculation chez le chien et le cobaye implique, sans aucun doute, la nature morveuse du produit inoculé, l'échec n'entraîne pas l'assurance que ce produit n'était pas morveux.
Morve crpérimrnlule du mulot. — Ce petit rongeur constitue, paraît-il, un terrain éminemment favorable à la morve : l'inoculation lui conférerait une affection généralisée à tous les viscères et entraînant la mort en un tomps variant de trois à quinze jours. Nous n'avons pas été à même jusqu'ici de vi'rifier ce fait; nous nous l)oi"nons donc à le signaler.
Morve cxpàimenlale du lapin. — Le lapin est un réactif infidèle de la morve : le cobaye lui doit être préféré.
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IV. Le bacille de la morve. Sa recherche dans l'organisme morveux, et les produits de sécrétion morbides.
Le bacille morveux se colore assez mal par les* couleurs d'aniline. Une seule méthode lui convient bien, quel que soit le produit où on le cherché : sécrétion pathologique, pulpe organique, coupe histologique, culture ; cette méthode est celle de Lôfflcr. Le lecteur se reportera au chapitre vi où il trouvera tous les détails sur ce procédé. Nous devons ajouter cependant que la coloration par le bleu de Kliline (voyez chapitre vi) réussit également bien et donne de belles préparations du bacille morveux.
La morve équine spontanée se prête fort mal à l'élude du bacille de Loffler et Schûtz. Il est en ell'et exceptionnel que l'examen, même le plus minutieux, lasse découvrir ce bacille dans les lésions morveuses aiguës ou chroniques du cheval, non assurément que le bacille n'y existe, mais sans doute « il perd très rapidement sa forme bacillaire, et se résout en granulations, sinon en spores, qu'il est bien diflicile de distinguer des granulations protéiques nombreuses que l'on rencontre dans les préparations ».
C'est à la morve expérimentale (''colaanl vite, aux cultures pures et jeune» qu'il faut s'adresser pour prendre une bonne idée du bacille; dans le chancre frontal expérimental du chien, dans les abcès ganglionnaires et les lésions viscérales du cobaye inoculé, dans les lésions suraigués de la morve de l'âne, on trouvera facilement l'organisme pathogène : le jetagc, le pus seront examinés sur lamelles; les organes morveux seront réduits en pulpes et aussi soumis aux coupes hislologiques. Quant aux cultures, leur examen est simple.
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Le bacille morveux est d'une extrême finesse, ([uoiqu'un pou plus gros que celui de la tuberculose. 11 faut examiner les préparations avec l'éclairage Abbe et l'immersion homogène donnant un grossissement de 800 à 1000 diamètres : le bacille apparaît alors sous forme d'un petit bâtonnet à extrémité arrondie, coloré tantôt pleinement, tan-
Fig. 47.
A, Morve. CuUure. Leitz, oc. .1, ol)j. 1/12.
B, Farcin du bœuf. Pus. Verick, oc. I, obj. 8.
tôt inégalement avec alternance de zones claires et de zones foucées, ce qui lui donne un aspect granuleux remarquable, rappelant, mais d'une façon plus accentuée, celui du bacille de Koch.
L'examen des coupes est surtout délicat, le bacille ne tranchant que par sa coloration bleue plus foncée sur les parties environnantes égfalement bleues.
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V. Culture du bacille de la morve
Aérobie, le bacille de la morve ne se cultive qu'en présence de l'air.
La cidture réussit mal à la température ordinaire, 0 il elle pousse peu et lentement; aussi la gélatine est-elle un milieu peu favorable ; le bacille morveux sera donc cultivé dans le bouillon, sur la gélose et la pomme de terre à la temperature de l'étuve (35" à 40°).
Il ne faut pas choisir pour semence, sauf un cas spécial dont nous parlerons ci-après, des produits impurs tels que le pus ou le j étage : c'est dans les lésions viscérales de la morve de l'ànc ou du cobaye qu'il faut prendre la semence: la rate où pullulent les bacilles est très favorable.
Bouillon. — La culture se fait en vingt-quatre ou quarante-huit heures ; le bouillon se trouble sans apparence spéciale.
Gélose. — • En vingt-quatre ou quarante-huit heures, la semence «pullule sous forme d'une mince couche blanchâtre, à demi transparente, reflétant une teinte légèrement bleuâtre, qui va graduellement en augmentant d'épaisseur, et qui devient bientôt entièrement opaque » (Nocard).
Pomme de terre. — La culture sur pomme de terre est une des earacléristiques du bacille de la morve. Sur la pomme de terre mise à l'éluve il se forme aux points inoculés » une sorte d'enduit épais, humide, luisant, visqueux, reflétant après quelijues jours une couleur fauve qui se fonce déplus en plus, et qui arrive bientôt à la teinte chocolat clair. De tous les bacilles actuellement connus, le bacille morveux prend seul cet aspect absolument caractéristique » (Nocard).
Cet aspect, sufilsiuit à lui seul pour permettre d'aflirmer que le pidduit ensenuMicé était morveux.
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pinnict de faire servir la pomme de lerre au diaiinorilio des cas douteux de morve, au môme Lilre que riuoculaliou au coi^aye, à l'àne.
Étautdouué un produit suspect, délayez-le dans une quantité d'eau ou de ijouillou stériles, et ensemencez la pomme de terre avec cette dilution suivant les procédés décrits au chapitre iv. « Après quelques jours, il se développera un i;rand nombre de colonies d'aspect divers (le ]u-oduit ensemencé étant naturellement impur), parmi lesquelles celles de couleur jaune brun >• si le produit contenait le virus morveux : l'examen microscopique avec le procédé de Lûftler complétera la démonstration de la nature morveuse du produit, démonstration bien simple, facile, et de plus demandant fort peu de temps.
Les cultures de morve, quel que soit le milieu sur lequel elles ont été faites, se conservent peu. Une culture qui n'est pas renouvelée a perdu au bout d'un mois environ, et souvent plus tôt, la faculté de repulluler.
Résumé des caractères du bacille de la morve.
D'une extrême finesse, aérobie, le bacille de la morve se cultive bien à une température de So"- 30" dans le bouillon, sur la gélose et sur la pomme de terre; il donne su?' celle-ci une rdacHon chromofjcne caractérislique. Le bacille de la morve I)rcnd mal les couleurs d'aniline; il ne se colore ni parla méthode de Grain ni parcelle de Weigert; le i)len de Loffler ou celui de Kiihne le colorent bien; il prend à la coloration un asjject granuleux très spécial.
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SEPTICÉMIE DE PASTEUR
C'est dans une noie lue à l'Académie des sciences en juillet 1876 que M. Pasteur annonça la découverte du vibrion scptique.
La présence de cet organisme dans les cadavres charbonneux avait jeté, jusque-là, une grande confusion dans les résultats des inoculations faites avec le sang provenant de ces cadavres. M. Pasteur dissipa toutes les obscurités, remettant chaque chose à sa place, indiquant nettement le rôle de la hacléridie et celui du vibrion scptique.
Les affections que produit le vibrion septique étaient connues depuis longtemps en pathologie humaine et vétérinaire, encore qu'elles n'eussent pu, jusqu'à M. Pasteur, cire rapportées à leur cause véritable ; les expérimenlalions sur les maladies conférées aux animaux par l'inoculation des substances putrides avaient été nombreuses depuis les premiers essais de Barthélémy et Dupuis d'Alfort jusqu'aux expériences récentes de Coze et Feltz, et Davaine.
Chez Vhomme l'alTection produite par le vibrion septique est connue depuis Pirougoff sous le nom cïœdéme malin; c'est aussi le vibrion septique qui provoque cette terrible complication des ph\ies accidentelles ou chirurgicales, désignée sous les noms de gamjrfme foudroyante, gangrène gazeuse, gangrène Iraiinialiquc envahissante, érysipèlc trauniatiqiie, complication qui, aujourd'hui, est devenue
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bien rare, grâce aux progrès de l'anUsepsie chirurgicale. C'est à MM. Chauveau et Arloing qu'on doit la connaissance de la nature exacte de cette affection : ils l'ont étudiée en 1884 sous le nom de septicémie gangreneuse.
En vétérinaire, l'aU'ection causée par le vibrion septique est la gangrène tranmuliquc de Renault (d'Alfort).
Les Allemands, qui ont retrouvé le vibrion septique de Pasteur, ont pris soin de le débaptiser, et Koch lui a donné le nom de bacille de l'œdème malin.
II. Septicémie expérimentale
La septicémie de Pasteur peut être inoculée au cobaye, au lapin, au mouton, à la chèvre et au cheval : ce sont là les animaux les plus sensibles à son action. L'âne, la poule, le pigeon, ont une susceptibilité moindre, et au dernier rang viennent le chien elle chat, qui exigent des doses de virus plus fortes encore. Le biBuf est absolument réfractaire.
L'inoculation à la lancette échoue d'ordinaire; le virus doitêtre déposé dans le tissu conjoncUf sous-cutané: la raison de ce fait est simple: le vibrion de Pasteur est un anaérobie pur, que la moindre trace d'oxj/gcne empêche de vivre et de se développer.
L'infection par la voie digestive échoue invariablement, à moins qu'il n'existe une plaie du tube digestif.
L'inoculation intravasculairc à dose moyenne (une à trois gouttes chez le lapin, 1 à 5 centimètres cubes chez le mouton, 10 à \'6 centimètres cubes chez l'âne) ne donne pas la mort, et l'animal inoculé acquiert l'immunité (Chauveau et Arloing). A dose massive les résultats de l'inoculation intravasculairc sont différents, et la mort survient avec des lésions généralisées dans les séreuses.
MALADIES MICROBIENNES
Les sources du vibrion seplique sont nombreuses; outre les cas naturels de septicémie, chez l'homme et l'animal, qui peuvent fournir la matière de l'inoculation, le vibrion septique se trouve dans le sol, ainsi que les expériences de M. Pasteur l'ont démontré, et dans le tube digestif des animaux, d'où, en été surtout, il passe quelques heures après la mort dans le sang des veines profondes de l'animal.
Le réactif expérimental le plus simpjle de la septicémie de Pasteur est le cobaye : 1/5 de goutte de matière septique inoculée sous la peau de la cuisse de l'animal le tue sûrement.
Les symptômes qui suivent l'inoculation sont les suivants : blotti dans un coin, l'animal reste immobile, son poil se hérisse, il pousse des cris quand on le saisit : la mort survient en douze ou quinze heures après l'inoculation,
M. Pasteur a parfaitement décrit les épouvantahles désordres que l'on constate à l'autopsie. << Tous les muscles de l'abdomen et des quatre pattes sont le siège de la plus vive 'inflammalion; çà et là, particulièrement aux aisselles, des poches de gaz ; foie et poumons décolorés, rate normale, mais diflluente. » Ajoutons que les poils s'arrachent d'euxmêmes sur toute la surface abdominale, que le péritoine contient de la sérosité en assez grande abondance, et que lors de l'ouverture du cadavre, si près de la mort qu'elle soit pratiquée, il se dégage une odeur putride un peu spéciale. La septicémie est la putréfaction sur le vivanl.
III. Recherche du vibrion septique dans l'organisme septicèmique.
Le vibrion seplique doit être étudié sans coloration et avec coloration : il prend ])icn les diverses couleurs d'aniline, le bleu de Lôffler particulière-
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iiiPiit, mais so colore mal i)ar la inrliiodc de Ciram ou de Weigert.
Le vibrion scptique sera l'echerché dans le sanij, la sérosité péritonéalc, et le suc musculaire.
Sang. — Le sang prélevé dans le cœur de l'animal seplicémique, aussitôt après la mort, contient peu de vibrions septiques, et on peut passer en revue plusieurs champs microscopiques sans en trouver un seul.
L'examen sans coloration est d'un haut intérêt : le vibrion septique prend dans le sang « un aspect tout particulier, une longueur démesurée, plus long souvent que le diamètre total du champ du microscope, etune translucidité telle qu'il échappe facilement à l'observation ; cependant quand on a réussi à l'apercevoir une première l'ois, on le retrouve aisément, rampant, flexueux (1), écartant les globules du sang comme un serpent écarte l'herbe dans les buissons » (Pasteur).
La coloration fixera le vibrion sur la lamelle ; et elle montrera que le long filament est composé de plusieurs segments inégaux entre eux : c'est là un caractère important. Dans la bactéridie les filaments se divisent en segments égaux; dans le vibrion l'inégalité des diverses fractions qui composent le (IK'inicut est des plus marquées.
Sérositi' péritonéalc. — Le moyen le plus simple et le meilleur d'examiner cette sérosité est de placer une lamelle sur la surface du foie, et de la colorer (de jjréfércnce au bleu de Loffler) après dessiccation. Le vibrion septique se présente en quantité' prodigieuse sur la lamelle : il y alTecte
(I; L'nir iirriMn les niouvcnionts du vibrion septi(]uc. Il poiil doiir ruTiver (]iie, dans une préparation, les vibrions soient ininiohilcs sur les bords où ils subissent le contact de l'air; au centre de la préparation an contraire, là où ils sont à l'abri de l'air, leurs inouvomeiits persisteront.
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les formes les plus variées au point de vue des dimensions : courts ariicl.cs, isolés ou réunis deux à deux, souvent disposes en lignes parallèles ; lonçjs filaments composés de segments inégaux, droits ou flexueux, traversant parfois tout le champ du microscope. Ces préparations sont des plus intéressantes; elles sont de plus typiques, et caractérisent le vibrion septique.
Suc musculaire. — Si on vient à porter une goutte de ce liquide sans coloration sous le microscope, on voit des vibrions mobiles quelquefois très allongés, comme ceux de la sérosité jjéritonéale ; mais le microbe afl'ecte surtout ici les formes bizarres, en olive ou en battant de cloche, que nous étudierons à propos du charbon symptomatique.
IV. Culture du vibrion septique
Le vibrion septique est absolument anaérobic; il se cultive parfaitement dans le vide ou en présence de gaz inertes, dans le bouillon, la gélatine, la gélose et sur la pomme de terre. — Les premières cultures en ont été faites par MM. Pasteur, Chamberland et Joubert. M. Roux a consacré à cette culture quelques pages dans les Annales de Pasteur: nous reproduirons sa description, à laquelle il n'y a rien à ajouter.
La semence peut être fournie par le sang ou le liquide péritonéul. Le sani/ contient peu de vibrions septiques au moment de la mort de Tanimal, et son ensemencement à cette période serait souvent suivi d'un échec. On réussira en plaçant le sang, recueilli purement dans une pipette, pendant vingt-quatre heures à l'étuve : on s'assurera que le vibrion s'est développé dans ce sang en constatant après ce laps de temps que la colonne sanguine de reffilure de la pipette est disloquée par de nombreuses
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bulles de gaz ■. le sang à ce moment donnera une excellente semence.
Le sérosité péritonéale sera, pour servir de semence, recueillie purement avec une pipette promenée sur la surface du l'oie.
« Dans les milieux liquides, la culture se fait rapidement à une température de 38°. Le sérum étendu d'eau, le bouillon de poule, celui de veau légèrement alcalin conviennent très bien. Le développement se fait avec dégagement de gaz acide carbonique et hydrogène, et sans changer la réaction du milieu. Au bout de douze à vingt-quatre heures, le liquide est trouble, et, examiné au microscope, il montre de nombreux bacilles contournés et parfois comme ondulés ; d'autres sont droits. Bientôt la culture devient claire, tous les bacilles étant tombés sur le fond du tube. La plupart deviennent alors granuleux et se désagrègent. Quelques-uns épaississent, se dilatent en un point, le plus souvent il une extrémité; c'est dans la partie renflée qu'apparaît la spore. Elle est brillante et réfringente ; lorsqu'elle se forme dans le corps du bâtonnet, celui-ci montre d'abord un espace clair. Cette spore se conserve longtemps dans les cultures en gardant sa virulence ; elle résiste à des températures de 75° à 80°. Dans les cultures, le vibrion septique parait perdre sa propriété de se mouvoir.
« Le vibrion septique se développe dans lagélatine quand on l'ensemence par piqûre dans un tube de gélatine en se servant d'un des procédés que nous avons décrits. Tout le long de la piqûre il se fait une culture qui liquéfie la gélatine.
« Mais c'est surtout dans la gélose nutritive, ;ï la température de 38" que le développement est rapide. En vingt-([uatre heures toute la piqûre est bien dessinée comme une traînée blancluitrc fes-
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loimée sur les l)ords. Bientôt les gaz se dégagent et creusent des vacuoles dans le milieu solide. La traînée laite par la piqûre est coupée en divers endroits, et le dégagement des gaz sème Torganisnie dans toute la masse de la gélose. Dans les milieux solides les bacilles restent plus courts que dans les lic[uidcs, ilsne prennent point des formes contournées et donnent des germes beaucoup plus lentement. »
On pourra faire également par les procédés que nous avons indiqués au chapitre iv des cultures de vibrion seplique en plaquer sur la gélatine ou la gélose. « Dans la gélatine, la colonie apparaît comme une petite tache nuageuse, blanchâtre, à contours mal définis, qui liquéfie le milieu autour d'elle. Dans la gélose la colonie s'étend moins, elle garde l'aspect de petites taches blanchâtres qui, au microscope, paraissent striées au centre, et arborescentes sur les bords » (Roux, Annales Pasleiir, 1887, p. 61).
M. Roux a cultivé le vibrion septique sur la pomme de terre dans le vide par son procédé que nous avons décrit au chapitre iv. Les cultures sur pomme de terre dans le vide ne donnent, on le sait, aucune coloration.
Résumé des caractères du vibrion' septique.
Anaérobie pur, le vibrion septique présente dans les préparations fraîches et surtout dans le sang une mobilité et une forme toutes spéciales. Sur les préparations colorées, il se caractérise encore par ses dimensions, sa forme et l'inégalité des segments qui composent ses filaments droits ou courbes.
Il se cultive dans tous les milieux à l'abri de l'air.
ACTINOMYCOSE.
ACTINOMYCOSE
« L'actinoraycose est une maladie infectieuse déterminée par des champignons du genre actinorayces » (Neumann) (1).
L'actinomycose ne devrait pas en règle stricte ligurer dans un livre qui ti'aite des maladies bactériennes, car l'actinomycose n'est pas une maladie bactérienne; mais en raison du grand intérêt de cette maladie, de sa nouveauté relative, de sa fréquence qui apparaît chaque jour plus grande à mesure qu'elle est mieux connue des observateurs, nous croyons que nos lecteurs nous sauront gré de lui avoir consacré quelques lignes, que nous ferons aussi courtes que possible.
I. Historique
L'histoire de l'actinomycose ne remonte pas à de longues années.
Entrevue nettement en 1875 par Rivolta et Perroncilo, elle a été décrite pour la première fois d'une façon précise et rapportée à sa véritable cause par Hoilinger (1876), « qui, le premier, a établi d'une manière claire et précise la présence constante de ces productions cryptogamiques dans les tumeurs du maxillaire que l'on avait jusqu'alors désignées sous le nom A'ostc'ot^ai'comas, sarcnmcs maxil-
(1) Nousempniiitons la substance do cet ai-ticlo à l'oxee lient résumé (\yi A donné de l'actinomycose M. Neumann dans son récent Traité (/es maladies parasilaires des animaux. La Henni; i/iim'ralc de M. Matiiicn {fluu. des Se. méd. 188C) a été notre guide iiour l'actinomycose de l'homme.
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laires, farcin ou cancer des os, spina ventosa, etc., ainsi que dans le « Hollzunge » (langue de bois) et difl'érentes tumeurs lymphosarcomateuses qui se développent autour de la gorge, dans le pharynx et le larynx. Il insista fortement sur la nature du parasite, qu'il classa parmi les champignons. Ce fut alors que Harz lui assigna le nom d'actinomyct'S bovis rayon) en raison de sa disposition rayonnée, et de sa fréquence chez le bœuf. L'affection qu'il détermine a reçu le nom d'actinomycose. » (Neumann.)
II. Aotinomycose spontanée. Lésions. Modes de propagation
Les espèces qui présentent l'actinomycose sont le bœuf, le cheval, le ^jorc et l'homme.
L'actinomycose parait beaucoup plus fréquente chez les animaux et beaucoup plus variée dans ses localisations en Allemagne, en Angleterre, etc., qu'en France où elle n'a guère été observée jusqu'ici qu'à la mâchoire du bœuf. M. Nocard en a signalé le premier cas cliez nous en 1884.
L'espèce bovine est entre toutes le terrain d'évolution préféré de l'actinomycose. La forme la plus ordinaire est, chez cet animal, Vostéosarcome de la mâchoire, et surtout de la mâchoire inférieure.
Après les maxillaires, sa localisation la plus fréquente est le pharynx (lymphome, lymjjho-sarcomcs, etc.) ; puis le larynx, l'œsophage, le réseau, l'intestin.
Dans des cas plus rares la localisation se fait sur les viscères : actinoraycose du foie, aotinomycose du poumon, dont on ne connaît que quatre cas actuellement: nous avons pu pei'sonnellemcnt, au laboratoire de M. ÎVocard, observer un de cescas, rencontré par M. Moule sur le poumon d'une vache abattue pour la boucherie.
ÂCTINOMYCOSE.
L'actinomycose se montre encore dans le Ussu conjonctil' sous-cutané, à la face, autour de la gorge et au cou.
A la langue l'actinomycose affecte une forme spéciale, curieuse, connue autrefois sous le nom d'induration chronique du la langue, glossite chronique interstitielle, etc. (Woodcn longue des Anglais, Eolhungue des Allemands).
Très rare chez le cheval, l'actinomycose a été signalée assez fréquemment chez le porc (abcès actinomycotiques des mamelles, actinomycosc musculaire siégeant surtout aux piliers du diaphragme, dans les muscles abdominaux et intercostaux). Peut-être cette actinomycosc musculaire est-elle de nature un peu spéciale.
D'une façon générale l'actinomyces « introduit dans les tissus des animaux tend à provoquer le développement de tumeurs particulières de nature conjonctive, qi» Johne a désignées sous le nom d'actinomijcomes ». Ce sont des « tumeurs arrondies, noueuses, plus ou moins fongueuses, lisses à la surface, et dont la consistance varie entre la mollesse d'un sarcome médullaire, et la dureté d'un fibro-sarcome ou d'un sarcome. » La coupe laisse voir un stroma conjonctif parsemé de dépôts tubrrniiiformes de la grosseur d'une tète d'épingle à celle d"un pois, isolés ou réunis. Chacun do ces dépôts renferme un granule jaunâtre, gros comme un grain de sable qui est un glomérulc d'actinomyces.
]j'actinoi7i!j€Os(; de l'iiormnn étudiée à l'étranger par Israël, Johne, etc., était absolument inconnue ciiez nous jusqu'à la publication récemment faite par M. Nocard à rAcad(Mnie de médecine (1) au nom de M. Lucet,vétérinaireàCourt('nay, d'un casd'abcès actinomycotique de la cuisse chez un homme.
(1) :!! août 1888.
D'après les documents étrangers, l'actinomycose chez l'homme peut former des tumeurs semblables à celles que présente l'espèce bovine, mais, plus souvent, elle tend à la suppuration : elle forme abcès. Les localisations de l'actinom_ycosc humaine sont très variées : c'est la bouche el son vûisinacje qui, ici comme chez le bœuf, est le siège de prédilection du champignon. Il peut se développer à la mâchoire des (umcurs, mais plus souvent des abcès fistuleiix semblables à ceux qui succèdent à l'ostéopériostite du maxillaire inférieur.
On a signalé des abcès actinomycotiques parotidiens, des noyaux actinomycotiques dans la langue. Le poumon est parfois le siège d'actinomyccs, et la lésion rappelle par les symptômes la tuberculose pulmonaire : il se forme un abcès pulmonaire, parfois avec fistule thoracique.
On a encore signalé l'actinomycose tégumentaire (Kaposi), l'actinomycose de la cavité abdominale, etc., etc.
Plus l'afTection sera connue et plus elle sera rencontrée fréquemment : tout récemment M. Lacet, vétérinaire du Loiret, signalait un abcès actinomycotique de la cuisse chez un homme : la nature de cet abcès avait été longtemps méconnue, et l'affection, persistante, tenace, passait pour tuberculeuse.
Ëtiologic. — L'introduction du parasite dans les tissus parait bien évidemment se faire par le tube digestif avec les aliments, et tout particulièrement avec les fourrages.
Cependant on doit admettre une infection possible par les voies respiratoires, et aussi une inoculation directe (abcès actinomycotiques des mamelles chez le porc, inoculation directe accidentelle dans le tissu cellulaire d'une plaie chez un cheval, cas signalé par Perroncito).
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III. L'actinomyces bovis. Caractères. Coloration. Culture
« Examinés dans les néoplasies dont, ils ont provoqui' la formation et qui sont parvenues à un elat quelque peu avancé, les aclinomycètes se présentent sous l'aspect de petites masses visibles à l'd'il nu, du volume d'un grain de lycopode à celui d'un grain de millet, arrondies, d'un blanc jaunâtre ou jaune de soufre, de consistance ordinairement molle. Leurs dimensions sont généralement comprises entre O^^jl et 1 millimètre. Dans le pus ou le liquide purifoi^c qui les renferme, elles donnent souvent l'idée de grains de sable disséminés. »
L'examen à l'étal fraia est des plus simples; il suffit d'écraser un grain sur une lame et de l'examiner après avoir fait agir sur lui la potasse ou l'acide acétique. L'acide picrique réussit fort bien aussi.
Les plus petites granulations ne se composent que d'une seule masse mùriforme, que nous allons décrire ci-dessous; les grosses granulations sont formées par l'agrégation de plusieurs masses.
La masse, la toufTe, le f/?Y/m d"actinomyces comprend une zone périphérique et une zone centrale.
« La zone périphérique est constituée par dos corpuscules allongés, dont une des extrémités est pfTilée et dirigée vers le centre de la masse, tandis que l'anlre est arrondie, et affleure la surface de la zone corticale. Leur longueur est de 20 30 (x, leur largeur 8 à 10 (x. Souvent quelques-unes de ces cellules clavi formes ou pyriforines mesurant jusqu'à 7.-) p. de longueur dépassent l'ensemble du groupe. Tous ces renflements sont considérés par Harz comme des conidics.
« La zone centrale forme une unisse jaunâtre représentant un feutrage fdnillaire très couiplexe, constitué par l'enlre-croiscment de lilainents, ipii
MALADIES MICROBIENNES
mesurent 0|j.5 à 2^. de diamèlre. On les considère comme des conidies, quoique le passage de l'un à l'autre n'ait pu être suivi.
« Au sein de la masse fibrillaire, on rencontre quelques conidies, plus petites que celles de la périphérie, moins régulières, semées au milieu des filaments entre-croisés, où elles n'ont pu se développer comme les autres. »
Il sera nécessaire et fort intéressant de pratiquer des coupes de tumeurs actinomycotiques.
« La structure des petits nodules inclus dans le stroma est tout à fait celle d'une granulation tuberculeuse, et rappelle de tous points le tuhercule-type à cellules géantes. Autour d'une touffe centrale et plus ou moins grosse d'actinomyces on voit presque toujours quelques cellules géantes à nombreux noyaux marginaux. » Autour de ces cellules une zone de cellules épithélioïdes.
Dans les coupes il faudra colorer l'actinomyces.
La meilleure méthode nous parait celle indiquée par Weigert.
Plongez une demi-heure la coupe dans la solution suivante :
Orseille pure, sans ammouiaquc, dissoute jusqu'à coloration rouge foncé, clans :
Acide acétique 5
Alcuol aljsolu 20
Eau 40
Lavez à l'alcool et colorez le fond au violet de gentiane aqueux, ou au bleu de méthylène.
Les renflements claviformes de la zone périphérique seront colorés en rouge, le feutrage central en bleu ou en bleu verdàtre.
La méthode de Kiihne avec coloration de fond au picro-carmin donne d'excellents résultats pour l'étude du mycélium.
Les essais de culture tentés avec l'actinomycosc
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n'ont donné que des résultats contradictoires et jusqu'ici peu intéressants.
Israël aurait pu cultiver l'actinomyces sur le sérum, et Bostrom aurait parl'aitement réussi à faire des cultures sur la gélatine, le sérum, l'agar.
Nous savons pourtant que M. Nocard a réussi à obtenir des cultures de raclinomyces en milieux liquides alors que toutes ses tentatives de culture sur milieux solides ont échoué.
IV. Actinomycose expérimentale
Il y a peu de chose à dire à ce sujet : les résultats sont des plus contradictoires.
Bollinger, Harz, Pcrroncito n'ont pu réussir il infecter les lapins et les moutons. Le chien s'est également montré réfractaire. Toutes les tentatives d'inoculation faites jusqu'ici au laboratoii'e de M. Nocard, — et elles ont été nombreuses et variées, — ont donné des résultats négatifs.
Johne aurait réussi avec les inoculations souscutanées sur deux veaux et avec une injection dans la mamelle d'une vache. Ponfick aurait transmis l'actinomycosedu bœuf au veau par injections intraveineuses, intra-péritonéales et sous-cutanées.
MICRO-ORGANISMES DE LA SUPPURATION
Les microbes pathogènes les plus divers peuvent dans certaines circonstances avoir une action pyogènc et provoquer la formation d'un pu>i spdci-
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fique : tels le bacille de la tuberculose, le bacille de la morve; tels encore le bacille du choléra des poules inoculé sous la peau du cobaye, celui du larcin du bœuf inoculé dans les mêmes conditions au même animal, etc., etc.
Les microbes de la suppui'ation que nous allons passer en revue n'ont rien de commun avec ces organismes accidentellement pyogènes. Ce sont les agents pathogènes de la suppuration commune dont le type est le -pliUvjmon aigu, Vahcês chaud de l'homme.
En 1880 Pasteur isola dans le pus de provenance furonculeuse un micrococcus dont il inocula les cultures pures à des lapins : il provoqua chez ces animaux des suppurations au voisinage du point d'inoculation.
L'étude des divers microbes de la suppuration a été faite ensuite par Ogslon, Rosenbach, Passet, etc.
Les microbes de la suppuration provoquent chez l'homme et les animaux des accidents variables.
Souvent ils se contentent d'évoluer, de se multiplier, dans les environs du iDoint d'inoculation accidentelle ou expérimentale : il en résulte un abciîs chaud. Mais ils peuvent aussi, ce qui est bien plus grave, se répandre dans le système circulatoire, soit par les voies sanguines, soit par les lymphatiques. Ils déterminent alors les accidents de la pyémie.
Souvent aussi ils provoquent, dans les viscères qui constituent pour eux un mili(>u de culture favorable, la formation de petits abcès multiples (a. métastatiques).
Recherche des microbes dans le pus.
Étalez sur une lamelle une trace de matière purulente recueillie purement dans le sein d'un abcès
MICRO-ORGANISMES DE LA SUI'PUHATION
eluuid ; colorez par les solutions liytlro-alcooliques, de Lot'fler, etc.; ensuite par les procédés de double coloration de Gi'am.
Sur les préparations à coloration simple, on
Fig. 18. — Septicémie de Pasteur.
A, Culture.
B, Surface du foie (Cobaye).
aperçoit d'abord les glohultis de pus assez fortement colorés; puis, dans les espaces qui les isolent les uns des autres et môme dans le contenu cellulaire de quelques-uns d'entre eu,\, on voit des niicrococcus de deux espèces différentes : les uns en forme de staphi/lococcus, les antres |)reiiant l'as-
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pcct de atrcplococcus courts, léf^èreraont incurvés, composrs chacuu de cinq, six coccus, dix au plus : ce sont là les deux genres bactériens que Ton rencontre le plus ordinairement dans le pus.
Dans les préparations colorées par le procédé de Grani, on se rend facilement compte que les stapliylococcus prennent les uns aussi bien que les autres la coloration violette et tranchent ainsi nettement sur le l'ond de la préparation. Bien plus, les ditTéreutes espèces de staphylococcus du pus, au nombre de trois, se colorent également toutes par le Gram, de sorte qu'on ne peut les dilTérencier les unes des autres par le firapie examen microscopique : ce n'est que les cultures, surtout celles sur gélatine, qui permettent une diiïérenciation sûre.
Outre les staphylococcus et les streptococcus que nous venons de signaler, on rencontre dans certains cas d'autres niicro-orgaiiismes, (quelquefois même des bacilles; mais ces cas sont exceptionnels, aussi ne ferons-nous que signaler ici par leurs noms ces différents micro-organismes; ce sont :
Le Mici'ococcus cereus albus.
Le Micrococcus cerciif^ flavus.
Le Micrococcus pijoijenes teiiuis.
Le Iktcillus pyogenes fœtidus.
Le Bacillus pyucyancus.
Nous allons étudier rapidement les espèces principales, celles que l'on rencontre le plus fréquemment dans le pus :
1° Stdpliylococcus pyogenes (turciis.
C'est là l'espèce la plus importante. On la l'encontre dans tous les pus, dans les furoncles, dans l'ostéomyélite, etc.
Lé pyogcnr.s aurruii examiné dans le jms y prend l'aspect d'une sorte de zooglée de cinq, dix individus, réunis les uns près des autres, de telle façon
MICRO-ORGANISMES Dlî LA SUPPURATION. 25b
qu'ils forment une sorte de grappe. On en voit aussi dans l'intérieur des cellules de pus. Il se colore dans les solutions hydro-alcooliques, dans le Lot'fler, le Malassez et le Gram.
Inoculalion au lupin. — Lors([u'on inocule à un lapin une assez grande quantité d'une culture virulente de Vaureiis, il se produit au point d'inoculation un abcès dans le pus duquel on rencontre le microbe.
Si l'inoculation se fait duns les veines, le lapin ne meurt pas, mais le plus petit traumatisme que subira ensuite l'animal donnera pour ainsi dire un coup de fouet à la maladie et le lapin ne tardera pas il mourir CCinfection purulente.
Cultures. — L'aureus pousse très bien à l'air dans tous les bouillons, mais il n'y donne pas une culture bien caractéristique. Exposé à 37° le bouillon ensemencé se trouble en moins de quinze heures; puis il devient légèrement doré, tandis qu'une partie de la culture se dépose au fond du ballon sous forme d'une poudre légèrement jaunâtre.
\^'uureus donne sur gélatine une culture très caractéristique; comme il liquéfie ce milieu, il est indiqué de le semer en piqûre. Au bout de peu de temps il se forme, autour de la piqûre, une culture blanche sans caractères spéciaux ; puis à la surface on voit apparaître une pellicule, blanclie d'abord, et de plus en plus jaune : la liquéfaction est alors commencée. Quand tout le cylindre gélatineux est liquélié, la culture forme au fond du tiilx; un dépôt abondant ,/«î(?!t' d'or.
Sur la (idlose la culture ressemble à la précédante; nuiis la liquéfaction n'a pas lieu.
Semé en strie il forme d'abord une culture l)lanche, qui prend avec le temps une couleur jaune d'or, ciiractéristicpie du microbe.
2oG
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Sur la pomme de terre Vaureus pousse abondamment et forme une pellicule jaune.
2° Slaphylococcus iiyorjemis albus.
On le rencontre dans le ])us en même temps que Ynureus; il se comporte de la même façon que ce dernier; il liquéfie la gélatine, main donne toujours une coloration blanche.
11 paraît moins virulent que le premier.
3° Slaphylococcus pyoqenes citreus.
On le rencontre dans le pus, plus rarement que les deux autres; il ne s'en différencie que par ses cultures, qui prennent une teinle jaune pâle citron, beaucoup moins foncée que celle que produit en pareil cas Vaureus.
4» Streptococcus pyogenes.
On le voit fréquemment dans le pus où il forme de courtes chaînettes contenant chacune cinq à six ;ii ains, dix au plus, légèrement incurvées.
11 se colore très bien dans les solutions hydroalcooliques, dans le Lôi'fler et le Malassez. Il prend le Gram.
Cultures. — 11 pousse dans les bouillons ; sa culture adhère aux parois du ballon ; elle se précipite ensuite dans le fond sous forme d'un dépôt grisâtre.
11 liquéfie la gélatine, et donne une culture blanche, laiteuse.
11 pousse également bien sur la gélose.
Son action pathogène n'est pas encore bien déterminée : aussi ne nous étendrons-nous pas davantage sur ce sujet.
MALADIES MICROBIENNES SPÉCIALES AUX ANIMAUX
CHARBON BACTÉRIEN
(charbon symptomatique, essentiel, de ciiabert).
L'histoire du charbon symptomatique appartient tout entière à MM. Arloing, Cornevin, Thomas. Leur l)eau livre, le Charbon symptonmliquc du bœuf, manque de détails précis et suffisants sur l'agent pathogène, le Baderiuin Chauvœi : c'est le seul reproche qu'on puisse adresser à cette œuvre magistrale.
I. Charbon symptomatique spontané
L'affection ne s'observe que sur les bovidés de six mois à quatre mis; en deçà et au-delà de cette limite d'âge les lujvidés sont très exceptionnellement atteints.
Le »rtou<on contracte aussi spontanément lecharbon symptomatique, niais beaucoup moins fréquemment que le bœuf. La chèvre, qui peut recevoir la maladie expérimentalement, n'est jamais atteinte dans les conditions ordinaires de la vie.
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Tous les autres animaux [équidé^, suidés, carnassiers, oiseaux) sont absolument rél'ractaires au charbon symptomalique spontané.
C'est par inocnlalion accidenldle que les animaux contractent le charbon symptomalique : l'infection par la vole digestive est problématique et tout au moins exceptionnelle.
Le charbon s,ymptomatique se caractérise essentiellement par une ou plusieurs tumeurs à siège A'ariable. La tumeur, qui forme ainsi le symptôme primordial de l'aiTection, et qui se caractérise pendant la vie par son accroissement rapide, son insensibilité et sa sonorité à la percussion, est noire à sa partie centrale, moins colorée à la périphérie ; elle est entourée, dans les régions riches en tissu conjonctif, d'un engorgement œdémateux à sérosité citrine, légèrement roussàtre. Au centre de la tumeur, les gaz ont disséqué les muscles, et formé de vastes poches intcrmusculaires qui peuvent parfois loger le poing.
Les ganglions correspondant à la région qui porte la tumeur sont hypertrophiés, ecchymotiques, infiltrés d'une sérosité jaunâtre.
Les organes thoraciques et abdominaux sont à peu près sains; cependant le péritoine contient une sérosité abondante.
Les produits virulents sont les tissus de la tumeur, la pulpe .g anglîonu aire, la sérosité péritonéale et la bile. Le sang n'est guère virulent; cependant au moment de la mort il contient un très petit nombre de microbes, et on peut les mettre en évidence en plaçant un tube de sang pendant vingt-quatre heures àl'étuve : les bacilles s'y multiplient rapidement.
Le liquide amniotique des femelles en gestation, qui succombent au charbon symptomalique, est virulent. L'wnrie ne l'est jamais.
CHARBON RACTÉRIEN.
II. Charbon symptomatique expérimental
Les animaux qui i)n'nnent le charbon symptomatique expérimental sont le hœuf, le mouton, la chèvre, le cobaijc. Tous les autres sont absolument réfractaiz'es, et nous rappelons en particulier le fait pour le lapiii, qui est au contraire un assez bon réactif du charbon bactoridien.
Il n'existe qu'un seul mode d'inoculation du charbon symptomatique : c'est V inoculation souscutant'e.
C'est dans le tissu conjonclif sous-cutané que doit être porté le virus d'inoculation : les piqûres à la lancette échouent invariablement.
La dose de virus doit être assez élevée, et de plus elle varie suivanf. les régions : deux ou trois gouttes inoculées sous la peau de la cuisse, de l'épaule, du bras, etc., suflisent pour donner un charbon symptomatique mortel au bœuf, au mouton ; elles sont insuflisantos dans les régions à tissu cellulaire dense : extrdmité cte membres, oreille, queue.
Le véritable réactif expérimental du Charbon symptomatique est le cobaye. L'animal sera inoculé à la seringue de Pravaz, et l'injection sera poussée dans les muscles de la cuisse.
La matière virulente peut être empruntée à diverses sources :
(a) La culture du bacille du Charbon symptomatique. C'est là un moyen infidèle, la culture perdant rapidement ses propriétés.
(6) Le sami prélevé purement dans le cœur d'un animal mort de Charbon symptomatique et placé pendant vingt-quatre heures à l'étuve, de façon à obtenir le développement du bacille (ju'il contient en petite quantité lors de la mort de l'animal ; <•>; développement se traduit par l'apparition de bul-
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les de gaz qui disloquent la colonne sanguine recueillie dans une pipette.
Le sang, môme dans ce cas, constitue un virus peu favorable pour l'inoculation.
(c) Les (issus de la tumeur : ces tissus peuvent être inoculés à l'état frais ou à Vétat sec, c'est-à-dire alors sous forme de poudre.
Pour inoculer ces tissus à l'état frais, on prend sur un cobaye, un mouton, un bœuf venant de succomber, des fragments des muscles malades, en choisissant les parties les plus noires; on triture ces fragments dans un mortier avec de l'eau stérilisée : on filtre à travers un linge ; le liquide sanguinolent qui passe constitue un excellent liquide d'inoculation.
La pulpe des muscles malades desséchée, c'est-àdire la poudre de charbon symptomatique, constitue un virus d'inoculation encore supérieur : c'est à MM. xVrloing, Gornevin, Thomas, qu'on doit la connaissance de cette préparation. Voici comment elle s'effectue :
On prend les parties les plus malades des muscles formant la tumeur symptomatique sur un bœuf ou un mouton; on hache en petits morceaux et on pèse; on ajoute de l'eau distillée en quantité répondant à peu près aux deux tiers du poids des muscles hachés; on broie dans un mortier; on filtre sur une toile épaisse, et on étale en couche mince sur un plateau de porcelaine le liquide rouge qui a passé. Ce plateau est placé à l'étuve à 35° : après évaporation du liquide, il reste sur le plateau une sorte do vernis brillant, de couleur rouge foncé que l'on réduira en poudre pour le conserver au sec dans un flacon. Cette poudre peut garder sa virulence pendant plus de deux ans.
Pour inoculer la poudre on en prend un demicentigramme qu'on broie à sec dans un mor-
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lier, on ajoute quelques gouttes d'eau et on filtre sur la toile; au liquide qui a passé on ajoute une goutte d'acide lactique qui, augmentant la virulence par un mécanisme que MM. Nocard ot Roux ont déterminé, assure le succès de l'inoculation.
La poudre de cliarbon symptomatique qui constitue une source de virus toujours prête, qui conserve son action pendant des années, est donc des plus précieuses : un laboratoire de microbiologie doit toujours en posséder une provision.
Lorsque l'injection virulente a été poussée dans la cuisse du cobaye, cette cuisse se gonfle après quelques heures et devient douloureuse au toucher ; l'animal ne marche plus que sur trois pattes ; bientôt la marche lui devient tout à fait impossible; il se blottit dans un coin de sa cage, où il reste immobile, le poil hérissé, poussant des cris lorsqu'on veut le saisir; il meurt dans les vingt quatre ou quarante-huit heures.
Les deux U'dons marquantes sur un cobaye mort de charbon symptomatique inoculé par le procédé décrit sont :
a) Un œdème rougoàtre du tissu conjonctil' de la paroi abdominale, œdème qui s'étend sur toute la surface de celle-ci et remonte souvent jusqu'au thorax et à la naissance des membres antérieurs; cet œdème est d'autant plus marqué qu'on se rapproche du point d'inoculation.
b) Les lésions de la cuisse inoculée, qui est gonflée, turgide. Les muscles y sont d'une couleur rouge sombre, et sur quelques points (ce sont les parties les plus malades) ont une teinte noire. Sur la cuisse malade les poils s'arrachent avec la plus grande facilité, et tomijcnt souvent d'eux-mêmes. La peau y est doublée par un tissu conjouctif u'dématié et d'une teinte rouge très marquée; une
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abondante sérosité rougeâlre, sanguinolente, s'écoule dès que la peau est disséquée.
La cavité péritonéale contient un peu de liquide.
III. Le bacille du Charbon symptomatique. — Sa recherche dans l'organisme.
Le bacille du charbon symptomatique prend bien les solutions hydro-alcooliques des couleurs d'aniline : violet de gentiane, fuchsine, bleu de méthylène. Il se colore particulièrement bien parle bleu de Loffler. Il ne prend ni le Gram ni le Weigert: par conséquent aucun des procédés de double coloration ne lui est applicable. Les coupes des tissus contenant ce microbe seront donc traitées par la méthode de LOI'fJer, qui, du reste, donne d'excellents résultats.
Sang. — Le sang examiné immédiatement après la mort ne contient pas le bacille en quantité sut'lisunte pour que l'examen microscopique puisse l'y déceler, il en sera tout autrement dans le. sang qui, recueilli après la mort, aura séjourné vingtquatre heures à l'éluve : traité par la coloration et de préférence par la coloration au bleu de Loffler, ce sang montrera, ça et là, quelques bacilles droits pleinement colorés, sans spores, un peu plus épais que le vibrion septique, toujours de longueur égale (de 8 à 10 u.), le plus souvent isolés, quelquefois articulés deux à deux.
MM. Arloing, Cornevin et Thomas décrivent ainsi l'examen du sang sans coloration dans le charbon symptomatique : « Ce sont des bactéries longues de O'"'",00o, 0""",008, larges de 0'",001, homogènes, douées d'une grande mobilité. Ce microbe monte et descend avec agilité dans la couche de liquide qui compose la préparation microscopique, s'infléchit en arc ou en S, pirouette sur lui-niènio de façon à se présenter dans le sens de
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sa longuour, ou oblic[uc!nicnt,, ou pai" l'iino de ses exti-i'iuités. Il cliango donc d'aspect pour ainsi dire à vue d'œil. »
Nous ci'oyous que celte description ne correspond pas à la réalité des lïiils : le bacille est si peu abondant dans le sauf,' que l'exameii immédiat sans coloration u peu de cluince d'être heureux; en outre le bacille du ciiarlion syrnptomatique e^^t à peine mobile.
IvyiKUR MusCL'LAmi: . — ■ C'est dans le muscle malade que le bacille du charbon s^ymplomatique prend ses formes les plus inlércssanlos : il s'y sporule.
On fera deux sortes de préparations du muscle malade : l'une extemporanée, qui s'obtiendra en prenant un fragment de muscle au point le plus malade, le plus noir, et en frottant la surface de ce fragment sur des lamelles qu'on séchera et qu'on colorera; ['nuire qui sera la coupe histologique.
Les lamelles chargées du suc musculaire seront de préférence traitées par le bleu Lôftler. Sur un fond vert pàle, les bacilles pathogènes se détachent en bleu foncé; à côté des bâtonnets pleins, semblables à ceux que l'on rencontre dans le sang, et à ceux ([ue nous signalerons tout à l'heure dans la sérosité péri touéale, on observe les formes curieuses c(ue montre une de nos figures, et qui sont certainement le fait du développement de la spore dans le bacille : bacilles en masme, en buttant de cloclie ou en raquette, dont l'extrémité élargie reste incolore; bacilles ai fuseau, dont les deux extrémités sont colorées et le centre incolore; bacilles ovoïdes, dont une extrémité est seule colorée, tout le reste ne prenant pas la couleur. Pour tous ces examens l'éclairage y\hbé est nécessaire : le bacille peut «"■trn déjà bien vu à un grossissement de !iOO diamètres; mais ponr en bien connaître les détails il
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faudra l'aire usage des forts grossissements des objectifs à immersion homogène.
Les coupes de muscle seront colorées au bleu de
Lôffler; elles permettront de saisii- la topographie du bacille. Les faisceaux musculaires sont cassés
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eu travers, ils sont pour la plupart vitreux, hyalins. Les bacilles siègent dans le sarcolemme, au niveau des cassures transversales, entre les faisceaux du tissu conjonctif, et entre les faisceaux musculaires.
SÉROSITÉ rÉRiTO.NÉALE. — Le uioyeu le plus simple et le meilleur consiste à disposer une lamelle sur la face supérieure du foie, aussitôt après l'ouverture du cadavre. La lamelle séchée sera colorée au bleu hydro-alcoolique, au violet de gentiane hydroalcoolique, ou mieux au bleu de Loffler. Le bacille du charbon symptomatique se présente en grande quantité sur la lamelle : il a la forme de bâtonnets droits, courts, égaux en longueur, colorés dans toute leur étendue, isolés, ou réunis bout à bout par deux ou par trois.
IV. Culture du bacille du Charbon symptomatique
Cet organisme est miuérobie, il ne se cultive que dans le vide ou en présence de gaz inertes.
Cette culture est difficile; elle ne réussit souvent qu'après plusieurs essais infructueux.
Nous conseillons de la faire dans du bouillon additionné d'un peu de gdlalino et de sucre {aa, l p. KJO) : c'est le milieu qui parait le plus favorable ; les tubes ensemencés seront placés à l'étuve à
Pour semence, on peut choisir le sang préalablement placé il l'étuve pendant vingt-quatre heures, ou la sérosité p&rltonénle pure recueillie dans une jiipetto à la surface du foie aussitôt après la mort, avec toutes les précautions de pureté ]ios- -iblcs.
Au bout de vingt-quatre ù ([uaranie-hiiit heui'cs le liquide est troublé et lloconueux; des gaz >o dégagent à sa surface. La réaction du milieu
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ne change pas ou devient parfois légèrement acide.
L'examen de la culture à l'état frais, sans coloration, montre des bacilles de longueur inégale, réfringents, à peine mo6i/es; quelques-uns paraissent sporulés â leur extrémité.
Les cultures seront facilement colorées par les procédés indiqués.
Le bacille du charbon symplomalique se développe bien aussi dans le lail, qu'il ne coagule pas.
On le cultivera encore aisément dans la geHose à 38°.
Les cultures se conservent peu, et perdent rapidement leurs propriétés de virulence.
Résumé des caractères du bacille du charbon symp tomatique.
Anaérobie, le bacille du charbon symplomalique se montre sous la forme d'un bâtonnet à peine mobile dans l'organisme et les cultures. II se colore bien par les couleurs d'aniline, ne prend ni le Gram ni le Weigert. Dans les muscles il se sponile, et prend à cet état des formes singulières assez caractéristiques.
Il se cultive à l'abri de l'air dans le bouillon, le lait, la gélose.
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Connue lo plus ordinairement sous le nom de clioléra des poules, rafîeclion dont nous allons traiter a encore reçu les noms de : maladie épizootiqiie, typhus contagieux, affection typhique, septicémie des voluiUes. Renault d'All'ort lui avait donné le nom de typhus charbonneux, croyant à l'identité de cette maladie et du charbon.
I. Historique
Le choléra les poules l'ut étudié d'abord en France par Renault et Delal'ond : Renault, nous l'avons dit, l'identifiait avec le ctiarbon. Delafond au contraire sut l'en distinguer nettement.
En 1869 un vétérinaire alsacien, Moritz, signala dans le sang des poules morlos du choléra des çiranulations auxquelles il attribua le rôle essentiel dans la production de la maladie.
Vers 1878, M. Perroncito figura le microi)C du choléra dos poules, mais d'une IVicon inexacte : il inocula avec succès la maladie aux sujets sains.
Peu après, en 1879, Toussaint lit des tentatives de culture, mais ces tentatives restèrent incomplètes.
C'est à M. l'asleur ([ue revient l'iionncur d'avoir donné la démonstration de la nature microl)ienne du clioléra des jioules. Il recueillit purement le microbe dans le sang des sujets morts, et réussil à le cultiver artificiellement dans des bouillons de
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poules stérilisés. Une goutte de ces cultures inoculée dans le muscle pectoral de sujets sains leur donnait infailliblement la mort après avoir produit chez eux les symptômes inhérents à la maladie : c'était démontrer irréfutablement que le microbe était bien la cause essentielle de l'affection. Non content de cette découverte, M. Pasteur réussit à atténuer la virulence des cultures par l'action de l'oxygène de l'air, et trouva ainsi un véritable vaccin qui, inoculé aux animaux susceptibles de contracter naturellement la maladie, leur confère l'immunité, c'est-à-dire leur donne un choléra atténué en quelque sorte, dont ils guérissent et qui les met à l'abri des atteintes ultérieures du virus le plus virulent.
C'était la première fois qu'on réussissait ainsi à rnodiiier un virus, toujours mortel, au point de pouvoir l'inoculer sans danger aux animaux les plus susceptibles, et, chose merveilleuse, ce virus ainsi atténué devenait le meilleur préservatif contre l'action du virus le plus meurtrier.
Après cette découverte, on pouvait légitimement espérer que la plupart des maladies contagieuses seraient tôt ou tard atténuées, et ainsi transformées en leur propre vaccin ; les vaccinations contre le sang de rate, contre le rouget du porc, contre le charbon syraptomatique, qui évitent tant de perles à l'agriculture, prouvent combien était féconde la voie ouverte par l'illustre savant. ,
n. Choléra des poules spontané.
Les animaux qui contractent le choléra des poules spontanément sont les oiseaux, et particulièrement les oiscnux de basae-cour : pù/eoHs', poules, ccmardi^, oies, dindons, pintades, faisans, etc.
CHOLÉRA DES POULES
L(3 lapin, qui oll're, nous le verrons plus loin, un terrain plus favorable encore que les oiseaux à l'évolution du choléra des poules, contracte rarement la maladie dans les conditions ordinaires de la vie : cela résulte de ce que, dans nos régions surtout, les lapins sont élevés à part, séquestrés et isolés des autres animaux de la basse-cour.
Les oiseaux, les lapins sont les seuls animaux domestiques susceptibles de prendre spontanément le choléra des poules.
C'est par les voies digestives que les oiseaux contractent la maladie. Les matières excrémentitielles, le jetage des narines et du ])ec des sujets malades, contiennent en quantité le virus du choléra. Ces matières souillent le sol de la basse-cour, et se mêlent aux aliments picorés par les sujets sains : tel est le mode d'infection le plus ordinaire.
Les lésions principales constatées à l'autopsie sont les suivantes :
Les muqueuses superficielles présentent une teinte asphyxique très marquée : le bec du sujet est souillé d'une bave visqueuse.
Les poumons sont congestionnés ; le péricarde contient une sérositi; jaune foncé souvent prise en une masse gélatiniforme, tremblotante; les lésions intestinales sont d'autant plus marquées que la mort a plus tardé : la muqueuse intestinale est congestionnée, liémorriiagiquc, et le canal intestinal contient une bouillie grisâtre, mousseuse, striée de samj.
Le sang est noir, asphyxique .
Le sang, les pulpes organiques, la bave, le contenu intestinal sont virulents.
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III. Choléra des poules expérimental
Le choléra des poules s'inocule facilementaux oiseaux : riiifcclion expérimentale peut se faire par la voie digeslive; elle se fait plus simplement par inoculation sous-cutanée.
Pour infecter le sujet par les voies digcstives, il suffit de mêler à ses aliments les matières virulentes : bave, diarrhée, liquide péricardique, pulpe organique d'animaux morts du choléra des poules, ou liquide de culture.
LHnocuIalion sous-eutanéc se fera à la seringue de Pravaz dans la région pectorale; on injecte dans le muscle pectoral, suivant la méthode de Pasteur, quelques gouttes de sang, de liquide péricardique, de pulpe de foie ou de rate broyée et diluée, provenant d'un animal mort du choléra des poules; on pourra injecter aussi une culture virulente.
La mort survient en moins de vingt-quatre heures après rinoculalion ; elle est d'autant plus rapide que la dose de virus inoculée a été plus forte.
Les symptôme» de la maladie expérimentale reproduisent ceux de la maladie naturelle.
Hors les cas foudroyants, où les symptômes sont nuls, tant la rapidité d'évolution est grande, la maladie se marque XJïii' les pliénomènes suivants : tristesse, abattement de l'animal qui reste couché, se met en boule, les plumes hérissées, ne répondant plus aux excitations, et tombant bientôt dans le coma ; teinte asphyxique de la crête et des muqueuses superficielles; coliques, diarrhée striée de sang, jotage visqueux par le bec et par les narines.
Les lésions trouvées à l'autopsie des oiseaux morts du choléra des poules expérimental repro-
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(luisent entièrement celles que nous avons décriLos plus haut en traitant de la maladie spontanée. Sur les sujets qui succombent à l'infection par la voie digestive, infection qui reproduit le mode de contagion naturel, il n'y a rien que ces lésions; mais, sur les sujets inoculés dans le muscle pectoral, vient s'ajouter une lésion des plus intéressantes, lésion signalée et décrite par M. Pasteur : In séquestre du muscle pectoral qui a reçu l'injection virulente. Cctti' lésion est d'autant plus prononcée que la survie a été })lus lonqiie.
Au point inoculé, le tissu sous-cutané est infiltré d'un œdème gélatineux; cet œdème recouvre une tumeur jaunâtre, lardacée, s'incisant avec difficulté : cette tumeur est produite par la nécrose du muscle pectoral.
Le lapin est un animal très favorable <à l'expérimentation : quelques gouttes de virus inoculées sous la peau de la cuisse le tuent rapidement.
L'inoculation pratiquée sur le cobftj/c est des plus intéressantes. Inoculé dans le péritoine, le cobaye succombe ; inoculé dans le tissu conjoiictif, il résiste, mais l'inoculation donne lieu à un pliénomène que M. Pasteur a décrit.
« Chez les cobayes, dit-il, d'un certain âge surtout, on n'observe souvent qu'une lésion locale au point d'inoculation, qui se termine par un abcès plus ou moins volumineux. Après s'être ouvert spontanément, l'abcès se referme et guérit sans ({ue l'animal ait cessé de manger et d'avoir toutes les apparences de la santé. Ces abcès se prolongent quelquefois pendant plusieurs semaines avant de s'abcéder ; ils sont entourés d'une membrane pyogéni([ue et remplis de pus crémeux où le microbe fourmille à côté des globules de pus. C'est la vie du microbe inoculé qui fait l'abcès, lequel devient, pour le petit organisme, comme
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un vase fermé où il est facile d'aller le puiser, même sans sacrifier l'animal. Il s'y conserve, mêlé au pus, dans un grand état de pureté et sans perdre sa vitalité. La preuve en est que si on inocule à des poules un peu du contenu de l'abcès, ces poules meurent rapidement, tandis que le cochon d'Inde qui a fourni le virus se guérit sans la moindre souffrance. On assiste donc ici à une évolution localisée d'un organisme microscopique, qui provoque la formation du pus et d'un abcès fermé, sans amener des désordres intérieurs, ni la mort de l'animal sur lequel on le rencontre, et toujours prêt, néanmoins, à porter la mort chez d'autres espèces auxquelles on l'inocule, toujours prêt à faire périr l'animal sur lequel il existe à l'état d'abcès, si telles circonstances plus ou moins fortuites venaient à le faire passer dans le sang ou dans les organes splanchniques. Des poules ou des lapins qui vivraient en compagnie de cobayes portant de tels abcès pourraient tout à coup devenir malades et périr sans que la santé des cochons d'Inde parût le moins du monde altérée. Pour cela, il suffirait que les abcès des cochons d'Inde, venant à s'ouvrir, répandissent un peu de leur contenu sur les aliments des poules et des lapins. Un observateur témoin de ces faits, et ignorant la filiation dont je parle, serait dans l'étonnement de voir décimer des poules et des lapins sans cause apparente, et croirait à la spontanéité du mal, car il serait loin de supposer que celui-ci a pris son origine dans les cochons d'Inde, tous en bonne santé, surtout s'il savait que les cochons d'Inde, eux aussi, sont sujets à la même affection. Combien de mystères, dans l'histoire des contagions, recevront un jour des solutions plus simples encore que celles dont je viens de parler ! »
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l'our faire périr le cobaye inoculé et porteur d'un abcès sous-cutané, il suflit de gratter fortement avec un scalpel les parois de la membrane qui tapisse la cavité de cet abcès : le microbe passe dans le sang, et cette nouvelle inoculation donne la maladie mortelle au sujet.
Le moineau présente un(> particularité intéressante : le microbe du clioléra des poules augmente de virulence en passant dans son organisme en séries. Inocule-t-on à un de ces petits animaux un virus vaccinal qui ne tue pas la poule, l'animal meurt; il suffit de prendre son sang, de l'inoculer à un second moineau, et d'effectuer ainsi cinq ou six passages pour cjue le virus renforcé soit inoculé avec succès à la poule.
IV. Le microbe du choléra des poules. Sa recherche dans les liquides et tissus de l'organisme.
Le microbe du choléra des poules se trouve dans le sang, dans le liquide péricardique, d;ins les matières excrémeulilielles et la bave des oiseaux, dans les pulpes organiques ; il infiltre le muscle pectoral du pigeon inoculé; il pullule dans l'abcès sous-cutané expérimental du cobaye.
L'examen se fera sans coloration et avec coloralion : ce microbe prend bien les couleurs d'aniline, et les diverses solutions bydro- alcooliques de violet de gentiane, de fuchsine, de rouge diamant, de bleu de méthyle ainsi que le bleu de Ldffler donnent de bons résultats; mais les méthodes de Gram et Weigert échouent complètement.
La recherche capitale, celle qui est indispensable au diagnostic et suffit |)re.sque à l'étahlii-, est la recherche dans le sang.
R.XAME.N SANG SANS CULORATION. — Ou
recueillera purement le sang contenu dans le
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cœur; on en placera une goutte sur une lamelle et on l'examinera sans coloration (Verick : oculaire 1, objectif 8).
Sous le microscope on distinguera d'al^ord les globules sanguins, affectant la forme de disques ovoïdes, s'il s'agit du sang de poule; puis dans le sérum, on apercevra une quantité de petits points, réfringents, mobiles, tournant sur leur axe : c'est le microbe du choléra des poules.
Sans coloration, il donne l'illusion d'un micrococcus ou d'un diplococcus, suivant qu'il se présente à l'œil par un de ses pôles ou dans le sens de sa longueur: mais en apportant une grande attention, on verra qu'il n'est réfringent que dans sa partie centrale, nettement limitée sur les côtés par deux lignes fines, grisâtres, se confondant et s'épaississant à leurs extrémités pour former les deux pôles du microbe. On a ainsi sous Ies3'euxune bactérie courte, aux extrémités rondes et légèrement aplaties.
2. Examen du sang avec coloration. — Sur les préparations colorées, examinées à un fort grossissement, à l'aide de la lentille à immersion, on voit, si la coloration a été faite par exemple au violet de gentiane en solution hydro-alcoolique légère, les globules ovoïdes du sang des oiseaux colorés en violet pâle, leurs noyaux en violet foncé; quant aux bacilles du choléra des poules ils apparaissent sous la forme d'un grain fortement coloré en violet foncé, s'ils se présentent par une de leurs extrémités; s'ils se présentent dans leur longueur, on voit leurs deux pôles fortement colorés, réunis par deux lignes colorées k'gércmcnl en violet, tandis que la partie centrale est complètement incolore. C'est cette forme particulière que nous qualifions de bacille à rs'pace clair.
On peut aussi employer la méthode de LofTlei',
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celle de Malassez. On obtient ainsi des préparations bleues d'une linesse remarquable.
Les ivupex d'organes seront traitées par la métbodc de Lôiïler; celles du muscle pectoral qui a reçu l'inoculation, et subi par suite la nécrose sont particulièrement intéressantes.
V. Cultures du bacille du choléra des poules
Le microbe du choléra des poules est aérobie: il ne pousse qu'en présence de l'air.
Il pousse bien dans les bouillons, sur la gélatine et la gélose, mais non sur la pomme de terre.
La meilleure semence est le sang pris purement dans le cœur.
1. Culture dans les bouillons. — Lemicrobedu choléra des poules se développe bien dans les bouillons de poule et de veau, neutres ou un peu alcalins.
Les matras ensemencés sont placés à l'étuve, à une température voisine de 37°. Du jour au lendemain, le bouillon est trouble, d'aspect louche, ce qui indique que l'agent s'y est développé. Mais peu à peu, le bouillon redevient transparent et la culture se dépose au fond du ballon.
Les cultures de choléra des poules perdent leur virulence au contact de l'air : au bout de 60 jours elles sont absolument inolïensives pour les animaux. C'est d'ailleurs en exposant à l'air libre des cultures pendant un temps donné que M. Pasteur est parvenu à trouver le vaccin du choléra des poules.
Pour conserver des cultures virulentes, il est donc nécessaire de les soustraire à l'action de l'air.
On arrive aisément à ce résultat en recueillant ces cultures dans des pipettes que l'on ferme ensuite à la lampe à leurs deux extrémités. Ces pi-
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pettes contiennent toujours une ou deux bulles d'air à la faveur desquelles la culture continue à pousser; mais les microbes ne tardent pas à s'être emparés de l'oxy gène de ces bulles d'air. A ce moment la culture s'arrête, et comme alors il ne reste plus d'oxygène dans les tubes ainsi fermés, le microbe y conserve sa virulence pendant très longtemps.
2. Cultures sur gélatine. — Ces cultures se font par piqûre ou en strie. Par piqûre, l'ensemencement donne au bout de quelques jours une culture blanche s'étahmt et s'épai^sissant léçii'rement à la surface de la gélatine, et formant autour du trajet de l'aiguille une multitude de petites colonies, ovales, blanches, nettement séparées les unes des autres. La culture est d'autant moins abondante qu'elle atteint davantage les couches profondes de la gélatine.
En strie la culture donne une line ligne blanchâtre, légèrement bleue par transparence. Les cultures ne liquéTient pas la gélatine.
En 2 ou 3 semaines, la culture prend au contact de l'air une teinte grise, avec un rellet vert sale, qui va se fonçant graduellement.
3. ' Cultures sur la gélose. — Le microbe du choléra des poules pousse sur la gélose : on le sèmera en stries. La culture sera ensuite placée à l'étuve à 37°. Au bout de douze heures environ la culture a pris la même apparence que sur la gélatine. Si on sème dans la gélose une gouttelette provenant d'une culture dans un bouillon, on obtient un développement extrêmement riche, formé de colonies rondes ovoïdes ou allongées, opalescentes et bleuâtres par transparence.
L'examen des cultures sans coloration montrera le microbe sous la forme d'un micrococcus ou d'un diplococcus mobile ; ce microbe sera d'autant
ClIOLÉKA DES POULES.
plus fin que la culture sera plus ancienne. — Coloré, le microbe prendra nettement la forme d'un microcoque ou d'un diplocoque.
Résumé des caractères du bacille du choléra des poules.
Aérobie, mobile, le microbe du choléra des poules est d'une extrême finesse. Il apparaît sans colo-
Fig. ."il. — Choiera des poules.
A, Culture dans le lioiilllon. Leitz, or. 3, obj. 1/12.
B, Sang (le pigeon. Même grossissement.
ration sous la forme d'un diplocoque ou d'un microcoque.
Sa véritable forme, révélée par la coloration dans le sang, est celle d'un petitbàtonnetqui prend fortement la couleur aux deux extrémités, mais reste incolore au centre.
PB. DE iVUCROItlP,. i&
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Il pousse bien dans les bouillons, la gélatine, lu gélose, mais non sur la pomme de terre.
Il se colore facilement par les couleurs d'aniline, mais ne prend pas le Gram ni le Weigert.
iir
CHOLÉRA DU PORC
Le docteur Salmon, chef du Bureau of Animal IndusLry du département de l'Agriculture aux Etats-Unis, a désigné sous le nom de Hog-choléra, c'est-à-dire choléra du porc, et étudié dans diverses publications, dont la plus récente est de 1883- 1886, une maladie porcine qui fait de grands ravages en Amérique (1).
Le Hog-choléra correspond à la maladie étudiée, il y a longtemps déjà, par Klein sous le nom de ■pneimo-enteritis infections of Ihe piij ; à la pneumoeniérite contagieuse des porcs, étudiée à Gentilly et à Marseille par MM. Cornil et Chantemesse (Académie des Sciences et Société de Biologie, 1887; ; à l'épidémie des porcs à Marseille de Rietsch et Jobert (1887); enfin à l'épizootie sévissant en Suède et en Danemark et désignée sous le nom de diphthérie du porc.
(1) Outre les Reporis of Ihe Commissioner of Agriculture 1S85- 1886. qui se trouvent difficilement en Fr:iui'0, on pourra ron?nlter pour les travaux île M. Salmon à ce sujet un article écrit par lui-même dans the journal of Comparative Ali'derine and Surf/ery. \\t\\ iSS8 (Analysé par E. Leclaiuclie in Itecxieil de médecine vétérinaire, octobre 1888) et rexcellonte revue critique de Duclaux in Annales Pasteur, juillet 1888, revue à laquelle nous avons fait plus d'un emprunt pour cet article. MM. ('(irnil et Chantemesse viennenl de publier récennnent dans le Journal de l'Anatomie une bonne éludr de cette maladie.
CHOLÉRA DU PORC
I. Choléra du poro spontané
Le porc est le seul animal qui, dans l'état actuel de nos connaissances, prenne siiontanément la maladie, et il est liors de doute que l'infection se fait par la voie digeslive, l'animal sain absorbant avec ses aliments les produits virulents rejetés par les animaux malades avec leurs excréments.
Les lésions trouvées à l'autopsie diffèrent suivant que l'animal a succombé à la forme chronique atténuée, ou à la forme aiguë virulente de la maladie.
a) Dans le premier cas on ne liouve guère que des ulcérations de la muqueuse du gros intestin.
b) Dans le second cas les lésions, beaucoup plus marquées, sont, d'une façon sommaire, les suivantes :
Suffusions hémorrhagiques de la séreuse du gros intestin, de la sui'face de la rate, de la surface du rein et des oreillettes.
L'intestin est le siège principal de l'afTeclion, et les lésions se bornent dans la règle au gros intestin ne dépassant pas la valvule iléo-cœcale : elles consistent en une injection, une congestion générales et une nécrose delà muqueuse qui détermine de larges ulcérations.
La rate est noire, tuméfiée. Les ganglions lymphatiques sont hypérémiés.
Les poumons sont ordinairement intacts, très rarement hépatisés.
L'intestin et son contenu, les ganglions, la raie, le foie, le sang sont les principaux produits virulents du cadavre.
II. Choléra du poro expérimental
Le choléra du j)orc peut èlre conféré oxpéri-
tG'
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mentalement aux animaux, soit par les voies digestives, soit par inoculation sous-cutanée.
On infecte les animaux par le tube digestif en mêlant à leurs aliments les produits virulents du cadavre, ou des cultures pures du bacille.
L'inoculation sous-cutanée se fait avec le sang, la pulpe splénique ou ganglionnaire diluée et broyée des animaux infectés, ou avec le produit d'une culture pure.
Les animaux susceptibles de prendre le choléra du porc expérimentalement sont : le jjoi'c, la sou/'is, le lapin, le cobaye et, à un moindre degré, le pigeon.
La poule, le mouton, le veau sont réfractaires.
Le porc n'est pas très sensible à l'inoculation souscutanée : il résiste facilement à de très hautes doses de culture virulente ; l'inoculation des produits cadavériques virulents réussit mieux.
Vinfeclion pur la voie digestive est la véritable manière de conférer au i^orc le Hog-choléra, et les cultures sont, ici encore, moins actives que les viscères d'animaux morts de l'aireclion : 90 p. 100 des animaux infectés par ce mode expérimental succombent, au dire de Salmon, avec des symptômes et des lésions typiques.
A l'autopsie les lésions se présentent sous deux formes principales :
a) Tantôt les lésions sont presque limitées au canal intestinal, et portent sur le côlon, l'estomac, quclquefoisTiléon, très rarement le jéjunum ; elles consistent en une nécrose plus ou moins complète de la muqueuse;
6) Dans l'autre forme, qui amène la mort en six à quinze jours, on trouve les lésion? hémorrhagiques que nous avons décrites à propos de la maladie spontanée ; le foie, les reins, la rate, les ganglions lymphatiques sont tuméliés, noirs; le
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poumon est atteint aussi. La muqueuse intestinale et celle de l'estomac sont congestionnées ; on trouve sous la muqueuse des suffusions sanguines.
Les souris succombent à l'inoculation sous-cutanée et à l'infection par la voie digestive ; on trouve constamment l'hypertrophie de la rate et de nombreux foyers de nécrose de coagulation dans le foie; au point inoculé existe une légère lésion locale.
Les lapins inoculés sous la peau de la cuisse succombent en trois à huit jours, suivant la dose inoculée, avec une violente congestion pulmonaire, l'hypertrophie de la rate, et de nombreux et remarquables foyers de nécrose de coagulation (taches blanchâtres) à la surface du foie et de la rate; au point inoculé il existe une masse blanchâtre, crémeuse, produit d'une nécrose de coagulation.
Les cobayes inoculés sous la peau meurent en un délai qui varie de trois à huit jours suivant la dose; la lésion locale, les lésions viscérales sont les mêmes que chez les lapins.
Le pigeon résiste à toutes les tentatives d'inoculation par les voies digestives : inoculé dans le muscle pectoral avec une forte dose, qui m doit pas être inft'rieure à quinze gouttes de culture, il succombe en vingt-quatre à quarante-huitheures ; la lésion locale est dans ces cas à peine marquée. Il en est tout autrement si l'animal inoculé avec une dose plus faible survit plus longtemps, ou si on le sacrifie après quelques jours, avant qu'il ait pu se rétablir. Dans ce cas la lésion du muscle pectoral est des plus intéressantes; elle rappelle, en l'accentuant, celle qu'on trouve dans le choléra des poules : la majeure partie du pectoral inoculé est blanchâtre, exsangue, les fibres eu sont friables et s'écrasent facilement sous la pince. Le tissu
282 MALADIES MICROBIENNES
musculaire entourant la partie ainsi nécrosée est gorgé de sang.
Ajoutons que clicz le lapin, le cobaye, et le pigeon, Yinoculaiion intra-pérUonéale, à dose suflisante, réussit parfaitement et tue ces animaux.
III. Le Bacille du choléra du porc. Sa recherche dans les liquides et tissus organiques.
Sur le porc qui vient de succomber à la maladie de forme aiguë, sur celui qui succombe à l'infection par les voies digcstives avec lésions héraorrhagiques généralisées, le bacille se trouve à peu près partout, mais surtout dans la rate, où il est plus abondant que partout ailleurs; le sang en contient assez peu comparativement à la rate.
Sur les porcs qui succombent à l'infection par les voies digestives, mais sur lesquels la lésion est bornée au canal intestinal, le bacille est si rare au contraire dans la rate et les autres organes que la culture seul peut l'y déceler.
C'est encore la rate qui est le siège de prédilection du bacille dans le choléra du porc expérimental de la souris, du lapin, du cobaye, du pigeon ; mais on le trouvera aussi en assez grande quantité dans le foie, les ganglions, le sang, etc.
L'étude du bacille du Hog-choléra peut se faire sans coloration et avec coloration : l'examen avec coloration est préférable pour les pulpes et les li- ([uides organiques.
Le microbe prend bien les couleurs d'aniline, mais ne se colore pas par les méthodes de Gram et de Weigert; nous conseillons surtout la solution hydro-alcoolique faible de violet de gentiane, qui donne d'excellents résultats.
Le bacille du choléra du porc apparaît dans les préparations colorées sous forme d'un petit orga-
CUOLÉUÂ DU PORC.
iiisine ovale, un peu plus long que large, « de 1, 2 à 1,0 (jL de long sur 0,6 [t. de large, ditSalmon ». Cet auteur a écrit encore que le centre du bacille était plus pâle que les contours. C'est exact, mais il faut, pour obtenir cette apparence, une solution colorante faible et un lavage complet de la lamelle : l'aspect signalé par Salmon apparaît nettement surtout avec le bien de méthylène.
Les coupes de tissu seront colorées suivant la méthode de Lofllcr, les méthodes de double coloration échouant, comme nous l'avons dit.
IV. Cultures du Bacille du choléra du porc
Le bacille de Salmon est aérobie et aussi parfaitement anaérobie : nos essais de culture dans le vide (dans le bouillon) ont été peu nombreux, mais probants : le bacille de Salmon, ainsi cultivé, a bien poussé en vingt-quatre heures à l'étuve, a tué le cobaye et, transplanté sur la gélatine en strie, y a présenté ses caractères typiques. Il pousse bien dans les bouillons, sur la gélatine, la gélose et la pomme de terre. La semence sera prise dans le sang ou la rate «) Culture dans les rouillons. — Les bouillons neutres, peptonisés ou non, conviennent bien au bacille du llog-choléra; le bouillon légèrement acide même n'arrête pas son dévnlo|ipement. En vingtquatre ou trente-six heures le bouillon ensemencé, mis à l'étuve à 37''-39°, se trouble sans apparence spéciale.
6) CuLTUFiK i)K LA (iKLATLNE. — La culturc sur gélatine se fera soit en slrie, soit yiar pii/ure.
« Ensemencé en strie, le i)acillc de Salmon donne des colonies d'aspect pàle, à bords nettement définis, mais irréguliers, avec une légère saillie vers le centre. » Tantôt les colonies restent espacées
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lorsque la semence était peu riche en microbes, tantôt elles se réunissent sur toute la longueur de la strie d'ensemencement.
La culture sur la gélatine en strie présente trois caractères assez nets, que nous avons toujours retrouvés et qui nous semblent dignes d'être mentionnés. Ce sont : la temte bleue de la colonie examinée par transparence à ses débuts; le trouble de la gélatine, qui semble comme nuageuse dans toute la profondeur du milieu recouvert par la couche de culture : cet aspect ne se rencontre que lorsque la culture date de quelques jours; enfin ïépaississf'mcnt de la strie de culture, qui devient saillante, blanche et crémeuse dans les cultures anciennes.
Parfois encore les bords de la culture sont dentelés; cette apparence ne se rencontre pas toujours.
Jamais le bacille du choléra du porc ne liquéfie la gélatine sur laquelle il se développe.
Ensemencé par^ng^wr le microbe du choléra du porc se développe, le long du trajet de l'aiguille, sous forme de colonies blanches, irrégulières, arrondies, hérissées d'aspérités, d'aspect cristallin; à la surface de la gélatine, il se forme une couche épaisse, blanche, crémeuse, qui gagne rapidement les bords du tube, et qui souvent dessine à la périphérie une sorte de fin réseau en forme de dentelle.
Enfin dans les vieilles cultures sur gélatine on voit souvent se former au voisinage de la culture des cristallisations élégantes de chlorure de sodium (Nocard).
c) Culture suk l\ gélose. — Sur la gélose ensemencée en strie et mise à l'étuve, se développe rapidement une couche blanchâtre.
d) La POMME DE TERRE donuc une culture très intéressante et assez typique du bacille du Hog-choléra.
ROUGET DU PORC
Sur tout le trajet de la strie d'ensemencement il se forme une culture brun clair d'abord, prenant une teinte brun foncé lorsqu'elle vieillit, teinte qui rappelle de loin celle de la culture de la morve ; les bords de la culture sont nels et saillants.
L'cxami'ii microscopique des cultures est des plus faciles, et doit se faire sans coloration et avec coloration. L'examen à l'état frais permettra de constater un caractère fort important : la mobilité du bacille.
L'examen avec coloration ne présente rien de particulier.
Les cultures du microbe du liog-choléra conservent très lonfitemps leur végétabilité et leur virub'uce (plus d'un an).
Résumé.
En résumé, le bacille du clioléra du porc est aérobie et anaérobie ; il est mobile ; il pousse dans tous les milieux de culture en prenant sur la gélatine, quil ne liquéfie pas, et sur la pomme de terre, des apparences assez spéciales. Il se colore bien par lesdifTérentes couleurs d'aniline, mais ne prend pas le Gram ni le Weigert.
ROUGET DU PORC
C'est aux recherches de Pasteur et Thuillier qu'on doit la découverte du bacille du rouget.
I. Houget spontané
Le rouget est une maladie spéciale au porc ; elle n'atteint et ne tue que cet animal dans les condi-
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tiona naturelles. Le porcelet présente une grande résistance à la maladie qui tue surtout les porcs adultes et les vieux porcs.
C'est par les voies digcstives que le porc s'inocule le rouget en absorbant aA'ec ses aliments les matières diarrhéiques virulentes rejetées par les porcs malades.
Les lésions trouvées à l'autopsie portent sur : a) La peau, qui est parsemée de taches rougesombre, violacées, noirâtres, siégeant principalement au pourtour des oreilles, sur le ventre, à la face intei'ne des membres, et à larégion vulvo-anale ;
6) Les organex lymphoïdes : ganglions inguinaux, pelviens, sous-lombaires, mésentériques, bronchiques, etc., qui sont rouges, congestionnés;
c) La rate, qui est volumineuse et assez dif- Uuente ;
d) Le foie, qui est augmenté de volume;
e) Le sang, qui est noir, aspliyxique.
Les produits virulents du cadavre sont : au premier rang la rate, les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse; le foie est virulent, mais à un moindre degré; il en est de même du sang, dont la virulence, comparée àcelle de la rate, des ganglions, de la moelle, est assez faible.
II. Rouget expérimental
Les animaux qui prennent expérimentalement le rouget sont : leporc, le hipii}, la souris et le pigeon.
Le cobaye est absolument réfvactairc.
Le porc n'est pas un bon réactif expérimental du rouget : l'inoculation sous-cutanée, même avec les produits les plus virulents, peut échouer; l'infection par le tube digestif (ingestion des viscères d'un porc ayant succombé au rouget) est plus certaine, mais non absolument sûre.
ROUGET DU PORC
Le pigeon, la souris, le lapin sont beaucoup plus sensibles que le porc à Vinociilalion du rouget.
La matière d'inoculation sera puisée dans la rate, les ganglions, la moelle osseuse d'un animal mort du rouget. L'inoculation sera pratiquée à la seringue de Pravaz dans le tissu cellulaire souscutané du lapin et de la souris, dans le muscle pectoral du pigeon : l'inoculation intra-péritonéale réussit fort bien aussi sur ce dernier animal.
Le virus du rouget passant en séries sur le lapin augmente de virulence pour cette espèce animale, uuiis s'affaiblit pour le porc : un virus de huitième ou neuvième passage du lapin n'est plus capable de tuer le porc, et ne lui confère qu'une immunité peu solide.
Le virus du rouget passant en séries sur le pigeon augmente de virulence d'une façon absolue : un vii'us de troisième ou quatrième passage tue sûrement le ])orc.
Le lapin succombe à l'inoculation du rouget en trois à cinq jours ; le pigeon en quatre à sept jours; la souris en trois à quatre jours.
Les lésions sont viscérales et portent surtout sur la rate qui est hypertrophiée (et souvent d'une façon considérable chez le pigeon), le foie qui est congestionné, les ganglions.
III. Le bacille du Rouget
En examinant sans coloration le sang des porcs succombant au rouget, Thuillier découvrit, iiu milieu des gloijulcs sanguins, un ])eLit organisme ([u'ildécrivit comme un microbe en huit de chiffre.
Certains auteurs allemands ont inféré de cette description ([ue Thuillier n'avait pas vu le bacille du rouget qui a la forme d'un très fin bâtonnet, et non la forme en iiuit de chiffre. L'observation de
Thuillier élait cependant rigoureusement exacte, mais ses examens étaient faits sans coloration et avec des instruments beaucoup moins perfectionnés que ceux que nous possédons aujourd'hui, c'est-àdire dans des conditions de difticulté telles qu'il
Fig. 52. — Rouget du porc.
A, Sang de pigeon. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Culture dans le bouillon (dan.s le vide). Même grossissement.
faut s'étonner, non pas qu'il n'ait pas saisi la forme réelle du bacille, mais bien qu'il ait pu en faire la découverte.
Toutes les recherches du bacille du rouget doivent être faites aujourd'hui sur des préparations colorées.
La technique des colorations est simple : le bacille du rouget prend parfaitement les teintures
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hydro-alcooliques de violet de gentiane, de fuchsine, de bleu de méthylène, et le bleu de Lôffler ; ce qui lui convient le mieux, c'est la solution hydroalcoolique légère de rouge diamant. Il se colore par-
Fig. 53. — Choiera du porc.
A, Pulpe de rate. Lapin. Leitz., oc. 3, obj, 1/12.
B, Culture. Même gros.sissemeiit.
faitement par les procédés de Gram et de Weigert.
On devra le rechercher dans le sang, la rate, les ganglions, la moelle osseuse, le foie.
Sang. — Le sang contient peu de bacilles du rouget; les préparations n'en renferment qu'un petit nombre épars, ou parfois rassemblés en petits amas; il nous est arrivé plus d'une fois de trouver ces amas dans les globules blancs. Les préparations de sang seront faites en simple nu double coloration.
La rate, les r,ANr.Lio.NS, la .moklle ossei'se sont
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les organo.s d'élection du bacille; la rate eu lenfei'me des quaulilés considérables. On la préparera sur lamelles et en coupes avec la coloraliou simple ou doul)le.
Le Fini; donne aussi de bons résultats; sur les coupes le bacille se montre en petits amas.
Dans tous ces organes le bacille du rouget apparaît comme un fin bâtonnet de dimensions analogues à celles du bacille de la tuberculose, qui réclame, pour être bien vu, les forts grossissements de l'iinmersion homogène (800 à 1 000 diamètres) et l'éclairage Abbe.
IV. Culture du bacille du rouget
Le bacille du rouget est aérobie, mais il se plait mieux encore à l'abri de l'air : il est plus unaérubic qu aérobie.
Il pousse à la température ordinaire du laboratoire et à celle de l'étuve.
La aemence à choisir est le sang, la pulpe de rate, la pulpe ganglionnaire ou la moelle osseuse.
Coltuhe d..\ns le bouilloî. — Elle se fait soit en. présence de l'air, soit à l'abri de l'air. Le bouillon additionné de 1 ]). 100 de gélatine et de 1 à 2 p. 100 de peptone convient surtout pour cette culture. Après 48 heures de séjour à l'étuve à la température de 35 à 39", le bouillon, soit dans le matras, soit dans le tube à vide, est troublé; le développement de la culture n'a du reste rien de caractéristique.
Culture dais s l.\ gél.\tine. — Le rouget du porc donne dans la gélatine ensemencée \ia.v jnqilrc une belle culture, absuluine)il caradérisliqite. C'est dans les couches profondes, ;)e« acrécs, que la culture se développe surtout. Au bout do quelques jours, la culture se montre sous forme de petites houpelles raj'onnant autour du trajet de l'aiguillo qui
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a fait rensemenccment en piqûre : l'ensemble u rappelle assez bien la fornae d'une petite brosse à bouteilles ». Cet aspect n'est bien net que dans les premiers temps ; après 20 à 25 jours il s'efface, et la culture perdant sa netteté semble diffuser dans l'ensemble de la gélatine.
La septicémie des souris cultivée en piqûre sur la gélatine donne une culture assez semblable à celle du rouget, mais toutefois plus floue.
Le bacille du rouget du porc ne cultive pas sur la pomme i.Ie terre en présence de l'air ; à l'abri de l'air, la culture est peu abondante, pénible et semble creuser les couches superficielles de la pomme de terre.
Le microbe cultive a le même aspect à pou près que dans l'organisme ; cependant il prend dans les milieux artificiels une forme allongée que jamais il n'a sur l'animal.
Les cultures faites dans le vide, ou en présence d'un gaz inerte, conservent mieux leur virulence que les cultures faites à l'air. Les cultures dans la gélatine se conservent longtemps. Nous avons pu, avec M. Nocard, nous assurer qu'une culture sur gélatine datant de huit mois avait encore la faculté de repulUiler après transplantation, et pouvait tuer le pigeon. Une culture de neuf mois au contraire a pu être transplantée, mais n'a donné qu'une culture défectueuse et semblait avoir perdu sa virulence : éprouvée su rie pigeon, elle ne donna pas la mort, mais l'animal succomba quelque tem[)s après à riuoi iilalion d'une (uilture virulente.
Résumé des caractères du bacille du rouget du porc
Aérobie et anaérobie ;i, la fois, niais se plaisant mieux à l'abri de l'air, le bacille du rouget est un organisuK! très (in qui prend facilement les couleurs
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d'aniline, et se coloie par les méthodes de Gram et Weigert. Il pousse dans le bouillon, la gélatine, et donne dans les tuhcs de gélatine ensemencée par piqûre une culture tout à fait caractéristique.
DU DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE Du rouget du porc, du choléra du porc, et de la peste porcine (i) .
A l'heure aciuelle il semble qu'au moins trois aff'eciions épizootiques du porc ont été confondues longtemps sous la dénomination de Rouget, érysipèle, mal rouge du porc, etc. Une « grande ressemblance des signes objectifs de ces maladies, et notamment la coloration rûuge intense que revêt la peau des malades à l'approche de la mort », le défaut d'autres méthodes diagnostiques que l'examen macroscopique des lésions, autorisaient cette confusion.
L'étude microbiologique et les inoculations expérimentales permettent de poser un diagnostic plus certain.
Le rouget Pasteur-Thuillier
Pasteur et Thuillier eu ont, les premiers, nettement distingué les caractères, qui sont des plus typiques.
La bactérie du rouget est immobile, d'une extrême finesse; elle se colore bien par les métliodes de Gram et Weigert, pousse sur la gélatine en piqûre avec des caractères tout particuliers, ne pousse
(I) Swinc-PIanii.'' di'!' Américains, Schtvciitcseuc/ic do* Alleinanils.
II. Le choléra du porc
Décrite par Salmon sous le nom de Ilog-Choléra, cette maladie a été retrouvée et décrite chez nous par MM. Cornil et Chantemcsse à Gentilly et à Marseille, par MM. Rietsch (1) et Jobert à Marseille; c'est le awine fever des Anglais, la p;(eî««o-eH<e)'t7ts infections de Klein; c'est encore la diphtérie du porc, épidémique depuis quelques années en Suède et dans le Danemark.
Le microbe de cette maladie est un bacille mobile, aérobic, anaérobie, qui ne se colore pas par les méthodes de Gram et Weigert; il pousse sur la gélatine et la pomme de terre avec les caractèi'es propres que nous avons indiqués ci-dessus.
Inoculé aux animaux d'expériences, il tue la souris, le lapin, le cobaxje, et, mais seulement à forte dose, le pigeon. La poule est rél'ractaire.
(l) M. Hietscli nie l'iilculité du Ijiicille ((u'il :i décrit avec celui de Salmon (v. Ihe Journal of coiiijiar. Med. and Sur//., avril 1888). M. Salmon pense avec raison que ces deux organismes sont les mêmes. .Nous avons eu, dans le cours de cette année, l'occasion, au laboratoire de M. Nocard, de suivre toutes les expériences faites par lui .1VCC les cultures qu'il tenait do M. Salmon, de M. liang de l'.openhague, et celles qu'il avait obtenues d'un pore mort de pneumo-entérile dans la Ijanlieue de l'aris.
D'autre part, dans un récent voyage à Marseille, M. Nocanl a pu autopsier des porcs morts de la maladie épizootique décrite par liietscli ; des inoculations, des cultures ont clé faites daus son lalioratoire d'Alfort : l'identité entre le bacille de Salmon et le liacille qui c.iusa l'épizootie de Marseille nous parait absolue. Ajoutons que MM. Cornil et Oliaulemesso reconnaissent que le microbe qu'ils ont étuilié dans la même épidémie que .M. Uieslcli et avant lui eft identique à celui de M. Salmon (Lettre de M. Cornil à M. Salmon in l/u: Journal «f. r<,\aiuir . Mml and Siinj., avril 1 888).
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m. La peste porcine (swine plague des Américains^ Schweine Seuche de Lôlfler et Schùtz).
Nous n'avons pas jusqu'ici eu l'occasion d'étudier le microbe de cette affection. Voici ses caractères d'après les auteurs : bacille court, ovale, immobile, qui se colore d'une façon spéciale, les deux extrémités prenant la couleur, le centre restant incolore.
Ce bacille tue la courts, le lapin, le pigeon, respectant davantage le cobaye. Inoculé à large dose, il tue la poule.
Enfin l'infection parla voie digestive, qui réussit si bien chez le porc avec le Hog-Choléra, échoue absolument quand il s'agit de la peste porcine.
FARCIN DU BŒUF
Les anciens auteurs Hurtrel d'Arboval, Gellé, Cruzel, ont décrit « sous le nom de furcin du bœuf une maladie chronique caractérisée par l'inflammation suppurative des vaisseaux et des ganglions lymphatiques superficiels, entraînant rarement la mort, mais se traduisant à la longue par l'amaigrissement et des symptômes de plitisie tuberculeuse » (Nocardj.
Cette maladie, assez rare en France à l'heure actuelle, existe à la Guadeloupe, où elle est fréquente et ordinairement morlelle à plus ou moins longue échéance (Couzin).
FARCIN DU BŒUF
Sur quelques pièces anatomiques (pus et fragments de tissus malades) que M. Couziu lui adi-essa de la Guadeloupe, M. Nocard a, dans ces derniers temps, t'ait une étude microbiologique de cette curieuse affection : les résultats en ont été publiés par lui dans le Recueil de médecine vctérinaire du lo février 1888 et dans les Annale>^ Pasteur (juin 1888) : c'est à ces deux sources que nous emprunterons presque textuellement le court exposé suivant.
I. Farcin du bœuf spontané
La maladie n'atteint que les bovidés. Ala Guadeloupe elle se caractérise par les lésions suivantes :
Adénites et lymphangites superficielles portant surtout sur les ganglions brachiaux préscapulaires, prépectoraux ; le ganglion atteint se tuméUe, s'abcède ; il contient un pus crémeux, parfois caséeux et grumeleux.
Lésions viscérales du poumon, du foie, de la rate, des ganglions profonds. Ces organes sont farcis de pseudo-tubercules à partie centrale casécuse ou purulente.
Le pus des ganglions supcrliciels et profonds, le pus collecté dans les viscères sont le siège du virus.
II. Farcin du bœuf expérimental
Le farcin du bœuf peut être inoculé au cobaye, au bœuf\a.um()uto)i. Le véritable rractif expérimental est le cobaye.
Les animaux réfractaires sont : le lapin, le chien, le cheval et Vdne.
Les inoculations se feront avec le pus pris sur l'animal malade, ou avec le liquide de culture.
11 y a plusieurs modes d'inoculation expérimentale du farcin, et ces divers modes donnent des résultats différents.
a) Inoculation hypodermique. — Chez le cobaye, au point d'iuoculalion, il se forme un abcès volumineux; en quelques jours les vaisseaux et les ganglions lymphatiques de la région s'indurent et deviennent le siège d'un énorme plilegmon, dont l'ulcération verse au deliors plusieurs centimètres cubes de pus ; à ce moment l'animal, très amaigri, semble devoir bientôt succomber; mais au contraire il revient peu à peu à son état normal, il engraisse et ne conserve plus de la lésion si grave qu'il avait présentée qu'une induration des lymphatiques et des ganglions atteints.
Chez le mouton et la vache l'inoculation donne un abcès peu volumineux qui s'ulcère de temps à autre, s'indure et semble disparaître, mais plusieurs semaines, plusieurs mois après, un nouvel abcès se montre au voisinage. Une longue observation, qui n'a pu encore élre faite, montrerait seule l'avenir de l'afTection inoculée.
Chez les animaux réfraclaires (lapin, cliieii, cheval, àne), un abcès se forme, peu volumineux, au point inoculé, s'ouvre, se vide et se cicatrice promptement.
h) Inoculation intra-périlonéale. — Ce mode d'inoculation provoque constamment chez le cobaye, dans un délai variable de neuf à vingtjours, des lésions qui simulent à s'y méprendre celles de la tuberculose railiaire. A l'ouverture des cobayes inoculés par le péritoine, la séreuse se montre littéralement farcie de nodules tuberculiformes ; ces nodules SQut surtout confluents dansl'épiploon, qui est transformé en une sorte de boudin volumineux, mamelonné : la pression en fait sourdre quelques gouttelettes de matière puriforme, épaisse, diflicile à dissocier.
Les viscères de la cavité abdominale (foie, rate, reins, intestins) paraissent également farcis de pseudo-tubercules ; mais un examen attentif permet
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de s'assurer que leur enveloppe péritonéale cstseule atteinte; leur parenchyme est tout à fait intact.
Los organes de la cavité Ihoracique ne sont jamais envahis.
c) Injection intraveineuse. — Les injections intraveineuses donnent chez le cobaye et chez le mouton des lésions simulant encore mieux la tuberculose
[■'ii^. ii't. — l'arcin ilii lin-iif. l'oumon do mouton. Vorick, oc. ^,olij.2.
miliaire généralisée; à l'autopsie du sujet d'expériences on trouve tous les viscères, mais surtout le poumon, le foie et la raie, infiltrés d'un nombre considérable de petits nodules tnbcrculiformes.
Chez la vache l'injection intraveineuse provoque des lésions uniilngnes, également généralisées à loiis les parenchymes; mais les animaux résistent si longtemps ([u'ils imt dé être sacrifiés, et qu'il n'rst pas enc'orc iiossibb; de savoir si ces lésions anraiiMit nal urellement provoqué la mort.
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III. Le bacille du farcin du bœuf. Sa recherche dans l'organisme.
Une seule môLhode convient bien pour la rechcrclie du bacille du farcin de bœuf, qu'il s'agisse de produits pathologiques examinés sur lamelles, de coupes de tissu, de produits de culture : c'est la méthode de Weigcrt.
Dans le pus examiné par cette méthode, au milieu des globules colorés en rose par l'éosine ou le carmin, apparaît en quantité considérable un microbe spécial différent de tous ceux décrits jusqu'ici. C'est un fin et long bacille, se présentant sous forme de petits amas enchevêtrés d'une façon inextricable, la partie centrale figurant un noyau opaque, d'où rayonnent à la partie périphérique une myriade de fins prolongements, dont la plupart semblent ramifiés; on dirait une tête de chou-Ueur, un fagot épineux ou encore une semence de bardane. Sous le rapport des dimensions, ce bacille peut être comparé à celui du rouget de porc.
Les nodules tuberculi formes dos viscères présentent dans leur partie centrale une grande quantité de ces mêmes amas bacillaires en forme de broussailles.
IV. Culture du bacille du farcin du bœuf
La culture de ce microbe se fait aisément dans tous les milieux liquides ou solides, maintenus au contact de l'air, à une température variant entre 30 et 40°. Les tubes de gélatine-peptone ensemencés ne donnent pas trace de culture à la température de la chambre ; si on les met à l'éluve, la semence y pullule en quelques jours.
Le pus recueilli purement au centre d'un abcès ou d'un pseudo-lubcrcule convient à merveille
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pour renscnionccmcnt; il ne renferme pas d'autre microbe que le bacille décrit plus haut.
Sur la gélose, le microbe se développe en petil,s amas irrégulièromenL arrondis, saillants, opaques, plus épais sur les bords, d'une teinte blanc jaunâtre, à surface mamelonnée, terne et comme poussiéreuse; à la longue, ces plaques, d'aspect lichénoide, se réunissent et se confondent, en donnant à l'ensemble de la culture l'apparence d'une membrane épaisse et grossièrement plissée.
Sur la fomme de terre, la culture se fait rapidement sous forme de plaques écaillcuses, très saillantes, très sèches, de couleur jaune pâle, dont les bords comme taillés à pic semblent se soulever au-dessus du niveau du substratum.
Sur le sérum gélatinisé la culture est moins rapide; mais elle a le même aspect que sur la gélose, à cela près qu'elle est plus humide.
Dans les différents houiUons, c'est encore sous forme d'amas irréguliers que se multiplie le bacille, amas blanchâtres, dont la plupart tombent au fond du ballon, dont quelques-uns restent flottants à la surface, où ils s'étalent en une sorte de pellicule arrondie, lenticulaire, de couleur gris sale, avec un reflet verdàtre, d'aspect poussiéreux, qui ne se laisse pas mouiller par le liquide. C'est surtout dans les bouillons additionnés de glycérine et de peptone que la culture revêt cet aspect ; on dirait alors des feuilles de néunphar s'élalaut à la surface d'un étang, ou mieux encore du bouillon gras dont les yeux se seraient figés par le ref roidissemcnt.
La culture réussit encore, moins abondante et moins rapide, dans les milieux dont la réaction est légèrement acide; elle ne parait pas modifier la réaction des bouillons neutres ou alcalins, alors môme qu'on y a ajouté du sucre.
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Ensemencé dans du lait, le microbe s'y développe avec les mêmes caractères sans en provoquer la coagulation, sans en modifier la réaction.
L'organisme est exclusivement aérobie ; toutes les tentatives de culture dans le vide ou en présence de l'acide carbonique ont échoué.
Quel que soit le milieu de culture, l'examen microscopique montre que le microbe s'y est reproduit en affectant la même disposition qu'il présente dans les tissus vivants ; ce sont toujours les mêmes amas filamenteux, enchevêtrés d'une façon inextricable, dont la nature bacillaire n'est appréciable que sur les bords, où les irradiations ont encore l'aspect ranieux signalé plus haut.
Les colonies anciennes paraissent riches en spores, celles surtout qui se sont développées à la surface des liquides glycérinés; les spores, extrêmement petites, résistent à l'imprégnation par les matières colorantes : elles apparaissent sous forme de lacunes ovoïdes incolores, à l'extrémité des segments bacillaires.
Les cultures conservent longtemps leur virulence et leur végétabilité ; après quatre mois de séjour à l'étuve à 40°, elles poussent avec la même vigueur dans les différents milieux, et les cobayes qu'elles servent à inoculer meurent aussi rapidement qu'au début.
MAMMITE DES VACHES LAITIÈRES
iiailvc à la Société centrale de médecine vétérinaire une mammit^ chronique s'observant assez fréquemment c'iu^z les vaches en lactation, et qui, « par la profonde altération du lait qu'elle entraîne, et surtout par la faculté qu'elle possède de se transmettre des vaches malades aux vaches saines, devient une véritable calamité pour les établissements où l'on entretient un grand nombre de femelles pour la production industrielle du lait destiné à la consommation. »
En 1887 MM. Nocard et Mollereau donnaient dans les Annales de Pasteur (n" 3, mars 1887) une description complète de l'affection et de son microbe pathogène. Nous empruntons presque textuellement la substance de notre article au mémoire de ces auteurs.
II. Contagion de la mammite de Nocard et Mollereau. — - Lésions de la mamelle. — Altérations du lait.
Ainsi que l'indique son nom, cette mammite s'observe chez les vaches en lactation ; elle est très contagieuse; une vache malade, introduite dans une étable jusque-là indemne, contamine bientôt un grand nombre d'autres vaches.
La contagion se fait par contact médiat, et l'agent virulcMit est le lait, qui contient toujours une grande quantité de microbes pathogènes.
« C'est la main de la personne chargée de la traite qui transporte les germes du contage du trayon malade au trayon sain. Non seulement le trayeur néglige de se laver les mains lorsqu'il passe d'une vache à la suivante, mais encore c'est l'habitude générale dans toutes les vacheries de malaxer le trayon, avant de commencer la traite, en l'imprégnant à diverses reprises du lait qu'on vient do recueillir; il est facile de comiucndre que, si ce lait renferme les microbes de la mammite, la
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petite couche ({ui, après la traite, reste adiiérenlc au tégument peut devenir le point de départ de l'infection de la mamelle. »
La inaramite contagieuse des vaches laitières présente deux symptômes cardinaux :
1» La lésion de la mamelle ;
2° V altération du lait.
{° De la lésion de la mamelle nous ne dirons qu'un mot : c'est une induration, un noyau induri' qui, paraissant d'abord à la partie inférieure de l'un des quartiers, au-dessus de la base du trayon, s'étend lentement, mais d'une façon continue, et finit par envahir plusieurs quartiers.
2" L'altération du lait est des plus importantes. Pour la bien étudier, il convient de recueillir jnirement le lait des glandes malades dans des tubes à essai stériles, suivant le procédé deDuclaux que nous avons indiqué déjà ailleurs (V. chap. ui).
" Les tubes ainsi recueillis sont maintenus debout pendant vingt-quatre heures à la température de la chambre. Après ce temps, il s'est déposé dans la moitié ou le tiers de la hauteur de la colonne liquide une substance opaque, de couleur blanc sale, homogène ou grumeleuse suivant que la maladie est récente ou plus ancienne ; au-dessus, le liquide s'est éclairci, prenant l'aspect d'un sérum opalescent, d'une teinte blanc jaunâtre, ou jaune sale, ou légèrement rougeàlre, suivant l'âge de la lésion. Enfin, à la surface, s'est amassée la matière grasse plus ou moins diminuée de quantité. La réaction du lait, même au moment de la traite, est ordinairement acide, et l'acidité augmente de jour en jour, très rapidement, si le lait recueilli est conservé à l'étuve. Plus le lait parait modifié dans ses caractères physiques, plus l'acidité est prononcée. >i
« Lorsque la lésion est roccnle, il est possible
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i[ue lu luit prusL'Ulo au moment do l;i traite tous les caractères du lait normal ; mais il tourne, c'ost-à-dire se coagule et devient acide, avec une grande rapidité et, si l'on commet l'imprudence de le mélanger au lait fourni par les vaches saines, la masse tout entière s'allère au point de ne pouvoir être utilisée. »
m. Le microbe de la mammite de Nocai'd et MoUereau. — Caractères dans le lait, dans les tissus malades. — Coloration.
Si l'on port(ï sous le microscope et qu'on examine sans coloration une goutte du lait altéré recueilli purement, on constate qu'il renferme un nombre considérable de leucocytes, parfois agglutinés pai' un réseau très serré de filaments muqueux et librineux; en prolongeant l'examen, on peut distinguer, au centre de ces masses cellulaires, un enchevêtrement de véritables chapelets ou de chaînettes extrêmement fines, dont chaque grain arrondi ou ovoïde mesure à peine un [j. de diamètre.
« L'enqiloi des couleurs dérivées de l'aniline rend plus nette la constatation de cet élément anormal.
« Le lait étalé en couche sur une lamelle séchée à l'air libre, ]niis fixé par l'action rapide de la flamme, de la lampe à alcool, la lamelle est déposée à la surface d'une solution aqueuse de bleu (le méthylène, de violet de gentiane ou de fuclisiiii; (rabine ou rougi; diamant); puis, après un temps variable, elle est lavée à l'eau distillée, séchée à une douce température, éclaircie à l'essence de girofle, puis au xylol, montée nuliii dans le baume ou larésine d'Animar.
» Ivvaminée à un grossissement d'au moins trois cents diamèli'os, la préparation nionl le un nombre considérable de cliapelels ou de ciiainettes (.s/rr/*-
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lococcus), parfois extrêmement longues, enchevêtrées en tous sens, et formant un réseau dont les mailles enferment un grand nombre de leucocytes, réunis d'autre part par des lilaments plus ou moins abontlants de matière muqueuse ou fdjrineuse. « En règle générale, les cliainettes sont d'autant
l'ig. .'i.'i. — .Manimile dos vaciu-s laitière*.
A, Cullmc. I.eilz. oc :i. oljj. l/li.
B, Lait. Mrme ^i^i'ussisseniont.
plus longues, et les grains qui les composent paraissent fixer la matière colorante avec d'autant plus fie rapidité et d'énergie, que la lésion de la mamelle est plus récente. Quand la lésion est déjà ancienne, les cliainetles sont moins longues, ré-
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duitcs il un assemblage de six, huit ou dix grains, et on ne trouve plus trace de matière niuco-fihrineusc, on sorte que les éléments anatomiques sinublciit libres dans le sérum, et se répartissent plus uniformément sur la lamelle.
« La méthode d'Ehrlich échoue absolument. La méthode de Gram donne également des résultats peu satisfaisants; pour peu que l'action de l'alcool soit prolonge, le microbe se décolore pour prendre rapidement la couleur complémentaire. »
L'examen des coupes des tissus malades se fera parles procédés de Malasscz ou de Lol'fler. Le procédé de Gram ne donne aucun bon résultat; le procédé de Weigert réussit beaucoup mieux.
« On peut aussi obtenir de bonnes préparations en employant le violet 6B en solution aqueuse, ou le violet de gentiane en solution alcaline, et en substituant à la solution iodo-iodurée de Gram l'action de la liqueur de van Swieten avant la décoloration par l'alcool. »
IV. Cultures du microbe de la mammite contagieuse
Le microbe de Nocard et MoUereau est aérobie, et aussi parfaitement anaérobie; il se cultive bien en présence ou à l'abri de l'air, et la températuro la plus favorable est celle de 37".
1° Cultures uans les milieux liquides. — (( Il est facile d'obtenir une culture artificielle du slreptococcus que renferme le lait malade ; il suffit d'en semer une trace dans le lait pur, ou, ce qui est plus démonstratif, dans du bouillon de poule, de veau, de porc, etc.
« Si le bouillon est neutre ou légèrement alcalin, déjà, après vingt-quatre heures de séjour à l'éluve, le ballon renferme une quantité prodigieuse de chaînettes semblables à celles qui existent dans li; lait, mais beaucoup plus longues.
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« L'aspect de la culture est un peu difl'érent suivant que la inamellc dont provient ce lait ensemencé est malade depuis plus ou moins longtemps.
« Ordinairement, le microbe forme au fond du ballon de cullurc un léger dépôt blanchâtre, uniquement formé de chaînettes; si le ijallon est resté immobile, le bouillon conserve sa limpidité; la moindre agitation soulève ce dépôt et le dissémine dans la masse du liquide, qui devient louche et perd sa transparence.
« Parfois le microbe forme de légers flocons d'apparence soj'euse, très analogues à ceux que donne la culture de la bactéridie charbonneuse : mais CCS flocons sont plus fragiles; ils se dissocient facilement par l'agitation, et leurs débris troublent uniformément la transparence du bouillon jusque-là limpide.
« Ces milieux liquides semblent plus favorables à la culture du microbe lorsqu'on leur ajoute une petite quantité, 2 àb %, de sucre (glycose, lactose, sucre de canne, mannite) ou surtout de glycérine. Au contraire, les bouillons additionnés de chlorure de sodium ou de peptone, — excellents pour la culture de beaucoup d'autres microbes, — constituent de mauvais milieux pour la culture du streptococcus de la inammite.
« Le bouillon, neutre ou légèrement alcalin lorsqu'on l'ensemence, est déjà nettement acide après 24 ou 48 heures, et l'acidité augmente à mesure que la culture s'accroît : elle est toujours plus intense lorsque la culture a été faite dans le lait ou des milieux sucrés; elle est beaucoup plus lente à apparaître et toujours moins intense lorsque le milieu nutritif a été additionné d'une quantité notable de sérum pur.
<( Pendant plusieurs jours, la culture continue avec la même intensité, et l'on voit graduellement
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le dépôt augmenter d'épaisseur; puis elle se ralentit pour cesser bientôt complètement ; le dépôt se tasse et constitue, à la longue, une pellicule assez solide formée d'une myriade de chapelets enchevêtrés en tous sens et comme feutrés.
« Si l'on a soin d'ensemencer chaque jour un nouveau ballon de culture avec la culture de la veille, on peut l'entretenir indéfiniment avec tous les caractères qu'elle offrait au début; mais si l'on attend quelques semaines pour faire une nouvelle culture, il peut se faire que le liquide ensemencé demeure stérile : l'organisme a perdu la faculté de se reproduire ; toutes choses égales d'ailleurs, il reste vivant beaucoup plus lonj^temps dans les ballons qui sont conservés à l'abri de la lumière. »
Tout ce que nous venons de dire des cultures à l'air s'applique aux cultures dans le vide.
(( En ajoutant au liquide de culture une petite quantilé de carbonate de chaux pulvérisé, on lui conserve sa réaction alcaline, et l'on obtient une culture beaucoup plus abondante. De plus, même alors que la pullulation du microbe a depuis longtemps cessé, ce microbe est resté vivant avec toutes ses propriétés, et lorsqu'on le sème dans un mili(>u favorable, il pousse aussi vigoureusement que tout d'abord.
<< Nous avons pu obtenir de belles cultures en puisant la semence dans dos cultures vieilles de 4, G et 8 mois, lorsqu'au liquide de culture nous avions eu le soin d'ajouter un peu de carbonate de chaux. »
2" Ci:LTi-fti:s dans li:s mii.iiîcx soluuîs. — a) Gélatine. — (( Inoculé par piqûre dans la gélatinepeplone, dès le troisième jour l'organisme accuse son développement j)ar unf mince pellicule arrondie, peu éteiulue ù la surface, et par un léger trouble tout le long du trajet de l'aiguille; bienlôt
MALADIES MICROBIENNES
on y voil. apparaître un grand nombre de petits points blanchâtres, opaques, granuleux, dont l'entassement l'orme au centre de la gélatine une ligne épaisse à bords dentelés. Une seule l'ois nous avons vu s'irradier de celte ligne centrale dans l'épaisseur de la gélatine une multitude d'arborisations délicates, ramifiées en tous sens.
(( Inoculé par stries à la surface de la gélatinepeptone, il apparaît, le long de la strie, de chaque côté, sur une petite étendue en surface, une inlînil(; de petites colonies arrondies, translucides, reflétant une teinte blanchâtre, qui se confondent parfois en une mince pellicule dont les bords, nettement délimités, paraissent plus épais et plus opaques.
« Les cultures sur plaques dans la gélatinepeptone donnent, à la température de 16 à 18 degrés, des colonies que l'on commence à percevoir dès le 'troisième ou le quatrième jour; elles se développent indilîéremment dans les couches superficielles ou dans les couclies profondes de la gélatine, sous forme de petites masses rondes, légèrement granuleuses, très nettement délimitées sur leur contour. D'abord transparentes, elles prennent bientôt, lorsqu'on les examine au microscope (Verick : obj. 2; ocul. 2.), une teinte jaune clair qui brunit peu à peu, à mesure qu'elles grandissent et qu'elles vieillissent. Leur développement n'est jamais très considérable; au bout de cinq à six semaines, celles qui ont poussé à la surface de la gélatine forment une saillie Irès appréciable; elles ont alors à l'œil nu une couleur blanchâtre : au microscope elles semblent brunes et opaques ; mais elles resicnt toujours bien délimitées et leur contour est accusé par une ligne très nette. »
Le strcptococcus de lamammite conlagiensc ne liquéfie 2') a s la gclalinc.
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6) Gélose. — On peut encore semer le microbe en stries sur la gélose et même sur le sérum gélatinisé, mais la culture, qui prend sur ces milieux les mômes caractères physiques qu'elle a sur la gélatine, est beaucoup moins abondante.
c) Pomme de terre, etc. — Les cultures sur milieux opaques ne donnent pas de bons résultats.
Le streptococcus de la mammite contagieuse en culture affecte la même forme (si ce n'est toutefois que le chapelet est beaucoup plus long dans les milieux liquides artificiels que dans le lait de la mamelle), et a les mêmes réactions de coloration que le streptococcus examiné dans le lait altéré provenant de la mamelle malade.
V. Mammite expérimentale
L'injection de la culture pure du streptococcus de la mammite contagieuse dans la mamelle saine des vachef, et des chèvres a reproduit la maladie de la vache.
La culture injectée doit être de fraichc date, aussi peu acide que possible : la préférence doit donc être donnée, pour l'expérimentation, aux cultures faites en présence du carbonate de chaux.
Tous les essais expérimentaux d'infection par les voies digestives avec le lait altéré, tentés sur des chiens, des lapins en bas âge, n'ont donné aucun résultat.
Les injections intra-péritonéales et intra-veirieuses de culture pratiquées sur de jeunes chiens, de petits chats, des clievroaux, des cobayes, des lapins n'ont donné aucun résultat.
Résumé.
Le microbe de la mammite contagieuse des vaches laitières affecte dans le lait et dans les cul-
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tures la forme d'un streptococcus. Il csl aéroanaérobie. Il pousse surtout dans les bouillons sucrés dépourvus de sel et de peptone; il pousse également, mais moins abondamment, dans la gélatine qu'il ne liquéfie pas, et sur la gélose et le sérum ; par inoculation expérimentale il reproduit la maladie chez la vache et la chèvre ; les autres animaux sont réfractaires. Il se colore dans les solutions aqueuses ou hydro-alcooliques de fuchsine, de diamant, etc.; dans le bleu de Lôftler, dans celui de Malassez. Il prend mal le Gram, mais se colore facilement par le procédé de Weigert.
VU
MAMMITE GANGRENEUSE DES BREBIS LAITIÈRES
(aKAIGNÉE. — MAL DE PIS.)
« Il existe chez les brebis une vai'iété de raammite qui affecte le caractère gangréneux, et qui marche avec une telle lapidité que la mort survient le plus souvent en vingt-quatre, trente-six ou quarante-huit heures.
« Cette maladie, peu connue des vétérinaires, est désignée par les bergers sous le nom de mal de pis, ou d'araignée, parce que, dit Hurtrel d'Arboval, on a'éttnl faussiemoit hniifiinL' que la piqûre d'un imede de ce nom en était lacauar » (Ed. Nocard. — Annalcîi Pasleur, 1887, n° 0).
C'est à M. Nocard que revient le mérite d'avoir
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établi la iialuro réelle de raffection, et d'en avoir décrit le microbe patlioyèue.
II. Mammite gangreneuse spontanée. — Lésions. —Mode de contagion.
L'araignée peut frapper d'une façon générale toutes les brebis laitières, mais atteint tout particulièrement les brebis exploitées industriellement en vue de la fabrication des fromages.
'< C'est ainsi que la plupartdes troupeaux debrebis laitières, entretenues dans le Larzac pour la production du Roquefort, éprouvent chaque amnée, durant l'époque de la traite, des pertes considérables du fait de l'araignée » (E. N.).
La maladie, mortelle pour les sujets atteints à de très rares exceptions près, marche avec une grande rapidité; elle dure le plus généralement de vingt-quatre à quarante-huit heures. Dans certains cas, cette période moyenne est abrégée de quelques heures ou au contraire augmentée de un, deux, trois et môme quatre jours : mais ce ne sont laque des cas exceptionnels.
A l'autopsie des animaux, on constate « une infiltration considérable du tissu cellulaire sous-cutané, de toute la région inférieure du tronc, du périnée, et de la face inférieure des cuisses; le liquide œdémateux a une teinte rouge accusée; il est inodore. Les doux mamelles, triplées de volume, ont sur la coupe une teinte violacée due à l'infiltration par la sérosité de tous leurs éléments conjonctifs : les lobules de la glande sont isolés comme ])ar une véritable dissection liydrotomique. La cavité péritonéale renferme une petite quantité de sérosité roussàlre. Tout le réseau sanguin de l'intestin et du mésentère apparait sous forme d'une riche arborisation noirâtre, qui semble due
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à une congestion inLense. La muqueuse intestinale est normale. La rate est petite, ratatinée, noirâtre; son tissu est friable.
« Les poumons sont A^olumineux, gorgés de sang; mais ils ne présentent aucune lésion appréciable. Les cavités du cœur et tous les gros vais-
Kig. 50. — Ai'aiguùe.
A, Culture. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Lait. Même gi-ossissemeat.
seaux renferment des caillots noirs, très fermes » (Nocard).
Le lait et la sérosité de l'œdème sont les produits virulents.
Le mode do contagion de la maladie n'est pas encore entièrement connu, bien que l'on sache aujourd'hui que les canaux excréteurs delà glande mammaire sont la porte d'entrée du contage.
'< Mais comment se fait cette pénétration? E?t-
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ce pai' la niaia de la personne chargée de la Iraito ? C'est probable, mais il est difficile d'en donner la preuve. J'ai plusieurs l'ois badigeonné le pis de brebis laitières, à l'aide d'un pinceau imprégné de culture virulente, sans que la maladie apparût. Au contraire, l'injection de quelques gouttes de la môme culture dans le trayon des mémos femelles, injection pratiquée à l'aide d'une fine canule mousse, incapable de produire la moindre éraillure de la muqueuse, provoquait le développement d'une mammite rapidement mortelle »> (Nocard).
III. Mammite gangrèneuse expérimentale
« h'aruignée est une maladie éminemment inoculable.
<( Si l'on injecte dans les conduits galactophores d'une brebis saine quelques gouttes de la sérosité de l'œdème, ou du luit fourni par la mamelle atteinte, ou une culture pure virulente, on provoque à coup sûr la reproduction exacte de la mammite spontanée. »
Mais l'espèce ovine semble seule apte à contracter la maladie expérimentale, comme elle est seule à présenter la maladie spontanée.
« L'injection d'un centimètre cube de culture virulente dans les tissusgalactophores d'une chèvre laitière ne produit absolument aucun trouble dans la santé de la bête; le lait n'en subit aucune altération ; ijuaranle-huit heures apiès l'injection, il ne renferme plus trace de microbe; son ensemencement ne lionne pas de culture.
« L'injection dans le parenchyme de la glande, à l'aide de l'aiguille de la seringue de Pravaz, donne lieu à une tumeur chaude, douloureuse, un peu œdémateuse, (jui reste localisée et finit par disparaître, en douze à ([uinzo jours, sans laisser d'aul'ii. i)K Miciionu:. jo
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tre trace qu'une légère induration; à aucun moment, le lait sécrété par la mamelle inoculée ne semble altéré; les bouillons dans lesquels on l'ensemence restent stériles » (Nocard).
» L'injection de cinq gouttes de culture virulente sous la peau d'un chevreau de six semaines ne donne lieu qu'à une tuméfaction œdémateuse, chaude et douloureuse, qui se résorbe rapidement sans laisser de trace. »
« Le cheval, le veau, le porc, le chien, le chat, le cobaye, jeunes ou adultes, ne semblent guère souffrir de l'injection sous-cutanée de fortes doses de cultures virulentes; il se produit au niveau de l'injection un peu d'œdème et de sensibilité, parlois une petite tumeur inflammatoire ; mais le tout disparaît très vite.
« Le lapin supporte moins bien l'action du microbe. En général, il se forme au point de l'inoculation une tuméfaction 'chaude, douloureuse, qui graduellement augmente, gênant le fonctionnement de la région, et qui, après cinq à six jours, se résout en un abcès chaud, dont le pus de lîonne apparence fourmille littéralement du micrococcus de l'araignée ; mais l'animal ne parait pas beaucoup souffrir; il continue à manger comme précédemment. »
« Le microbe de l'araignée semble donc se comporter, à l'égard du lapin, comme celui du choléra des poules à l'égard du cobaye. »
if Une fois seulement un lapin a succombé, quati'e jours après l'inoculation de cinq gouttes de culture virulente; son autopsie a montré des lésions analogues à celles que présentent les moutons qui meurent de l'araignée » (Nocard).
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IV. Le microbe pathogène de l'Araignée — Caractères morphologiques. — Coloration.
Le microbe pathogène vc se rencontre que duns le lait, et dam la aérosité de Fœdcmc.
<< Le lait le charrie dos le premier jour en quantités considérables. »
La sérosité de rœdème le renferme également, mais en petite quantité. Il est plus rare encore dans la sérosité péritonéale.
L'examen à l'état frais n'est pas aisé, à cause des dimensions si petites de l'organisme.
La coloration donne de meilleurs résultats; elle est très simple; les solutions hydro-alcooliques des couleurs d'aniline (rouges, bleues, violettes), le bleu de Lôlîler réussissent bien ; les procédés de Gram et Weigert donnent de bons résultats.
Le microcoqiie de l'araignée est nn des plus petits qui se puissent voir, « plus petit que chacun des deux grains qui semblent former le microbe du choléra des poules. »
« Dans le lait des brebis malades, comme dans la sérosité de l'œdème, comme dans les difTérents milieux de cultures solides ou liquides, il reste à l'état de microcoques, isolés ou associés quatre à quatre, ou agglomérés en zooglées peu volumineuses : il ne prend pas volontiers la forme en chaînettes ou en chapelet. »
V. Cultures du microbe de l'Araignée
Le microcoque de l'araignée est aérobie et aussi anaérobie.
« Sa culture est des plus faciles : tous les milieux connus semblent lui convenir pourvu qu'ils soient neutres ou alcalins.
L'ensemencement sera fait avec du lait, de la sé-
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rosité de l'œdèiiK^ ou 1(3 pus de l'abcès du lapin, recueillis purement.
i° Culture dans les miluîiix liquides a l'air et DANS LE viiiE. — « Dans les lUff'érenU btmiUuni^ le microbe se multiplie avec une prodigieuse rapidité ; en moins de vingt-quatre heures le liquide est trouble, presque lactescent; après quarante-huit heures, le l'oud du vase est couvert d'une épaisse couche blanchâtre, pulvérulente, résultant de l'accumulation d'un nombre infini de micrococcus. Dès le premier jour aussi, le bouillon, neutre ou alcalin au moment de l'ensemencement, est devenu franchement acide, moins acide cependant que s'il avait été ensemencé avec le streptococcus de la mammite des vaches » (Nocard).
« Si l'on a soin de faire chaque jour une nouvelle culture, en prenant comme semence une gouttelette de la culture de la veille, le microbe conserve à peu près intacte sa puissance de puUulation comme sa virulence; mais si on laisse la culture à l'éluve sans la renouveler, le micrococcus perd rapidement la propriété de se reproduire. Pour lui, comme pour le streptococcus de la mammite des vaches, il semble bien que l'acidité qu'il provoque dans le bouillon soit la cause de la mort, car si l'on s'oppose à cette acidification, en ajoutant au liquide un peu de carbonate de chaux stérilisé, la culture se prolonge, et le microbe conserve longtemps la propriété de se reproduire » (Nocard).
La culture évolue plus abondamment et plus rapidement encore dans les bouillons sucrés, mais l'acidité du liquide apparaît plus vite et plus intense que dans les bouillons non sucrés. Très rapidement aussi la culture s'arrête et l'organisme meurt, à moins que l'on n'ait soin d'ajouter au liquide une petite quanlité de carbonate de chaux stérilisé.
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Les cultures dans le bouillon à l'abri de l'air, c'est-à-dire dan>t le vide ou en présence de ^az inertes, présentent les naémes caractères.
« Ensemencé dans du lait de vache ou de chèvre, le microbe s'y multiplie avec une grande vigueur; en moins de vingt-quatre heures le lait est coagulé en masse, et le coagulum a une fermeté extrême. La rétraction du coagulum en exprime peu à peu le petit lait, sous l'orme d'un liquide incolore et transparent. Coagulum et petit lait sont très acides et renferment en abondance le microbe ensemencé » (Nocard).
Dans le vide le coagulum du lait ensemencé avec le microbe de l'araignée s'opère aussi vigoureusement que dans les cultures faites en présence de l'air.
2° Culture sur milieux solides transparents et UEMI-TRANSPARENTS. — luoculé cu piqùrc sur la.gélatine-peptone, le microbe se développe rapidement le long de la piqûre ; puis dès le deuxième jour, à 20°, il commence à liquéfier. La culture change alors d'aspect : « Rapidement la liquéfaction augmente en profondeur et en surface, en sorte qu'au cinquième jour ellea envahi une grande hauteur de la gélatine, dessinant dans l'axe de la piqûre une sorte de cône renversé ou de bonnet de coton, au sommet duquel s'accumule la plus grande partie des microbes formés. Dans toute la partie liquide, la gélatine a perdu sa transparence; elle est trouble, un peu acide et fourmille de microbes. »
« Après huit ou dix jours, toute la partie supérieure de la gélatine est liquéfiée, et la liquéfaction continue lentement en dessinant un cône à large hase » (Nocard).
Si l'inoculation est faite en strie, il se forme rapidement un largo sillon blanchâtre autour duquel liquéfie la gélatine.
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On peut également faire dos cultures en piqûre sur gélatine, dans le vide, ou en présence d'un gaz inerte.
« La cullure s'effectue le long du trajet de l'aiguille, mais reste maigre et discrète ; la liquéfaction du milieu solide ne commence guère avant huit ou dix jours, et ne progresse que très lentement » (Nocard).
La cullure sur plaques, d'après la méthode de Koch, donne aussi d'excellents résultats. « Dès le deuxième jour, la gélatine est farcie de colonies régulièrement arrondies, blanchâtres, qui se développent aussi bien à la surface que dans la profondeur; seulement celles de la surface grandissent plus vite et provoquent rapidement autour d'elles la liquéfaction du milieu; la surface en acquiert un aspect chagriné tout spécial. Au microscope, la colonie superficielle apparaît comme une taciie l'égulièrement arrondie, brunâtre, homogène, entourée d'une sorte d'auréole à demi transparente. )>
« Cette action liquéfiante, si puissante, du microcoque de l'araignée s'exerce également, mais à un moindre degré, sur le sérum du sang gélalinisé » (Nocard).
Sur la yélose en piqûre, le microbe produit le long du trajet de l'aiguille une cullure dense, blanchâtre, à bords festonnés. En strie sur la gélose, mode de culture préférable au précédent, le microbe forme une pellicule épaisse, d'abord blanche, puis légèrement jaunâtre : cette pellicule s'étale de plus en plus sur la surface de la gélose.
3° CuLTuiiiî SUR MILIEUX opAouES. — La pomme de terre conslitue pour le inicrococcus de l'araignée un milieu de cullure moins favorable que les milieux liquides ou solides transparents : la cullure en effet n'y est jamais très abondante. " Elle y
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affecte la forme d'ane miace couche grisâtre, visqueuse, qui s'étale lentement en surface, dont les Lords, largement festonnés, paraissent plus épais que la partie centrale; là aussi, la culture prend peu à peu une teinte jaune, plus accusée que sur la gélose, mais il est à noter que la zone périphérique de la culture, celle qui est de date récente, a toujours cette teinte grisâtre ou blanc sale qu'on observait au début » (Nocard).
Bèsumè.
Le microbe de l'araignée est un micrococcus aéroanaérobie ne tuant que les brebis soit spontanément, soit expérimentalement, et produisant un abcès clos chez le lapin inoculé. Il se colore par les solutions hydro-alcooliques connues, le bleu Lôfflcr, le bleu Malassez; il prend les doubles colorations de Gram et de Weigert. Il se cultive dans tous les bouillons; surtout dans les bouillons sucrés ; il j perd vite sa virulence à cause de l'acidité qu'il produit. Il liquéfie la gélatine, il se développe sur la gélose et la pomme de terre.
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C'est au mois de mars 1888 (jue nous avons eu pour la première fois l'occasion d'observer et d'étudier cette maladie.
Elle sévissait alors à l'école d'AIfort sur les lapins élevés pour les expériences. Plus de ciu-
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quante sujets furent infectes et moururent dans un délai relativement court.
Koch (1878) a déterminé sur le lapin, par inoculation de macéré de viande putréfiée, une septicémie expérimentale, qui semble être celle que Davaine avait déjà produite sur le même animal par l'inoculation du sang de bœuf putréfié; aussi, dès le^ début, pensions-nous avoir affaire à la même maladie. Mais tandis que les cobayes résistent à Vinoi:ulation du virus de la septicémie des lapins de Koch, tout au contraire l'affection que nous étudions ici est contractée très facilement par le cobaye, qui eu meurt toujours dans un délai plus court que le lapin. Ces deux maladies nous semblent donc distinctes l'une de l'autre.
D'ailleurs la septicémie des lapins de Koch est purement expérimentale. Au contraire, la maladie que nous étudions ici a été observée sur des «nimnux infectés naturellement, fait qui lui donne, au point de vue pratique, une certaine importance.
I. Animaux atteints par la contagion naturelle. — Mode d'introduction du virus. - Principaux symptômes. — Lésions. — Produits virulents du cadavre.
Le lapin prend la maladie i)ar contagion naturelle, suivant le mode médiat. Les sujets malades rendent des excréments qui souillent le plancher des niches, qui se mêlent à la nourriture des animaux sains, et ces derniers absorbent ainsi la matière virulente : l'infection naturelle a donc lieu par les voies digestives.
Le lapin infecté devient d'abord nonchalant : il mange peu; il i-este dans un repos presque continuel. Bientôt il s'isole des autres. Il se tapit alors dans un coin de sa niche, et reste ainsi pelotonné, ramassé sur lui-même, le cou rétracté, le poil hérissé, les yeux fixes, à demi fermés, les oreilles
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tombantes. A cette période, l'appétit a complètement disparu; la respiration est fortement accélérée ; le tlanc bat très vite. Les excréments deviennent quelquefois liquides, et sont rendus sous forme de diarriice. L'animal est plongé dans la torpeur et ne se déplace que par la force. Enfin, dans les derniers moments de la vie, il prend la position décubitale et meurt le plus généralement sans convulsion aucune.
La maladie, dont la durée moyenne est de vingt-quatre heures environ, marche quelquefois avec une rapidité véritablement foudroyante. Dans ([uelques cas, au contraire, elle dure un peu plus longtemps et se prolonge un, deux ou trois jours, suivant la résistance des sujets. Mais son issue, quelle que soit sa durée, est toujours fatale.
A l'autopsie, on constate les lésions particulières aux septicémies ; il n'existe aucune formation de pus.
La face interne de la peau est fortement injectée et parait rougeàtre; les vaisseaux qui la sillonnent sont gorgés d'un sang boueux, noir, de teinte aspliyxique.
Les muscles qui recouvi'ent le tliorax, ainsi que ceux de l'abdomen, sont couleur lie de vin et comme imprégnés d'un li(iuide particulier qui leur donne au toucher une sensation de friabilité visqueuse.
Si on incise l'abdomen sur la ligne blanclie, et qu'en écartant les deux bords de l'incision on regarde dans la cavité abdominale, on voit que l'intestin nage, pour ainsi dire, dans une sérosité abondante, louche, rosée, sanguinolente, albumincuse. Dans d'autres cas, s'il y a peu de liquide, l'épauchement est jaune citron, albumiueux, souvent purulent.
Les intestins sont toujours rougcàtrcs, congés-
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lionnés sur une grande partie de leur étendue ; leur muqueuse est liypcrhémiée, épaissie en certains endroits, et enduite d'un liquide rouge-brun, mousseux, quelquefois sanieux.
Les vaisseaux du mésentère et de l'épiploon sont distendus par la grande quantité de sang qu'ils contiennent.
La rate et le ioie ne présentent pas de lésions macroscopiques bien sensibles, si ce n'est une légère augmentation de volume et une teinte générale plus foncée qu'elle ne l'est normalement.
Dans la cavité thoracique, on voit de la pleurésie plus ou moins accusée ; le poumon, souvent très congestionné, ecchyraosé, semble nager dans un épanchement rougeàtre, allnimineux. Le péricarde est toujours rempli d'un liquide, rarement sanguinolent, le plus souvent au contraire incolore, légôrcmentlouche, mais toujoursalbumineux.
Dans la vessie, l'urine, s'il y en a, est très fortement alburaineusc.
Telles sont les principales lésions macroscopiques que l'on constate sur les sujets succombant à l'infection naturelle.
Les produits virulents du cadavre sont : le contenu de l'intestin, les difl'érents épanchements que nous avons signalés ci-dessus : sérosité péritonéale, liquide péricardique, épanchement pleural. Le sang, les pulpes de rate et de foie sont aussi virulents, mais à un plus faible degré; ils contiennent peu de microbes : il faut, avant de les inoculer, les exposer à l'étuve (37°).
II. Animaux d'expérimentation; choix des sujets à inoculer. — Matières d'inoculation. — Symptômes et durée de la maladie expérimentale. — Lésions.
La maladie est transmissible par inoculation au lapin, au cobaye, et à tous les oiseaux : poule, ^nn-
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tade, faisan, dindon, oie, canard, pigemi cl moineau.
Los inoculations se l'ont soit avec les produits virulents des cadavres recueillis parenient, suit avec les cultures.
Nous conseillons surtout, d'inoculer le sang ou les pulpes de rate et de foie recueillis |uirement ; niais lorsque ces matières proviennent de lapins ou de cobayes, il faut, avant de les inoculer, adopler la techni(jue suivante, car, généralement, et surtout quand les animaux sont morts rapidement, elles contiennent peu de microbes :
Le sang (ou les pulpes) est recueilli purement dans une pi[ietto Pasteur dont on ferme l'extrémité effilée à la lampe ; cette pipette est placée à l'étuve Pasteur (37") pendant quinze heures en moyenne. Cràce à la température de l'étuve, les ([uclqucs microbes cont(;nus dans le sang évoluent dans celui-ci, qui devient pour eux un véritable milieu de culture liquide. Au bout de douze heures, ils accusent leur multiplication par un fort dégagement de gaz acide carbonique, formant de petites bulles gazeuses, très visibles à travers les minces parois de la pipette, dans le sein du liquide
A. — Inoculatio.n au lapin. — L'inoculation se fait à l'aide de la seringue de Pravaz dans le péi'itoine, dans les veines ou bien, simplement, dans le tissu conjonctif sous-cutané du plaide la cuisse.
L'infection peut se faire par les voies digestives en mêlant la matière virulente aux aliments de l'animal.
Ladurée de la maladie expérimentale, qui est en moyenne de vingt heures, dépend non seulement de la quantité! et de la qualité du virus emiilové, mais aussi du mode d'inoculation. C'est ainsi fpi'inoculés dans le péritoine, les lapins meurent plus vite que si la matière virulente a été inlixiduite dans le lisau conjonctif sous-cutané.
Les symptômes et les lésions de la maladie sont identiques à ceux (juc nous avons décrits plus haut.
B. — Inoculation au cohayiî. — Le cochon d'Inde prend bien la maladie expérimentale, et en meurt aussi vile que le lapin.
C'est là un fait important, et qui sépare la maladie qui nous occupe de la septicémie expérimentale du lapin de Kocli, et du rJiolvra des poules de Pasteur.
La matière virulente sera inoculée dans le péritoine ou bien dans le tissu conjonctif sous-cutané : la région du plat de la cuisse, dans ce dernier cas, sera choisie de préférence.
Deux gouttes de sang traité comme nous l'avons dit plus haut, ou deux gouttes de culture suffiront à tuer le sujet en moins de vingt heures.
Nous recommandons, pour l'étude, d'inoculer deux cobayes, l'un dans le péritoine, l'autre dans le tissu conjonctif sous-cutané. Le premier mourra plus vite que le second et, à l'autopsie, on constatera toutes les lésions septiques que l'on rencontre chez le lapin; mais, comme nous le verrons plus tard, les préparations ne montreront dans ce cas que peu de microbes, car le cobaye inoculé dans le péritoine meurt plutôt des suites de rintoxication due aux produits sécrétés par les microbes qu'il ne succombe aux lésions anatomiques causées par eux.
Sur le cobaye tué par l'inoculation intra-péritonéale, les lésions sont les mômes que celles que nous avons décrites chez le lapin mort par suite d'infection naturelle.
Voici les lésions que l'on remarque chez le sujet tué par l'inoculation sous-cutanée.
Le point d'inoculation, la région de la cuisse et de l'aine correspondant à l'introduction de la matière virulente, sont tuméfiés, o'démateux ; le membre entier est rétracte.
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La face inlorne de la peau est rouge ; les vaisseaux qui la sillounenl sont gorgés de sang.
Le tissu coujonctif sous-cutané est envahi par un œdème gélatineux, comparable à celui que l'on voit sur le cobaye mort du charbon bactéridien. Cet œdètnc est souvent généralisé, mais toujours plus abondant au imint d'inoculation que partout
Kig. .S7. — Septicémie spoutiinoe du lupin.
A, Moineau. Pulpe de rnto. Loilz, oc. 3, obj. 1/12.
B, .Surface lUi foie. Cohiiye. Même grossissement.
ailleurs. Dans cotte région, correspondant au plat de la cuisse et à l'aine, il est toujours sanguinolent.
Tous les muscles superricicls ou profonds sont de teinte lie de vin. Au loucher, ils donnent une sensation molle et vis(|ueuse.
L;i cavité abdominale contient toujours un épanchement i)lus ou moins abonilant, dont les PH. DK MrcitnniK. I 0
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qualilés physiques variciil : quelquoFois il est jaune ovungé, peu abondaul, albumiueux ; dans certains cas il est abondant et sanguinolent. Les vaisseaux des séreuses sont remplis d'un sang noir et coagulé.
Les intestins, dilatés par les gaz, présentent en certains points de véritables ecchymoses à contours ii'réguliers.
Le poumon, toujours quelque peu congestionné, nage dans un épanchement pleural, souvent sanguinolent.
Le péricarde est distendu par un liquide séreux, albumineux, incolore et légèrement louche.
La vessie renferme souvent de l'urine, qui toujours est albumineuse.
G. — L\0CIILAT10N AU PIGEON, A I.A POULE OU A
TOUT* Auxniî OISEAU. — Le virus peut ici être inoculé dans les veines, dans le péritoine ; mais nous l'inoculons de préférence dans un des muscles pectoraux. On peut aussi infecter l'animal par les voies digestivcs en mélangeant la matière virulente aux aliments.
Les symptômes que l'on observe chez les pigeons, les poules inoculés, sont en tout semblables à ceux du choléra des poules.
Quelques heures après l'inoculation, l'oiseau devient triste, nonchalant, ses déplacements sont moins fréquents ; il s'isole des autres, se ramasse en boule, les plumes hérissées, les ailes traînantes, le cou rétracté, les yeux presque entièrement ferniés.
A cette période, l'appélit, d'abord irrégulier, a disparu complètement. Des symptômes asphyxiqucs apparaissent alors : les muqueuses apparentes, de roses qu'elles étaient, deviennent lernes, puis bleues. Le sujet tombe ensuite dans un coma profond; il est souvent pris de coliques. Bientôt il
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est complètement incapable de se tenir sur ses pattes, et finit par mourir dans un coma profond, le plus souvent sans convulsions.
La maladie marche avec une grande l'apidité. Nous avons vu des sujets mourir en moins de quinze heures : les lésions sont alors peu accusées. Mais si, au contraire, l'animal résiste un jour ou deux, ce qui arrive lorsiiu'on inocule le virus atténué, il se produit au point d'inoculation un véritable séquestre comparable à celui qui se forme dans le cas de choléra des poules expérimental, et dans le hoj^'-choléra expérimental des oiseaux.
Le muscle pectoral dans lequel a été faite l'inoculation est tuméfié ; à son niveau, le tissu conjonctif sous-cutané est infiltré d'une sérosité souvent sanguinolente ; la face interne de la peau est rouge et les vaisseaux qui la sillonnent sont distendus par le sang.
Le point inoculé est le siège d'une tumeur, de volume variable, comparable le plus souvent à celui d'une noix. Elle est dure, jaune à sa surl'ace; elle crie sous l'instrument tranchant ; sur la coupe, on voit qu'elle se continue dans le muscle, en formant des prolongomenis jaunes, fibreux, irréguliers, à bords finement dentelés.
La cavité péritonéale contient souvent un épanchement séreux, rarement sanguinolent.
La rate est hyportropiiiée ; sa forme, modifiée par la tuinéfaclion, ra[)pelle celle d'un haricot; quelquefois môme elle (!st comparable aune olive. Son tissu est toujours très friable.
Le foie no présente rien de particulier, si ce n'est une légère augmentai ion de. volume, uiu; extr ême friabilité et une teinte cuite ]Kirticulière.
Le iiounion, congestionné nage dans un épanchcment pleural peu abondant, jaune citron ou sanguinolent.
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Le péricarde contient toujours un liquide ordinairement incolore, transparent, toujours alburaineux.
Telles sont les principales lésions que l'on rencontre et qui, comme on le voit, sont en tous points identiques à celles du choléra des poules.
Le sang et les^ pulpes des organes parenchymateux constituent par excellence les matières virulentes du cadavre. Mais en somme, tout dans le cadavre est virulent, le microbe évoluant partout où il y a du sang : la moelle osseuse elle-même est virulente. Les épanchements pleural, péricardique et péritonéal le sont également.
III. Le microbe pathogène; sa recherche dans les liquides, les sécrétions pathologiques et les tissus organiques. — Sxamen microbiologique avec et sans coloration.
La l'orme et l'babilat préiëré du microbe pathogène semblent changer, suivant l'espèce sur laquelle il évolue : c'est ainsi que chez le lapin et le cobaye il prend presque exclusivement la forme d'un micrococcus ou d'un diplococcus, tandis (jue chez les oiseaux on le voit de préférence affecter la forme d'un bacille à espace clair, semblable à celui du choléra des poules, que l'on rencontre particulièrement dans le sang et les organes parenchymateux de la cavité abdominale. Nous allons donc, pour la clarté du sujet, l'étudier d'abord sur le lapin et le cobaye, ensuite sur le pigeon.
1. Éti:de DLi JucnoBE sun i.e l.\pin ou sur le coi5.\YE. — Dans ces deux espèces, le microbe évolue de la même façon, produit à peu de chose près les mêmes lésions sepliques; ce i[ue nous dirons du lapin s'appliquera doue également au cobaye.
On recueillera purement sur le cadavre de la sérosité périlonéale, pleurale ou péricardique, que
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l'on examinera sans coloration (Vérick : oculaire 1, obj. 8). On verra clans la préparation une quantité infinie de petits points isolés ou réunis deux à deux, mobiles, se mouvant autour de leur axe dans le liquide séreux, rempli de débris de cellules, et souvent de globules du sang. Ces petits points ne sont autre cliose que les microbes de la septicémie du lapin.
Après cet examen sommaire, on colorera sur lamelles ces différents liquides, oumieux, on appliquera simplement des lamelles sur la surface du foie. On colorera ensuite dans les difl'érentes solutions hydro-alcooliques connues, violettes, rouges ou bleues; cinq minutes de contact suffisent pour obtenir la coloration. On examinera alors au microscope, à l'éclairage Abbe et avec l'objectif à immersion. On se rendra ainsi compte de la forme en diplococcus des microbes et de leur grande abondance.
On examinera ensuite le sang, dans lequel, si l'autopsie a été faite aussitôt après la mort, on verra peu de microbes.
La quantité de micro-organismes rencontrés dans les i)réparations dépendra de la durée de la maladie et du moment plus ou moins tardif auquel on a fait l'autopsie.
Dans les cas foudroyants, on verra peu de microbes, car ils ont à peine eu le temps d'évoluer et le sujet a succombé à l'intoxication par leurs produits de sécrétion. Il en est tout autrement quand la maladie a duré plus longtemps et que l'autopsie n'est pas faite aussitôt après la mort.
Les procédés de douljle coloration de Gram ou de VVeigert ne donnent ici aucun résultat.
Il est avantageux d'employer le bleu de Lôl'ller ou la ]i(jueur colorante de Malassez ; on obtient ainsi de très fines préparations.
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2. Étude du MiciioBii sur le pigeon. — Ouclles que soient les espèces volatiles inoculées, le microbe évolue de la même façon dans les unes comme dans les autres : il y prend la même forme; aussi ce que nous allons dire ici pour le pigeon s'appliquera à tous les autres oiseaux.
A l'examen du sang sans coloration, on verra les globules ovoïdes, à noj^au, nager dans le sérum, puis une multitude de points réfringents, unis deux à deux et mobiles, donnant l'illusion de diplococcus, semblables à ceux du choléra des poules.
On fera ensuite des préparations de sang sur lamelles que l'on colorera dans les solutions liydro-alcooliqucs diverses. Nous conseillons de préférence une solution faible de violet de gentiane qui donne de belles préparations, dans lesquelles les globules seront colorés en violet pâle, leurs noyaux en teinte plus foncée ; entre les globules, on aperçoit une grande quantité de bacilles à espace clair identiques à ceux du choléra des poules, dont les deux pôles seront fortement colorés en violet, et reliés entre eux par deux lignes fines, légèrement teintes, circonscrivant l'espace clair. Les bacilles apparaissent ainsi lorsque leur grand axe est parallèle au diamètre du champ microscopique; si au contraire il lui est perpendiculaire, le microbe vu seulement par un pôle apparaît comme un point rond, fortement coloré.
Dans le sang, les bacilles sont le plus souvent isoles, quelquefois réunis deux par deux. Dans les pulpes de rate ou de foie, on les verra souvent former de véritablesrubans contenant trois, quatre, cinq ou six bacilles placés les uns au bout des autres.
On retrouvera les bacilles non seulement dans les épanchements pathologiques contenus dans la cavité abdominale, pleurale, ou dans le péricarde.
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mais aussi dans l'œdème superficiel avoisiiiaul le point d'inoculation, ainsi que dans la moelle des os.
On examinera ensuite la tumeur qui s'est formée au point d'inoculation. Dans ce but, on l'incisera d'un seul coup avec un liistouri bien propre passé plusieurs fois au travers de la flamme de la lampe à alcool ou d'un bec Bunsen. On grattera alors l'une des surfaces de section et l'on obtiendra une pulpe jaunâtre que l'on écrasera entre deux lamelles, placées ensuite dans les solutions colorantes. On y verra une grande quantité de bacilles.
On colorera ensuite des coupes de rate, de foie et de la tumeur. Dans ce but, on se servira de la méthode de Loffler. On sera frappé de la quantité prodigieuse de bacilles contenus dans le foie ou la rate : ils y forment de véritables amas abords irréguliers occupantquclquefois tout le cbamp microscopique.
Les coupes de la tumeur sont également très intéressantes à étudier. On les traitera par la méthode de Loffler ou celle de Malassoz. Les faisceaux striés, teintés en bleu pâle, sont cassés en certains endroits, en voie de dégénérescence : les stries sont par places à peine visibles, tandis que lesarcolemme, rempli de cellules embryonnaires, contient une grande quantité de microbes pathogènes. Il se produit ici, exactement, ce qui se passe dans le cas de choléra des poules. Nous ne nous étendrons pas davantage sur l'étude histologique de ce séquestre; nous tenons simplement à faire remarquer son analogie avec celui du clioléra des poules.
IV. — Cultures
Le microbe pathogène de la septicémie spontanée (lu l.'ipin est aéro-anaérobie. Quels que soient les
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différents milieux de cullure dans lesquels on le place, il y prend toujours la foi'me d'un diplococcus très fin, mobile, morphologiquement semblable à celui du choléra des poules.
A. • — Cultures dans les bouillons. — Ce microorganisme pousse rapidement et abondamment dans tous les bouillons simples, peptonisés ou sucrés, (I l'air OH dans le vide.
Pour ensemencer, on choisit le sang de lapin ou de cobaye, recueilli purement, qu'on expose à l'étuve pendant quinze heures environ avant de l'ensemencer. Le sang de pigeon pent être semé juissitôt qu'il est recueilli. On peut également se servir des pulpes de foie ou de rate.
Les ballons ensemencés sont placés à l'étuve (37"). Douze heures après, le bouillon est trouble et contient une grande quantité de diplococcus très mobiles. Si on abandonne la culture à elle-même, les microbes se déposent au fond du ballon sous forme d'une sorte de poudre blanche ; le bouillon reprend alors sa transparence.
Les cultures ainsi exposées à l'air perdent petit à petit leurs qualités virulentes. C'est ainsi qu'une culture de vingt jours est incapable de tner.
Aussi, pour conserver des cultures virulentes, faut-il les recueillir dans des pipettes que l'on fermera ensuite aux deux extrémités : grâce à la petite quantité d'air contenu dans ces pipettes, les microbes continueront à pousser, jusqu'à ce qu'ils aient absorbé l'oxygène entier contenu dans le petit volume d'air emprisonné dans la pipette : alors la culture s'arrêtera, mais conservera sa virulence pendant plusieurs mois, car elle ne sera plus en contact avec l'air.
Les cultures dans le vide poussent un peu moins rapidement; le bouillon n'est sensiblement troublé qu'après deux ou trois jours d'étuve. La culture
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tombe ensuite au fond du tube et le bouillon redevient limpide.
R. — Culture sur gklatlnk. — Le microbe pousse Irês bien clans la gélatine. En strie, il donne en quatre ou cinq jours une traînée blanche, luisante, dentelée sur les bords et épaisse. En piqûre, on voit apparaître une tache blanche, vis- ((ueuse sur la surface de la gélatine, tandis que tout autour de la piqûre se forment de petites colonies blanches, rondes, qui, isolées au début, ne tardent pas à se réunir.
La gélatine ne liquéOe jamais.
C. — Culture sur gélose. — La gélose est aussi un milieu favorable à l'évolution du bacille. L'aspect de la culture est semblable à celui qu'elle prend sur gélatine.
D. — Culture sur milieux opaques. — Le microbe ne parait pas pousser sur la pomme de terre. Nous en avons fait plusieurs essais qui n'ont jamais donné de résultat.
Résumé.
Le micro-organisme de la septicémie spontanée du lapin est un aérobie facultatif qui prend chez le lapin, le cobaye et dans les milieux de culture, l'aspect d'un diplococcus mobile, tandis que chez les oiseaux il prend toujours la forme d'un bacille à espace clair. Il pousse abondamment à l'air et dans le vide, dans tous les bouillons, sur la gélatine qu'il ne liquéfie pas, sur la gélose simple ou glycérinée; il nepousscpas sur lapommo de terre.
Il tue le lapin, In cobaye cl tons les oiseaux.
Il se colore dans les solutions hydro-alcooliques faillies, par la méthode de Lôffler, ou colle de Malassez, mais ne se colore pas par les doubles colorations do Gram ou de Weigert.
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A. — SEPTICÉMIE EXPÉRIMENTALE DES SOURIS DE R. KOCH
Cette maladie a été étudiée par Koch (1878) ; c'est en inoculant du sang putréfié sous la peau des souris qu'il découvrit cette affection. Il tua ainsi toute une série d'animaux. Il montra qu'il sufiiaait de la simple piqûre d'une épingle souillée par le sang d'une souris morte de l'affection pour reproduire la maladie chez une autre et lui donner infailliblement la mort.
II. Expérimentation sur les animaux. La maladie chez la Souris. Symptômes et lésions.
La souris des maisons est facilement infectée, tandis qu'au contraire la souris des champs est réfractaire. Les pigeons et les moineaux prennent aisément la maladie.
Le kqnn ne prend qu'exceptionnellement l'alTection et il condition de lui inoculer le virus le plus virulent à hautes doses. Généralement, il est seulement indisposé légèrement, puis ne tarde pas à recouvrer la santé : il est alors vacciné et résiste à l'action de toute inoculation postérieure.
De préférence on choisira pour les expériences la souris blanche, plus maniable et moins farouche que les autres.
On inoculera soit du sans; recueilli purement
SEPTICÉMIE EXI'ÉIUMENTàLE DES SOURIS. 33!j
sur un animal mort do ki maladie, soit une culture. La quantité de liquide inoculée, dans ce dernier cas, sera supérieure à celle inoculée si l'on emploie le sang : les cultures paraissent en cfl'et un peu moins actives que le sang.
L'inoculation se l'ait dans le tissu conjonctif sous-cutané de la région du dos ou du plat de la cuisse. La durée moyenne de la maladie est d'environ de quarante à cinquante heures, elle peut ([uelquefois durer davantage.
On constate chez les souris des maisons ainsi infectées des symptômes spéciaux très accusés et qui permettent à eux seuls de porter un diagnostic a peu près certain.
La souris est aijattue, ne se déplace que rarement, ne mange plus. Les yeux d'abord larmoyants, se ferment à demi et ne tardent pas à être atteints d'une conjonctivite qui provoque la sécrétion d'un pus blanchâtre, collant souvent les deux paupières l'une à l'autre. Les poils sont alors fortement liérissés; la souris est ramassée sur ellemême, le dos fortement voussé et ne tarde pas à mourir.
On la trouve alors couchée sur le côté, jamais sur le dos, la tète repliée vers le sternum, la colonne verl('bralc fortement voussée; le cadavre, trùs rigide, est ainsi recoquevillé sur lui-même.
A l'autopsie on trouve peu de lésions macroscopiques, si ce n'est un léger gonllenieiit de la rate et un peu do congestion de tous les organes en général. Quek[uol'ois, on rencontre un léger œdème, très virulent d'ailleurs, envahissant la région d'inoculation.
III. Le microbe de la Septicémie des Souris
C'est dans le sang, dans la pulpe de rate et do foie que le microbe de la septicémie des souris
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est le plus ahondiinf, et s'étudie le plus aisément.
Dans lo s.uifi exauiiiir sans coloration on apercevra lirs difficilempnt de petit? hâtoiinets réfringents dans la sérosité comprise entre les globules rouges.
L'examen avec coloration est plus aisé : les so-
Fig. 38. — Septicémie de la soui is.
A, Pulpe de rate. Souris. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Culture. Même grossissement (Gram).
lutions hydro-alcooHcjues des diverses couleurs d'aniline, le bleu de Lofflor, la méthode de double coloration de Gram, réussissent également et donneront d'excellentes pré])arations, qui montreront le très fin bâtonnet patliogène de la septicémie des souris, bâtonnet dont les dimensions sont analogues à celles du bacille de la tuberculose. On reconnaîtra sur les préparations colorées la
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présence fréquente du bacille dans les globules blancs.
Les eoui)es d'organes (foie, rate, poumons, etc.) seront trait(''es par la niétbode de Gram, c'est-àdire en double coloration.
IV. Cultures du bacille de la septicémie des souris
Le microbe est aéro-anaérobie, mais parait pousser de préférence dans le vide.
Pour semence, on prendra de préférence du sang, recueilli purement dans le cœur d'une souris récemment morte.
1° Culture dans le^; uouillons. — Elle réussit dans tous les bouillons, en présence de l'air et dans le vide, à 37°; la culture est rapide; elle n'a aucun aspect spécial.
2° Cl'lture d.^ns la gélatine par PIQURE. — Elle est fort importante, car elle donne un aspect caractéristique. La culture se fait le long du trajet de l'aiguille dans toute la hauteur du cylindre gélatineux, puis elle irradie en formant des prolongements nuageux dans la masse gélatineuse. Elle rappelle ainsi la culture en piqûre du ronget de Pasteur, avec cette difïérence que, dans ce dernier cas, les prolongements sont distinctement isolés les uns des autres, ce qui donne à la culture l'aspect d'une petite brosse à bouteilles, tandis que dans la septicémie les prolongements sont flous et nuageux.
La gélatine ne liquéfie pas.
3° Cl'LTiniE SUR (.ÉLOSE EN STRIE. — InOCuléc
strie sur la gélose et placée à l'étuve (37°), la culture s'accuse en vingt-quatre Iicuros par ses colonies rondes et blanch<itrcs.
4" Culture sur milieux opaques. — Le Jiacille de la septicémie des souris ne pousse jias sur pomme de terre, tout au moins à la surface.
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Morphologie du bacille de la septicémie des souris provenanl des cultures. — Dans ces difTérenls milieux de cultures, et surtout dans le bouillon, le bacille est plus long que dans le sang des sujets morts. 11 prend quelquefois même la forme d'un long filament ondulé. Les préparations ou cultures seront colorées par les procédés connus.
Résumé.
Le microbe de la septicémie des souris est un bacille aéro-anaérobie, et plus anaérobie qu'aérobie. 11 tue la souris des maisons, non celle des champs ; il tue également les pigeons et les moineaux, et à haute dose les lapins.
Il pousse dans les bouillons, dans la gélatine, sans la liquéfier et en y prenant un aspect caractéristique, sur la gélose. Les cultures sur pomme de terre restent sans résultat. Il se colore dans les solutions hydro-alcooliques connues ainsi que par le procédé Lôflleret celui de Malassez. 11 prend bien le Gram.
B. - MICROCOCCUS TETRAGENUS
Le raicrococcus tetragenus, encore appelé telragonus, a été signalé et décrit pour la première fois par GalTIvv. Celui-ci inoculait des souris sous la peau avec le produit du raclage de la surface des cavernes tuberculeuses. Les animaux ainsi infectés ne tardaient pas à succomber, et leur sang contenait une grande quantité de microbes ronds, réunis quatre par quatre.
La souris contracte la maladie en série avec une
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grande facilité. Une goutte de sang d'une souris contaminée et morte, inoculée à une seconde souris dans le tissu conjonctif de la région dorsale ou de la cuisse, suffit à tuer celle-ci en un temps relativement court, variant entre quinze et vingt heures. A l'autopsie on ne trouve aucune lésion macros-
Kif,'. :,9.
A, iMicrococcus tntragonus. Culture. I.nit7. ne ."î, nljj. 1 / 12.
B, Slaphylococcus pyngenes aiircus. Culture. I,eil/.. oc. 3, obj. 1,12.
copique spéciale, sauf pinit-ètre la congestion des viscères, mais à l'examen microbiologique du sang il en est tout autrement.
L'examen sans coloialion du sang, sur lamelles et à un grossissement moyen ( Vcrick : oc. 1 ; obj. 81 montre dans le plasma, et plus difficilement dans les globules blancs, une quantité de petits poini^ réfringents iinmniiiles, réunis (|ual rc par quatre en
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forme de losange, c'est-à-dire opposés deux à deux. La coloralion donne de meilleurs résultais. Elle se fait aisément dans les solutions liydroalcooliques des couleurs d'aniline, mais il est préférable d'employer les méthodes de double coloralion : celle de Grara et celle de M'eigerl. On obtient ainsi des préparations dans lesquelles apparaît nettement la disposition en tétrades des micrococcus. On peut également faire des préparations de pulpe de la rate ou du foie.
Les coupes d'organes se colorent par lesméthodcs de Gram et. de "Weigert. La méthode de Weigert est même préférable à celle de Gram.
En faisant des coupes fines dans l'épaisseur de la paroi d'une caverne provenant d'un poumon humain tubercnleiix, on peut parfois mettre en évidence le bacille de la tuberculose en même que le mici'ococcus tétragonus. Voici le procédé qvie nous conseillons pour cotte préparation :
Les coupes fines une fois déshydratées dans l'alcool absolu sont placées pendant vingt-quatre licures dans la liqueur rouge d'Ehrlich; elles sont ensuite décolorées dans l'alcool et l'acide azotique il 1/iO, et rincées à l'eau. On colore ensuite légèrement le tissu au brun de Rismarck puis on emploie la méthode de Gram ou celle de NVeigert. Si les manipulations ont été bien faites, on a ainsi une ju-éparation typique dans laquelle on voit le tissu en jaune clair, les bacilles de Koch en rouge et les micrococcus tétragonus eu violet.
Cultures du micrococcus tetragenus.
Le tetragenus est aérobie, mais aussi parfaitement anaérobie, ainsi que nous l'ont montré les divers essais de culture dans le vide ou en présence de gaz inertes qno nous en avons tontes.
MICROCOCGUS TETRAGENUS.
i° CULTCKE DANS LES MILIEUX LIQUIDES. — Le ITli-
crococcus tetrai^enus pousse abondamment en pi-ésence de Tair dans tous les bouillons simples ou peptonisés. On ensemence une goutte de sang recueilli purement. Les ballons une l'ois semés sont placés dans l'étuve à 37°. Au bout de quelques heures le bouillon se trouble; puis la culture se dépose au fond du matras où elle prend l'aspect d'une poudre blanche, très fine. En agitant légèrement, cette poudre se mélange de nouveau au liquide en formant d'abord des flocons que l'agitation disperse. Cette culture en bouillon a donc un aspect assez caractéristique.
La culture dans les bouillons à, l'abri de l'air ou en présence de gaz inertes est facile, et plus abondante que la culture en présence de l'air.
2" Culture sur gélatine. — En piqûre, on obtient en quatre ou cinq jours, à la température de la chambre, une culture blanche, nacrée, s'étalant sur la surface supérieure de la gélatine et simulant les contours d'une feuille de nénuphar. Le long de la piqûre il se forme de petites colonies blanches, ovoïdes, serrées d'abord les unes contre les autres, puis isolées, et cela d'autant plus qu'elles évoluent plus profondément dans l'épaisseur de la gélatine.
En strie, la cuUuro forme une ligne blanche, nacrée, luisante et granuleuse. Les cultures ne liquéfient pas la gélatine.
3" Culture sur hélose. — Elle oITre les mêmes caractères que celle faite sur gélatine.
4" Cultijre su-r i'Omme ue terre. — Le micrococcus tetragemis pousse très bien sur ce milieu opaffuc : il donne une cultun; blanche et d'aspect verni.
Examen des cullurrs. - Dans ces cultures liquides, e.xaminées .sans coloration, on voit le mi-
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crococcus disposé en Iclrades. Celles-ci peuvent se réunir et former des sortes de zooglées, mais on distingue nellement la disposition en tétrades des microbes dans ces zooglées. C'est surtout ce dernier aspect que prend l'agent dans les milieux solides. Le microbe sans coloration parait immobile. On emploie pour colorer les cultures la même technique que celle que nous avons indiquée à propos du sang.
Pour les cultures nous conseillons surtout d'employer la méthode de Gram.
Résumé.
Le micrococcus telragenus est un micrococcus en tétrades, aéro-anaérobie, immobile, qui tue la souris et pousse dans les cultures liquides à l'air ou dans le vide, sur gélatine, sur gélose et sur la pomme de terre. Il se colore dans les solutions hydro-alcooliques légères de fuchsine, etc., et prend le Gram et le Weigert.
I. Définition historique
Le Choléra asiatique est une affection endémoépidémique de l'Indoustan, qui, partant de son foyer originel, a parcouru épidémiquement à maintes reprises l'Orient et l'Occident.
C'est une affection exclusive à l'homme ; il n'existe chez les animaux aucune affection identique, et les dénominations imposées à plusieurs maladies infectieuses animales, telles que Choléra (/e-f -poules, Choléra iluporc, impliquent, non pas une identité de nature, mais une analogie plus ou moins lointaine dans les sy mptômes et les lésions intestinales.
L'histoire bactériologique du Choléra asiatique a été tracée magistralement par H. Koch, dont les travaux ont mis liors de doute la nature microbienne de l'affection (1).
(1) Tout récemment M. Gamaleïa ii aminnco à l'Apadémic des sciences la découverte d'un vaccin du choléra asiatique. Son iin-
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II. Lésions et modes de propagation du Choléra asiatique
Le Choléra asiatique évolue sur l'homme avec une rapidité très variable.
Quelques malades succombent en peu d'heures à une attaque foudroj^ante ; d'autres sont tués moins vite, et succombent à un moment variable de la première période (période algide) ; d'autres enfin succombent plus tard encore, dans la deuxième période (période de réaction).
Les lésions du Choléra asiatique sont surtout, soatpresque exclusivement intestinales, mais elles diffèrent beaucoup suivant l'époque à laquelle a succombé le malade, et c'est là, au point de vue bactériologique, un point capital.
Dans le Choléra foudroyant, il existe à peine quelquealtération de l'intestin, marquée par de la tuméfaction et une coloration rosée de la muqueuse ; mais le canal intestinal est rempli d'un liquide blanchâtre, louche, inodore, tenant en suspension de petits flocons muqueux, ou grains riziformes.
Si le malade succombe plus tard, à un moment quelconque de la période algide, la muqueuse intestinale est plus altérée : elle est congestionnée surtout au niveau de l'iléon, et prend en ce point une coloration intense (hortensia) tout à fait spéciale; les follicules clos de l'inlestin grêle, surtout dans la dernière portion, présentent l'aspect connu sous le nom de psorentérie ; le liquide à flocons
portante note indique en outre Ui Irausmissibilité du choléra an t'igeon après un passage sur le cobaye, et l'augmentation de virulence du bacille cholérique par passages sur le pigeon. Le déterminisme de ces expériences n'a pas été exposé suffisamment par M. Gamale'ia dans sa note : nous ne pouvons donc que mentionner ici son beau travail, dont il doit, ;'i bref délai, faire la preuve devant une commission de l'Académie des sciences.
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muqucux, à grains riziformes, dont nous parlions plus haut, emplit l'inloslin.
Le sany est poisseux, et prend un aspect tout à fait caracLéristique.
Si le malade meurt à la période de réaction, après une évolution déjà longue du rafl'ecl.ion, on ne trouve plus dans l'intestin de liquide rizifonne; le sang a repris ses caractères normaux, mais de nomljreuses congestions et inflammations viscérales se sont développées (congestion pulmonaire, bronchite, pleurésie, etc., etc.).
C'est par les selles des malades que le germe cholérique est rejeté au deliors : ces selles souillent les linges, les effets des malades etc. ; elles peuvent soit directement, soit indirectement, être jjrojetées dans les rivières et cours d'eau.
C'est en portant à sa bouche sesmains souillées au contact des linges et des effets imprégnés par les selles cholériques, c'est en buvant l'eau qui a. reçu les déjections cholériques, que l'individu sain contracte le choléra.
L'air ne joue fju'un rôle tout à l'ait effacé, ou même nul, dans la propagation de l'aff'eclion.
III. Le bacille du Choléra asiatique. Sa coloration. Sa culture.
Le bacille découvert par Koch est connu sous le nom de kommu bacille, bacille virniile, ce qui peint une de ses apparences morphologiques, et aussi sous celui de xpirille du Choléra asiatique, ce qui rappelle une autre apparence du même organisme.
[/examen est facile avec et sans coloration.
F^xaminé sans coloration, le bacille du Choléra asiatique se montre Ircs mobile, quelle que soit, sa provenance.
" Les individus adultes dans les préparations frnichcs, incolores, sont nettement recourbés;
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tantôt ils sont en arc de rayon très grand, tantôt ils constituent un demi-cercle très nettement dessiné )> (Fliigge). Les individus jeunes sont peu recourbés, ou droits.
La coloration du bacille virgule est des plus simples; toutes les solutions hydro-alcooliques des
Fig. 60.
A, Gonococciis. Pus blennorrhagique. Leilz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Clioléra asiatique. Culture. Leilz, oc. 3, obj. 1/12
couleurs d'aniline et le bleu de Lôffler réussissent bien, mais la méthode Gram échoue.
Coloré, le bacille du choléra se montre sous divers aspects; long de \ o ii 2 [i. .S, large de 0 u. 4, tantôt il apparaîtra sous forme d'un bàlonnet droit, tantôt il prendra un aspect recourbé figurant une pcu'cnthèse, un demi-cercle ; parfois deux bâtonnets ainsi recourbes se juxtaposent bout a bout, et le bacille prend alors la forme d'une S:
CHOLÉRA ASIATIQUE
si plusieurs bacilles courbes se placent ainsi les uns au bout (les autres, l'S s'allonge et l'on a la sijIrille cholérique.
La forme réelle du micro-organisme paraît donc être laforme courbe, et l'aspect rectilignc (aussi cl plus fréquent diins les prépcm liions colorées que la forme courbe) résulte sans doute d'une disposition spéciale sous le microscope, la partie moyenne du bacille étant seule à la vue, les deux extrémités échappant à l'œil de l'observateur.
Dans les cultures anciennes des formes nouvelles apparaisseut, formes d'involulion, dont une des plus fréquentes est la dilatation énorme d'une des extrémités du bacille (corps mùriforme de Ferran) ; d'autres formes bizarres telles que la forme sphérique, etc., peuvent encore se raonirer dans ce cas.
Le bacille-virgule est surtout aérobie, mais il est aussi, dit-on, anaérobie; il pousse dans les milieux artificiels en présence de l'air, et aussi dans le vide ou en présence de gaz inertes (1) ; la température qui lui convient le mieux est comprise entre 30 et 40° ; au-dessous de 10° il ne se développe pas, mais garde toute sa vitalité ; il est tué de 65 à 7h° ; il est bien probable qu'il n'a pas de spores.
La culture du bacille du choléra réussit sur tous les milieux artiticiels ; bouillons, lait, gélatine, gélose, sérum, pomme de terre, etc. La gélatine donne des cultures caractéristiques du plus haut intérêt.
La condition essentielle de réussite est la ?ie;/- </-a/«i!« parfaite des milieux, ou mieux une légère alcalinité.
(a) Bouillons. — La bacille cholérique se développe parfaitement en 24 heures dans le bouillon
(I) Nous n'avons |usr(ii'i(:i faii-r; aucunn tcntiitive ilc cullui'e pour contrôler celle assertion d'antcnrs allemands.
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mis à l'éluve. La culture n'a aucune apparence spéciale.
Une culture fort intéressante est la culture en lame creuse dans une goutte de bouillon, à la température de Fétuve. C'est dans cette culture que le bacille se développe le mieux en longues spirilles qui peuvent avoir jusqu'à 20 et 30 circonvolutions (Flligge).
(b) Lait. — Le bacille du choléra pousse bien dans le lait, dont il ne cliange ni la couleur ni la réaction.
(c) Gélatine. — C'est le milieu de culture le plus utile, en ce qu'il donne des réactions caractéristiques.
Le bacille-virgule sera ensemencé dans la gélatine par piqûre, et aussi cultivé sur la gélatine en plaques.
1. Ensemencement par piqûre. — Le développement est relativement lent et l'aspect caractéristique n'apparaît qu'au bout de 3 ou 4 jours. A ce moment on constate que la surface de la gélatine s'est creusée, s'est déprimée à la partie supérieure du trajet de la piqûre, ce qui donne l'illusion d'une bulle d'air emprisonnée; autour de cette partie déprimée, la culture d'aspect blanchâtre floconneux a pris l'aspect d'un entonnoir : la gélatine est liquéfiée dans toute cette partie; sur le reste du trajet de la piqûre, au-dessous de cette sorte d'entonnoir, la liquéfaction commence à se prononcer; elle se fait de haut en bas sur tout ce trajet dans les jours suivants ; puis la liquéfaction progresse, et l'aspect caractéristique se perd; au bout de 7 à 8 jours la gélatine est liquéfiée dans les 2/3 supérieurs, elle contient un grand nombre de flocons blanchâtres ; la liquéfaction ne devient complète qu'au bout d'un temps plus long.
Il n'existe actuellement aucun microbe liqué-
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Ikuit la gélatine sous cet aspect tout spécial.
2. Culture sur plaiiucs. — La colonie du bacillevirgule prend sur la plaque de gélatine un aspect également caractéristique. Tout d'atord la colonie se développe sous la l'orme d'un petit disque blanc jaunâtre, à contours irréguliers, ondulés. Mais dès le 'i" ou 4" jour la colonie s'est élargie, et, liquéfiant la gélatine, elle a pris une figure toute particulière.
Examinée à un faible grossissement, elle montre un ceH<)-e granuleux, autour de ce centre un cercle granuleux, ondulé, sinueux ; enfin au delà un deuxième cercle clair non granuleux; la gélatine est liquéfiée dans tout l'espace inclus dans le premier cercle.
La liquéfaction augmentant, la colonie perd bientôt son aspect caractéristique.
(d) Gélose. — Le bacille du choléra asiatique se développe bien sur la gélose; en 24 heures àTétuve, la culture est abondante; elle est blanche, sans caractère spécial.
(ej Pomme de terre. — Sur la pomme de terre ensemencée, et placée à l'étuvc, apparaît en 24 heures une culture épaisse, de couleur brun clair, café au lait.
En résume, le bacille du choléra asiatique possède un aspect morphologique assez spécial, mais qui ne lui est pas exclusif, ainsi que nous le verrons tout à l'heure ; il a des réactions de cultui'c sur gélatine qui lui sont, à l'heure actuelle, absolument particulières et le caractérisent pleinement.
Réaction chimique des cultures du bacille-virgule (Choléra-Iloth).
Si on ajoute, même ilès les premières heures qui suivent l' ensemeneemenl , ;ï une (uilture pure de bacille du choléra dans du bouillon ii à 10 p. 100 d'acide clilorliydrif|ue pur, on observe au l)out de quelques ni inu tes u ne co/ora/ionrosc-'Uio/ei, dont Tiui>ri. DR Micnoiiiii. 20
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lensité croît rapidemenL pendant une demi-heure. Seul de tous les bacilles connus acluellement, en dehors du bacille-virgule, celui de Finkler, après jours de culture à 37", donne cette même coloration, mais moins prompte ment.
Cette réaction colorante connue sous le nom de Choléra-Roth est donc un signe de premier ordre, caractéristique du bacille-virgule (0. Bujvid, An- 7iales Pasteur, 1887 et 1888).
IV. Localisations du bacille-virgule dans 1 organisme des cholériques. — Diagnostic microbiologique d'un cas de choléra.
Le bacille-virgule n'existe que dans l'intestin des cholériques ; il a été vainement cherché dans les autres parties de Vorganisme. Les cas les plus favorables à sa recherche sont les cas foudroyants dont nous parlions ci-dessus : le liquide à grains riziformes qui remplit l'intestin grêle est souvent, dans ces cas, une culture à peu près pure du bacille.
Lorsque la survie a été plus longue, par exemple lorsque le malade succombe dans le cours de la période algide, le liquide intestinal contient toujours le bacille-virgule, mais associé à des germes étrangers qui augmentent avec la durée de la maladie, et qui peuvent arriver à dominer et masquer le bacille virgule ; à cette période celui-ci a pénétré dans la muqueuse intestinale, à la faveur de la desquamation épithéliale, ainsi que le montrent les coupes de cette muqueuse.
Dans la période de réaction, rinlestin ne contient plus que des microbes étrangers : le bacille virgule a disparu.
La diarrh,ée des cholériques, qui n'est que le résultat de l'expulsion, pendant la vie, du liquide intestinal que nous venons de décrire sur le cadavre, contiendra donc au début presque exclusivement le
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bacille-virgule; plus l'évolution sera longue et plus les microbes étrangers apparaîtront, et augmenteront jus(iu'ù masquer le bacille pathogène dans la diarrhée (1) ; enfin à la période de réaction le bacille-virgule aura complètement disparu.
La preuve de l'existence du bacille cholérique sera donc fort aisée à faire tant sur le cadavre que
(1) Voici un moyen ingénieux dont nous empruntons la description il M. Van Hrnieugem (in Ijiz/.ozero et Firkclt, p. 320), moyen qui parait donner de bons résultats dans cette reclierclie délicate.
11 a pour but de l'aire développer le bacille-virgule en si petite quantité qu'il soit dans les selles, do façon à ce que la recherche en soit ensuite rendue aisée.
Il On place dans une des cloches disposées en chambre humide servant à la culture sur pomme de terre, etc., et au besoin dans une soucoupe ou une assiette plate recouverte d'une cloche, un morceau de toile replié en huit doubles, ou une feuille de papier à filtrer qu'on imbibe d'eau. On y étend quelques centimètres cubes de la matière intestinale, et on laisse le tout exposé pendant quelques heures à une température assez élevée. S'il existe dans le liquide intestinal des microbes cholériques, même en quantité infiniment petite proportionnellement aux autres micro-organismes, il ne tarderont pas, grâce i leur multiplication extrêmement rapide, à s'accumuler à la surface du linge et à le recouvrir entièrement. Leur nombre en [i heures sera ,isse/. grand pour (|uo les autres bactéries soient pour ainsi dire perdues dans leur masse.
« On peut aussi mélanger les liquides diarrhéiques avec delà gélatine nutritive diluée à 1/10°, ou du bouillon stérilisé, de façon à obtenir un milieu de culture liquide qui favorisera davantage encore l'accumulation des virgules à leur sui'face. Gr?ice à leurs mouvements propres, et à leur avidité pour l'oxygène libre, elles ne tarderont pas à y former une abondante végétation. ,I'ai employé ce procédé avec les meilleurs résultats dans les conditions suivantes : je délaye une centaine de centimètres cubes de la matière intestinale dans une quantité double ou triple de bouillon de bœuf salé et légèrement alcalinisé; le mélange est versé dans un vase à fond l)lat, de manière à ce que le liquide soit en couche peu épaisse de 3 à 4 centimètres de haut, et largement exposé à l'air. On a soin, en outre, de placer le récipient dans un incubateur h 37° pendant
12 à i!4 heures, ou à défaut de cet appareil, au voisinage d'un foyer. "
r,c bacille-virgule ainsi rendu abondant et prédominant sur tous les autres organismes concomitants sera plus aisément décelé par Texamen microscopique et la série des épreuves de culture.
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dans la diarrhée du sujet malade au début, mais deviendra de plus en plus difficile à mesure que l'évolution s'avancera.
L'examen microscopique du liquide intestinal et des grains riziformes qui suffirait presque, dans les cas types du début, serait impuissant à établir le diagnostic bactériologique dans les cas plus anciens.
On a proposé, dans les cas où le bacille-virgule se trouve associé à un plus ou moins grand nombre de germes étrangers, de mettre à prolit la propriété que possède le bacille-virgule de se décolorer par le procédé de (iram pour en rendre la recherche plus aisée : la lamelle chargée du pro duit intestinal sera traitée par la méhodede Gram (violet de Gram, liqueur iodo-iodurée, alcool), puis, après décoloration, passée dans une solution hydroalcoolique de fuchsine, ou de rouge diamant. Les microbes intestinaux vulgaires garderont pour la plupart la coloration première, c'est-à-dire le violet; les bacilles du Choléra, décolorés par l'alcool, prendront la deuxième coloration, c'est-à-dire le rouge. Cette méthode est intiiressante et peut à l'occasion rendre quelques services, mais elle ne vaut pas, et de beaucoup, la méthode d'isolement- du bacille par les cultures sur plaques de gélatine.
Le procédé le plus sûr, en effet, pour mettre en évidence le hacille-viriiule dans le contenu de l'intestin à toutes les périodes où il s'y trouve, est lu culture sur plaques de gélatine.
Nous avons décrit ailleurs la technique de cette culture ; nous avons décrit ci-dessus l'apparence des colonies du i)acille-virgulc; nous n'avons plus à y revenir.
Le bacille isolé par cette métiiode, on complétera la démonstration par des ensemencements en piqûre sur la gélatine, des ensemencements
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sur pomme de terre, sur gélose, dans le Ijoiiilloii, en même temps qu'on vérifiera par l'examen microscopique les caractères morphologiques, biologiques et de coloration du bacille cultivé.
Les caractères divers du bacille-virgule, et en particulier la culture sur gélatine, sont à ce point typiques qu'il ne pourra exister aucun doute après la série des opérations que nous venons de passer en revue.
Lorsque Kocli publia ses premiers travaux, il lui fut l'ait de nombreuses objections, et la forme en virgule fut retrouvée et décrite par divers auteurs sur d'autres bacilles de diverses provenances.
De plus, parmi ces bacilles en virgule d'origines variées, ceux que Finklcr et Prior avaient trouvés dans les matières diarriiéiques de soi-disant cas de choléra nostras, ceux que Deneke avait rencontrés sur de vieux fromages, liquéfiaient la gélatine, et prenaient sur les plaques et dans les ensemencements en piqûre une apparence un peu analogue à celle du bacille-virgule.
En réalité il n'y a entre les bacilles-virgules de Kinkler et Prior et Deneke et le bacille du Choléra asiatique aucune identité : Koch a parfaitement montré que la culture sur gi'lalinc en piqûre établit une différence radicale entre les premiers organismes et celui qu'il a découvert.
Dans cette culture les bacilles de Finkler et Prior se comportent d'une façon toute différente de ceux de Rocli.
« Cultivés dans les mêmes conditions (jue les l)acillcs de Koch, ils ont pour lésultat de former, déjà après 48 heures, un canal assez gros ressemblant à un sac remi)Ii par un liquide trouble.
« Après 24iicures, encore la liquéfaction ;tttcint les parois du tube; la partie supérieure de la gélatine est presijue entièrement liquéliée, et la
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partie profonde du canal s'est élargie en proportion (Flûggc
Quant au ijacille de Deneke [Spirilluin tyrogcnum), voici les caractères de son ensemencement dans la gélatine en piqûre :
« La liquéfaction de la gélatine est beaucoup plus énergique que par le bacille du Clioléra. mais pas aussi iorte que par le bacille de Finlder...
« Il se produit à cet endi^oit (sur le trajet de la piqûre) un canal en forme de sac occupé par la gélatine liquéliée. De ce point la liquéfaction s'étend alors, ultérieurement, à toute la gélatine » (Fliigge).
V. Recherche du bacille de Kooh dans les linges souillés par les déjections cholériques, dans l'eau, etc.
On peut avoir à rechercher dans quelques circonstances le bacille du Choléra dans les linges souillés par les déjections des malades. Cette recherche se fera sur les matières qui contaminent le linge comme elle se fait dans la diarrhée des sujets. Nous avons ci-dessus insisté sul'lisarament sur ce point.
Recherche dans l'eau. — Koch a, pendant son séjour dans Tlnde, retrouvé le bacille-virgule dans une mare où les Indous du voisinage, cliolérisés à ce moment, venaient chercher leur eau potable en même temps qu'ils y faisaient leurs ablutions, et y déposaient leurs matières fécales.
Le meilleur moyen de déceler le bacille-virgule dans une eau suspecte serait, le cas échéant, la méthode des cultures sur plaques, suivie de toutes la série des cultures et dos examens appropriés.
VI. Choléra expérimental
La série des expériences que l'on peut tenter sur les animaux avec le bacille-virgule est des plus
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rcslroiules ; seul le cohiivc peut être lué jiar Vingestion de cultures luires, el seulemeul encore f^n'ice il un disposlLif expérimental tout particulier. 11 i'aut d'abord alcaliuiser le contenu stomacal de l'animal, en lui injectant à la sonde une soluiion de carbonate de soude à îi p. 100; après 20 minutes on injecte dans l'estomac la culture du bacille-virgule, et immédiatement on fait pénétrer dans la cavité périlonéale, à la seringue de Pravaz, une quantité de teinture d'opium qu'il faut porter à 1 centimètre cube par 200 grammes du poids de l'animal.
«Après que l'on a administré cette dose d'opium, il survient une somnolence qui dure une demiheure à une heure; ensuite l'animal redevient tout à fait bien portant. Le soir du jour même, ou le jour suivant, les animaux perdent l'appétit, ils ont un aspect- maladif ; peu à peu on voit apparaître une faiblesse des extrémités postérieures ressemblant à de la paralysie. La respiration devient rare, et se ralentit. Ensuite les phénomènes graves de collapsus apparaissent ; il se produit un refroidissement sensible, notamment à la tète et aux extrémités; enfin la mort survient.
« A l'autopsie on trouve l'intestin grêle fortement tuméllé, et rempli par un liquide incolore, aqueux, floconneux. L'eslomac et le cœcum ne contiennentpas, comme d'ordinaire, des massessolides, mais une grande quantité de liquide.
« Le contenu de l'intestin grêle est composé presque exclusivement par une culture pure de bacilles-virgules » (Fliigge).
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FIÈVRE typhoïde
La fièvre typhoïde est une affeclion qui n'atteiut que l'homme et dont les deux principaux éléments sont, ainsi que l'indique le nom, la jicvrc à type continu, et Vabattemcnl.
On connaît en vétérinaire une affection éqinne qu'on désigne sous le nom de fièvre tijphoide, maladie « infectieuse et contagieuse, caractérisée cliniquement par la sliipéfaction des sujets, et la coloration acajou lies muqueuses dès lupériodc d'invasion. »
Dans ces derniers temps M. Sorvoles a cherché à démonti'er l'identité parfaite des deux affections typhoïdes de l'homme et du cheval. Cette thèse est radicalement fausse; il n'y a entre l'aOeclion humaine et l'affection équine qu'une identité de nom et nullement de nature (t).
C'est à Eberth qu'on doit les premières notions précises sur le bacille pathogène de la fièvre typhoïde (1880-1881), dont il démontra d'abord la présence sur des coupes non colorées de rate et de ganglion mésentérique : il n'est donc que juste de donner à ce micro-organisme le nom de bacille d'Eberth.
(1) M. Nocaril, (hiiis uue tie ses oln'iiiiic|uos du Jtecueil lie médicine vétérinaire (15 juiu 1888), a résumé les diRereuces radicales qui séparent ces deux uli'ections : le bacille d'Eberth, constant dans la rate de l'honinie typliique, lait constamment défaut dans la rate du cheval typhiqiie; l'inoculation ou l'ingestion de cultures fraîches du bacille d'Ebcrlh uc provoque chez, le cheval aucun symptôme qui puisse rappeler l'aMcclion humaine ou oquiue.
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Koch conlirma, peu de temps après, la ilécouverlo d'Ebci'th.
(laiïky consacra au bacille d'Eberlh un travail fort complet : c'est à lui que nous devons les premières cultures de ce bacille.
En France, nos amis Chantemesse et Widal ont publié en 1887, dans les Archives de phydologie, un excellent article sur le bacille typhogène et son rôle étiologique : nous lerons à leur travail de larges emprunts.
II. Anatomie pathologique et modes de propagation de la fièvre typhoïde.
Les lésions primordiales de la fièvre typhoïde affectent l'intestin, la rate et les ganglions nif'senlériqnes : infiltration et nécrose ulcéralive des plaques de Peyer et des follicules clos de l'intestin ; hypertrophie et congestion de la rate et des ganglions mésentériques : telles sont ces lésions capitales.
Mais les lésions la fièvre typhoïde, maladie générale, dépassent ordinairement ce cercle étroit : l'appareil respiratoire (ulcérations laryngées, congestion pulmonaire, pneumonie lobulaire) ;rappareil circulatoire (myocardite, artérite, phlébite) ; l'appareil urinaire (néphrite) ; les systèmes nerveux (congestions méningées) et locomoteur (dégénérescence vitreuse des muscles), sont généralement utteints à un plus ou moins haut ilegré.
Ce sont les matières fécales des ty|ihiques qui jouent le rôle d'agents de propagation delà maladie, et nous voyons ici la plus grande analogie étiologique entre le choléra et la (lèvre tvpiioïde. C'est l'eau potable souillée par les matières fécales typhifjues qui donne le plus ordinairement la lièvre tyiihoïde aux individus sains ; c'est en portant à la bouche leurs doigls souillés au contact d(>s linges salis par les déjections des malades, c'est en souil-
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lant avec ces doigts les matières alimentaires que les individus qui approchent et soignent un typhique contractent lu maladie : en un mot, c'est par le tube digestif que se fait l'infection.
L'air, ici comme pour le choléra, ne joue qu'un rôle tout à fait efl'acé dans la propagation de la maladie.
III. Le bacille d'Eberth. Coloration et culture de ce bacille.
D'une façon générale le bacille d'Eberth peut être décrit comme un « petit bâtonnet, arrondi aux extrémités, d'une longueur de 2 à 3 u. et trois fois plus long que largo (Ghantemesse et Widal).
Examiné sans coloration, ce bacille se montre extrêmement mobile. (Le bacille d'Eberth est non seulement mobile dans le champ du microscope, mais encore il présente un mouvement d'oscillation sur lui-même tout particulier. C'est une secousse de vibration pour les petits bacilles, de reptation pour les formes allongées (Ch. et \V.).
Le bacille d'Eberth se colore assez bien par les couleurs d'aniline en solution hydro-alcoolique très légère, mais la méthode de Gram ne réussit pas à le colorer : c'est là un caractère diagnostique fort important.
Coloré, le bacille de la lièvre typhoïde se montre sous plusieurs aspects :
C'est tantôt un bâtonnet pleinement coloré dont l'aspect reproduit celui que donne l'examen à l'état frais; tantôt, et c'est là un aspect qu'il ne prend guère que dans les cultures anciennes, c'est un filament allongé; tantôt enUn la couleur est localisée aux deux extrémités du bâtonnet, le milieu restant incolore : le bacille typhique a dans ce cas la forme, si fréquente chez tant de microorganismes colorés, d'un bacille à espace clair.
inÈVRE TYPHOÏDE.
Cette forme, rare dans les culLui'cs sur gélatine, apparaît parfois dans les cultures sur pomme de terre, et sur le Ijacille en provenance directe de l'organisme.
Sur les préparations colorées du bacille, et tout spécialement sur des bacilles en provenance de pommes de terre laissées plusieurs jours à l'étuve, on constate l'existence de spores, apparaissant à l'une des extrémités du bâtonnet sous forme d'une petite sphère, claire, réfringente (GafTky) (d).
Culture du bacille de la 4'ièvre typhoïde. — Le bacille de la lièvre tj'phoïde est indifféremment aérobie et anaérobie; il pousse en effet très vivement à l'abri de l'air (Roux).
La température qui convient le mieux à son développement varie entre 2'6 et 3.o". A 46° il cesse de se développer. Sa vitalité paraîtpersister longtemps dans les milieux de cultures.
Les milieux de culture artificiels les plus divers conviennent également pour les cultures en présence de l'air : bouillon, lait, gélatine, sérum, gélose, pomme de terre.
(a) Culture dans le bouillon. — En 24 heures le bouillon ensemencé avec le bacille typhique et mis à l'étuve devient trouble. «Abandonné pendant un certain temps à cette température (20 à Sb"), le bouillon laisse déposer au fond du vase un précipité blanc, et, au bout de quelques semaines, le
(1) Dans uu traviiil tout récent M. Bucluier nie eiitièrenicnt l'existence (le la sporo typhique telle que l'avait décrite Gad'ky. Les granulations brillantes de l'une des extrémités du bacille typhique ne sont pour lui (juc des concrétions proloplasmiques, se produisant uni(|u<'ment parce que la culture .sur pomme de terre devient peu i peu acide. Il suflit de rendre cette pomme de terre alcaline en la laissant séjourner, avant stérilisation, pendant quelques niiuutcs d(ins une solution de soude, pour que cet aspect spécial ne se produise plus jamais (Analyse Duclaux, in Annales Pasteur, octobre 1888).
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liquide perd son aspect, louche pour prendre une coloration rougo foncé » (Ch. et W.).
(6) Culture dans le lait et Vurine. — Le bacille typhique pousse l)ien dans le lait, en y prenant « des formes volumineuses » ; il se développe également dans l'urine stérilisée, alcalinisée (Seitzi.
(c) Culture dans la gélatine. — La culture du bacille typhique dans la gélatine présente des caractères tout spéciaux qui font de cette culture un des bons réactifs de ce micro-organisme.
Le bacille typhique. sera ensemencé dans la gélatine soit par piqûre, soit en strie. Il sera cultivé aussi sur la gélatine en plaques.
1 . Cidture dans la gélatine par piqûre. — « De petites colonies lenticulaires, jaunâtres, naissent dans la profondeur suivant la pointe d'enfoncement, tandis qu'à la surface se développe tantôt un disque mince, pelliculaire, transparent, à bords irisés s'étendant vers les parois du verre, tantôt, au contraire, une culture épaisse, opaque, très peu étendue, dont la dimension ne dépasse pas celle d'une lentille (Ch. et W.). »
La culture en strie et la culture sur plaques sont beaucoup plus caractéristiques que la culture par piqûre.
2. Culture en strie. — >< Après inoculation en strie sur tubes inclinés, la culture, dans les cas les plus caractéristiques, apparaît sous forme d'un voile mince, translucide, à reflets nacrés et bleuâtres, à surface granuleuse, et à bords irréguliers parfois serpigineu.x. L'accroissement commence api es 2 jours, marche très vite pour s'arrêter vers le neuvième jour, et la culture n'atteint jamais les parois du verre (Ch. et ^V.). »
3. Culture sur jUa'jUes de gélatine. — « Les formes prises par les colonies sur les plaques de gélatine ensemencées, suivant le procédé de Koch, méri-
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lent une description détaillée. Ce sont elles qui permettent d'isoler le germe typhique des autres microbes, et de le reconnaître dans l'eau, les matières fécales, les urines. 11 leur faut deux ou trois jours pour apparaître ; dans les cas types, elles se présentent larges comme une forte tète d'épingle, minces, pelliculaires, nacrées, transparentes, et les jours suivants, malgré l'accroissement de volume, la transparence et la teinte blanchâtre persistent. Au bout de cinq à six jours, elles ont atteint la dimension d'une lentille; leur contour est devenu irrégulier, découpé comme les côtes d'une lie, plus mince en général que leur centre, et leur surface est devenue granuleuse. Examinées à un faible grossissement (obj. 0 ou 1 de Vérick) elles paraissent parcourues dans toute leur étendue par des sillons plus ou moins marqués, parfois disposés d'une façon rectiligne comme les nervures d'une feuille. Souvent leur surface est plus tourmentée encore, ettoute la colonie semble formée de circonvolutions d'intestin grêle enroulées sur elles-mêmes. La combinaison de ces deux aspects, jointe à la coloration brillante de l'ensemble, donne quel- (juefois à la colonie l'aspect d'une montagne de glace» (Ch. et W.).
Malheureusement cet aspect si caractéristique, pour fréquent qu'il soit, nrnl pas constant, et la colonie du bacille d'Eberth prend parfois un aspect tout différent, et qui ne se signale par aucune particularité.
il) Culture sur (jf'.lose. — Elle se fait vite et ne présente aucune particularité. Sur la gélose glycérinée de Nocard et lAoux le développement est encore plus rapide et plus abondant.
e) Culture sur pomme de terre. — « La pomme de terre est le terrain de culture le plus précieux, celui qui donne la réaction la plus caractéristique :
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c'est le critcriiim le plus sûr pour le développement du bacille. 11 y prospère et se multiplie, mais sans culture apparente à l'œil nu; à peine aperçoit-on au bout de quelques jours, sur la strie d'inoculation, une traînée humide et souvent la tranche de pomme de terre doit être examinée sous un certain angle d'incidence pour que l'on puisse déceler la présence d'une culture.
« Lorsque la pomme de terre est très humide, on distingue sur sa tranche, au point d'ensemencement, une légère boursouflure dont l'aspect rappelle assez bien la surface glacée de certains gâteaux. Cette apparence est parfois si légère qu'elle peut passer inaperçue pour un œil inexpérimenté : elle est d'ailleurs beaucoup plus rare que la première » (Ch. et W'.).
IV. Localisation du bacille d'Eberth dans l'organisme. Sa recherche dans les pulpes, les liquides, les excrétions.
En règle générale le bacille typhique, recherché sur le cadavre, est d'autant plus abondant dans les tissus que la mort est survenue à une époque plus rapprochée du début de la maladie.
La recherche réussit bien, dans les cas favorables, même dans les autopsies faites après les 24 heures de délai légal.
Il y a deux manières de déceler la présence du micro-organisme dans les tissus, liquides, etc. : i" l'exainen microscopique sur lamelles et les coupes histologiques ; — 2° les cultures.
Le procédé des cultures est infiniment plus délicat et plus sûr; il permet de découvrir le bacille là où l'examen microscopique échoue en raison du petit nombre des organismes pathogènes, ou de l'impureté des produits sur lesquels porte l'examen.
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La ciillurc peut se faire direclemenL sur les milieux réactifs (gclaliue ensemencée par piqûre et par strie, et pomme de terre) lorsqu'il s'agit de pulpes pures; lorsqu'au contraire il s'agit de produits impurs tels queles matières fécales, etc., c'est à la culture sur gélatine en plaques qu'il faudra s'adresser : les colonies de bacilles typiiiques isolées purement par cette méthode seront ensuite cultivées dans la série des autres milieux.
Les lamelles chargées des produits typiiiques seront traitées par les couleurs d'aniline en solution hydro-alcoolique; les coupes de tissu seront, les méthodes de douljlo coloration échouant, traitées par les procédés de Lofller, de Kùhnc ou de Ziehl.
Le lecteur connaît les procédés de Lôffler et de Kiihne. Voici le procédé de Ziehl qui donne de bons résultats.
La coupe est plongée pendant une demi-heure dans le liquide ci-dessous :
Eau distillée 100
Fuclisiuc 1
Acide phéaiquo 5
Elle est ensuite lavée dans de l'eau distillée contenant 1 p. 100 d'acide acétique, puis on décolore, et on déshydrate par l'alcool et on monte.
Il arrive quelquefois, dans les coupes de tissii, (juc des masses bacillaires sont prises pour des colonies de bacilles typiiiques, alors que ce sont des amas de bacilles de la putréfaction. Il existe un moyen très simple de faire la différence, c'est de soumettre les coupes au procédé de (jram qui di'colorelos bacilles de la fièvre typlioïdc, et colore les bacilles de la putréfaction.
Ceci posé, voici les principales localisations du bacille d'Eberth dans les tissus du cadavre :
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Il existe conslcamment dans la rate, le foie, les ganglions mésenlériques et les plaques de Peyer ; il se trouve accessoirement, mais non toujours, dans le muscle cardiaque, le poumon, les méninges, le testicule.
11 n'existe jamais dans le sang.
La présence constante du bacille d'Eberth dans la rate des sujets morts pendant l'évolution de la maladie a inspiré à quelques microbiologistes l'idée de le rechercher sur le vivant : le succès est assuré dès le dixième jour.
La peau du sujet sera désinfectée avec soin par un savonnage minutieux, un lavage au sublimé, puis à l'alcool. On enfoncera en pleine matité splénique un petit trocart à fin canal, bien désinfecté, et on ensemencera immédiatement le produit retiré de la rate par la ponction.
Cette recherche tentée déjà avec succès par Philippowicz et Lucatello a été faite maintes fois et toujours avec succès par MM. Chantemesseet Widal ; c'est une opération simple, qui, pratiquée avec toutes les précautions antiseptiques voulues, n'offre aucun danger et peut à l'occasion devenir un moyen de diagnostic efficace.
La recherche du bacille d'Eberth, pendant la vie des typliiques, peut encore se faire dans le sang, l'urine et les inaltérés fécales.
Jamais le bacille n'existe dans le sang du sujet vivant pas plus que dans le sang du cadavre.
Il apparaît dans l'urine, mais seulement dans l'urine albuminurique, c'est-à-dire que la lésion du rein est nécessaire pour lui frayer une voie au dehors.
Il se trouve dans les matières fécales, non pas à toute époque, mais quand les ulcérations des plaques de Peyer l'ont versé dans le canal intestinal.
La recherche dans les matières fécales est déli-
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cale, ù cause du grand nombre de microbes étrangers qui pullulent dans les selles et liquéfient les plaques de gélatine ensemencée avant tout examen utile.
MM. Chantemcsse et Widal ont indiqué un procédé qui permet d'éliminer une partie de ces micro-organismes, et en tout cas ceux qui liquéfient la gélatine.
11 suffit d'ajouter 4 à .t gouttes d'acide phénique à 1/20° aux tubes de gélatine qui ont reçu l'ensemencement direct de selles tvphiques. 11 est inutile de pliéniquer la gélatine des tubes qui recevront la dilution des premiers.
L'acide phénique à cette dose n'entrave nullement le développement du bacille typhique.
V. Recherche du bacille typhique dans les eaux
Avant la découverte du bacille typhique le rôle étiologique de l'eau potable avait été mis hors de doute par des observations incontestables. Il était désirable devoir les microbiologistes faire la preuve réelle de ce rôle en démontrant la présence du bacille d'Eberth dans les eaux incriminées en temps d'épidémie.
Cette démonstration a été faite d'abord en Allemagne par Michael et Mers ; elle a été faite chez nous pour la première fois par MM. Chantemesse et Widal à propos d'une épidémie de maison a Paris, d'une épidémie à Piorrcfonds, et enfin à Clcrmont-Ferrand.
L'im de nous a trouvé le bacille typhique dans l'eau de Seine à Ivry, en amont de Paris, à l'endroit même où la machine élévalrice municipale puise l'eau pour le service de la ville. M. Loir a depuis fait pareille constatation dans l'eau do la Seine à J'aris. Les recherches de cet ordre se sont multi-
MALADIES MICROUIENNES.
pliées depuis lors tant en France qu'à l'étranger.
La base de cette recherche est la culture sw plaques de gélatine de l'eau suspecte, avec addition d'acide phénique (4 à o gouttes d'acide à 1/20") dans les tubes de gélatine ensemencés directement avec l'eau.
On conçoit combien cette recherche est délicate pour peu que le bacille soit rare dans l'eau examinée, et à quel degré il faut souvent multiplier les examens avant d'arriver au résultat voulu.
M. Loir nous semble avoir introduit un perfectionnement très sensible dans cette technique, en faisant passer l'eau suspecte en grande quantité dans un filtre Chamberland, qui ne laisse point passer les micro-organismes, et en faisant ensuite porter son examen sur le résidu où s'accumulent les microbes.
VI. Expérimentation sur les animaux
Gaffky fit le premier des tentatives d'infection des animaux par le microbe typhique : il échoua constamment sur le singe, le lapin, le cobaye, le rat blanc, la souris, le pigeon, la poule et le veau : il expérimentait par ingestion, injection intraveineuse et inoculation intra-péritonéale.
En 1886 E. Frânkel et Simmonds, opérant par injection intra-veineuse ou intra-péritonale, réussirent à infecter quelques lapins et souris et un cobaye, qui moururent avec l'hypertrophie de la rate, des ganglions mésentériques, des plaques de Peyer. Le bacille d'Eberth fut toujours retrouvé dans la rate.
MM. Chantemesse et Widal ont à leur tour fait une série d'expériences avec le bacille typhique, fraîchement retiré du corps humain soit sur le vivant, soit sur le cudavre.
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Voici le résumé somiiuiire de ces expériences que nous empruntons à leurs auteurs.
Il L'inoculation dans le péritoine des souris, de 1 centimètre cube de bacilles typhiques cultivés à la température ordinaire, détermine chez ces animaux une septicémie qui les tue le plus souvent en 24 heures.
" Les inoculations faites dans le tissu cellulaire, avec des cultures prises à la surface de la gélatine, déterminent une septicémie qui évolue beaucoup plus lentement, qui tue le plus souvent en 10 ou 12 jours. Les microbes trouvés à l'autopsie sont alors moins nombreux.
« Les inoculations faites dans le péritoine des cobayes réussissent à peu près dans la moitié des cas, et la mort survient en général après un ou deux jours.
« A l'autopsie de tous les animaux mentionnés, on retrouve des cultures de bacille typhique dans les ganglions raésentériques, dans le foie, la rate, souvent dans les poumons, quelquefois dans le cerveau.
<< Les inoculations faites chez les lapins, dans le péritoine ou les veines de l'oreille, déterminent des symptômes tels que fièvre, diarrhée, amaigrissement rapide survenant après une période d'incubation de quelques jours ; souventl'animal résiste et guérit; la mort, du moins immédiate, est exceptionnelle.
'< Quatorze jours après l'inoculation, nous avons trouvé des lésions rappelant celles de la fièvre typhoïde, et le bacille persistait vivant dans les organes. »
De ces expériences on j)eut conclure que le bacille d'Eberth peut sur quelques animaux, et tout particulièrement la souris, provoquer une septicémie mortelle.
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LÈPRE
C'est à A. Hansen que l'on doit la démonstration de la nature bactérienne de la lèpre.
La lèpre (1) qui n'existe plus guère en Europe, si ce n'est dans les contrées du littoral de l'Espagne, de la Grèce et de la Norvège, est une affection caractérisée par le développement de nèoplasies bacillaires au niveau des téguments cutanés et muqueux, des nerfs, dans les ganglions lymphatiques et dans quelques viscères.
Localisée a la peau, aux muqueuses ainsi qu'aux vaisseaux ganglionnaires lymphatiques correspondants, l'affection prend une forme spéciale : c'est la lèpre tuberculeuse, caractérisée par le développement sur le tégument externe (et surtout la face et les mains) et sur les muqueuses biicco-pharyngienne et laryngée, de tubercules saillants qui s'ulcèrent, et mutilent le malade, détruisant les narines, ampulant les phalanges, etc.
Localisée aux nerfs l'affeclion est connue sous le nom de lèpre aneslhésique ; elle se caractérise par l'apparition de plaques cutanées plus ou moins
(I) Nous n'avons eu que rarement l'oecasioa de faire l'examen de tissus lépreux ; nos connaissances personnelles sur le bacille de la lèpre sont donc très bornées. Nous avons surtout emprunté la substance de c<:l article au livre de MM. Cornil et Babès, et à la très intéressante communication de M. Besnier à l'Académie de Médecine (11 octobre IS87) à laquelle nous renvoyons nos lecteurs ponr tous les détails sur la contagion de cette afl'ection, etc., etc.
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larges, rappelant colle du vitiligo : ces plaques sontauesthésiques. Aleur niveau la peau s'atrophie, se rétracte, et la lèpre aneslhésique mutile ainsi les extrémités des doigts et orteils, dont une ou plusieurs ])halanges se trouvent spontanément amputées.
Les deux fornu^s de la lèpre (tuberculeuse et anesthésique) sont le plus souvent associées : la la lèpre est alors mixte.
La lèpre est une maladie exclusive à l'iiomme; il n'existe chez l'animal aucune aflfection analogue, et tous les essais expérimentaux tentés sur l'animal (chien, porc, lapin, etc.) pour lui transmettre la lèpre ont absolument échoué.
Les quelques essais d'inoculation pratiqués d'homme à homme n'ont pas non plus donné de résultats.
La lèpre est cependant transmissible, ainsi qu'en témoignent quelques laits positifs, irrécusables, contre lesquels ne saurait prévaloir la série des faits négatifs invof[ués par les anticontagionnistes.
L'hérédo-contagion delà lèpre est certaine.
La lèpre peut être transmise par la vaccination, si le vaccinifère auquel on emprunte le liquide vaccinal est lépreux^
III. Le bacille de Hansen. Sa localisation dans l'organisme lépreux.
Le bacille de la lèpre, ou bacille de Hansen, est un fin bacille, de 4 à 6 |/. de long et de moins de 1 p.delargc, très voisin comme forme, dimensiou, aspect et réactions de coloi'ution, du l)arille de la tuberculose.
Il se trouve par myriades dans les lésions
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lépreuses, et c'est là un caractère important qui déjà le différencie du bacille de Koch, dans la plupart des cas.
Sa forme est plus régulière, il est aussi plus droit que le bacille de la tuberculose.
11 se colore bien par la méthode d'Ehrlich et présente ainsi traité, comme le bacille de Koch, un aspect granuleux tout spécial résultant de la succession de zones claires et de zones colorées ; mais il se colore beaucoup plus rapidement que le bacille de la tuberculose dans la liqueur d'Ehrlich, et résiste plus longtemps à la décoloration par l'acide azotique.
Baumgarten a proposé d'utiliser celte propriété du bacille de Hansen pour le difTérencier du bacille de Koch dans les cas douteux : un séjour de cinq minutes danslaliqueur d'Ehrlich, avecdécoloration consécutive par l'acide azoticiue à un dixième, suffit pour colorer le bacille de Hansen, tandis (jue le bacille de Koch i-esle incolore, traité par ce procédé rapide.
Le bacille de la lèpre peut encore être coloré par les couleurs d'aniline simples, avec décoloration par un acide ou l'alcool, procédé qui ne convient pas au bacille de la tuberculose, mais la méthode par excellence pour les lamelles chargées de produits lépreux ou pour les coupes est la méthode d'Ehrlich, telle qu'elle se pratique pour colorer le bacille de Koch.
Les diverses localisations du bacille de Hansen dans les lésions lépreuses ont été parfaitement résumées par M. Besnier, à qui nous emprunterons la substance des quelques lignes suivantes.
1° Liquides de l'organisme. — A. Le sang. — « A aucune épo(|ue de la lèpre le sang ne contient le bacille en permanence. » Peut-être, dans la période des éruptions intermittentes et fébriles, le
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bacille apparait-il dans le sang, mais des observateurs de la valeur d'Arning n'ont jamais pu l'y déceler : la règle est donc rabscnce du bacille dans le satuj. »
B. La lymphe. — C'est certainement « dans les points où elle peut être stagnante — réseau étoilé du derme, lacunes de la trame lamineuse, gaines lymphatiques des nerfs et des ganglions — le liquide de culture par excellence des microphytes de la lèpre. »
C. Les sécrélions normales et pathologiques et les excrétions.
L'urine ne contient jamais de bacilles.
» Les larmes, lemucus nasal, la Aw/ive pullulent de bactéi'ies lépreuses dans tous les cas où les surfaces oculaire, nasale, bucco-pharyngienne sont lépromaleuses.
Dans les cas de lèpre du côlon et du rectum les mulicres intestinales contiennent le bacille.
Le mucus utérin et les sécrétions vaginales ne contiennent jamais le bacille lépreux.
« Les liquides pathologiques exsudés au niveau des léprides buUeuses directes ou bacillaires (pemphigus lépreux des auteurs), ou ceux qui s'écoulent de la surface des léprides ulcéreuses, gangréneuses, contiennent des bacilles en plus ou moins grande abondance.
L'A lymphe et les croates vaccinales chez les sujets lépreux ne contiennent jamais le bacille. 2" Tissus, oiiGANEs ET APPAREILS. — A. Tégumcnl. — « Sur le tégument, on trouve le bacille partout, mais particulièrement dans la partie succulente du chorion, le réseau lymphatique cloisonné, les espaces lymphatiques étoiles, l'atmosjjhère conjonctive des capillaires dermi({ucs et hypodermi(|ues et des dernières ramifications nerveuses. Sauf violation mécanique, l'épidcrme proprement dit reste
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indemne. » Il en csL de nième dos glandes sudoripares, des follicules pileux et sébacés pilaires.
B. Muqueuses. — « Les muqueuses de rapport, oculaire, nasale, Iniccopharyngienne, laryngée, foisonnent de bacilles dans les cas de lèpre Icgumentaire, ou de lèpre mixte. » A l'exception des muqueuses du rectum et du côlon, les muqueuses viscérales ne sont guère atteintes, et les muqueuses utérine, vaginale et vésicale restent indemnes.
C. Vaisseaux sanguins. — « Les capillaires des régions envahies sont entourés ou encombrés de l)acilles emboliques. »
I). Vaisseaux lympJiatiques. — Vaisseaux et ganglions sont le siège constant et essentiel du bacille.
E. Système nerveux. — Le système nerveux central est généralement indemne; c'est dans les cordons nerveux au delà des plexus ou dans les ramifications terminales de deuxième rang que siège le bacille.
F. Viscères. — Les lésions lépreuses viscérales sont moins connues, mais tout aussi réelles que les autres lésions : le foie, le poumon, le testicule, le rectum, le côlon sont les principaux organes atteints par le bacille lépreux. Mais c'est surtout dans la: moelle osseuse et dans la rate que le microbe trouve le milieu le plus favorable à son développement. Il y existe, à l'état de culture pure, en quantité prodigieuse (Nocard et. Roux).
L'appareil génito-urinaire de la femme reste toujours indemne.
IV. Culture du bacille de la lèpre
Un seul microbiologiste, M. Bordoni Uffreduzzi, aurait jusqu'ici réussi à cultiver le bacille de Hansen : il aurait obtenu les cultures, avec de la
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semence prise dans la moelle osseuse, sur du sérum additionné de glycérine et de peptone, placé à la température de 33°-3n". La gélose glycériiiée lui aurait aussi donné de bons résultats, mais la gélatine, la pomme de terre et le bouillon échouent.
A notre connaissance tous ceux qui ont essayé de reproduire les résultats de M. Bordoni Uffreduzzi ont échoué; des expériences de contrôle seraient nécessaires pour mettre hors de toute contestation la possibilité de culture du bacille de Hansen.
PNEUMONIE FIBRINEUSE
I. Historique
La pneumonie fibrineuse de l'homme qui a, jusqu'à CCS dernières années, passé pour le type des maladies inflammatoires simples, non spécifiques, des maladies a frigm^e, est une maladie infectieuse, à contagion limitée, mais certaine, ainsi qu'en témoignent les épidémies de maison, de familles, de villages, de prisons, etc.; l'agent pathogène de la pneumonie habite normalement la salive de certains individus.
« C'est au laboratoire de M. Pasteur qu'a été découvert en 1881 le microbe qui s'est trouvé être celui de la pneumonie fibrineuse. M. Pasteur et ses collaborateurs l'ont rencontré dans la salive d'un enfant mort de rage, l'ont isolé, cultivé dans l'excellent milieu nutritif que donne le inélang(; de bouillon de veau et de sang de lapin; ils ont
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décrit sa forme caractéristique de diplococcus entouré par une auréole claire. Ils ont montré aussi que ce microbe est inofîensif pour les oiseaux, et provoque chez le lapin une septicémie siiraiguë, au cours de laquelle on le voit apparaître dans le sang des animaux malades, en même temps que la fièvre, déjà 9 heures après l'inoculation sous-cutanée. La mort survient en moins de 36 heures. A l'autopsie, on ne trouve presque rien à l'endroit de l'inoculation, mais il y a de l'œdème des poumons, de l'hyperémie de la trachée, et une masse de microbes dans le sang.
ce On a constaté aussi que ce microbe est très facilement arrêté dans son développement, et périt dans les cultures sous l'influence de l'oxygène de l'air; qu'avant de mourir il s'atténue; que les lapins inoculés par le microbe atténué ne meurent pas et deviennent réfractaires vis-à-vis du virus virulent...
c< M. Pasteur avait trouvé, pour la première fois, ce microbe dans la salive d'enfants morts de rage, puis dans celle d'enfants morts de broncho-pneumonie, et enfin dans la salive de personnes bien portantes » (Gamaléia, Annales Pasleitr, 1888).
En 1881, Friedlândcr décrivit comme agent pathogène de la pneumonie libriiieusc chez l'homme un coccus ellipsoïde, capsulé, poussant à la température ordinaire sur la gélatine, et donnant une culture en forme de clou; le microbe de Friedlander inoculé aux cobayes et aux souris leur conférait une septicémie spéciale avec pleurésie et noyaux d'hépatisation pulmonaire; le lapin était réfractaire.
En 1881, Sternberg retrouvait le microbe de Pasteur dans la salive et le rencontrant, d'autre, part, dans les crachats et l'exsudat pneuinonique,, l'identifiait au pneumocoque de Friedlânder.
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En réalité le microcoque découvert par Pasteur dans la salive, retrouvé par Sternberg, est bien l'agent de la pneumonie, mais il n'a rien de commun avec le microcoque de Friedliinder, qui n'est probablement qu'un saprophyte sans aucune influence sur la genèse de la pneumonie.
A l'histoire bactériologique de la pneumonie s'attachent principalement les noms de ïalamon et Fninkel.
En 1883, Talamon signalait dans l'exsudat pneumonique un microbe lancéolé, le plus souvent en diplocoque, qu'il cultivait dans le bouillon Pasteur, et qui inoculé dans le poumon du lapin provoquait le développement de pneumonie, de pleurésie, et de péricardite tîbrineuses. Le sang des sujets inoculés fourmillait de coccus lancéolés semblables à ceux de l'exsudat pneumonique.
En 1883, Frânkel montrait le rôle du microbe de la septicémie salivaire dans la pneumonie, et dans une série de recherches établissait nettement l'inlluence pathogène exclusive de ce microbe.
On doit à M. Netter de beaux travaux sur le pneumocoque de Talamon e( Friinkel, sur sa présence dans la salive normale, son rôle dans la genèse de la pneumonie et sur la contagion de cette affection.
Enfin dans les Annales Pu sieur de 1888, M. Gamaleia a donné la relation de bien remarquables expériences faites sur les animaux avec le pneumocoque, pour lequel il propose la dénomination de Streptococcus lanceolatus Pasleiiri.
II. Le pneumocoque. Caractères morphologiques et coloration. Localisation chez le pneumonique, Le pneumocoque clans la salive.
Le pneumocoque se présente sous la forme arrondie ou ovalaire ; légèrement effilé à ses extrémités, lancéolé ou en forme de grain d'uryv, il
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affecte ordinairement la disposition en diplocoque et parfois en chaineltes de 3 ou 4 diplocoques. Sa longueur est de 0 u. 50 à 0 fj. 7o, il est moins large que long; il est entouré d'une auréole claire ou capsule, que la coloration met bien en évidence.
La coloration du pneumocoque est facile avec toutes les couleurs d'aniline ; le violet de gentiane réussit particulièrement bien; le pneumocoque prend la coloration par le procédé de Gram, ce qui en facilite singulièrement l'étude dans les coupes.
Chez le pncumonique, au cours de l'alTection, on pouira facilement se procurer le pneumocoque; une ponction capillaire du poumon faite avec les précautions antiseptiques voulues fournira l'exsudat pathologique qui, coloré sur lamelles, se montrera rempli de streptocoques lancéolés.
Les crachats rouillés, qui ne sont que la manifestation extérieure de l'exsudat pneumonique, montreront eux aussi le pneumocoque.
Sur le cadavre pneumonique, et j^ourvu que la mort soit assez précoce, il sera facile de démontrer le pneumocoque dans l'exsudat inflammatoire et dans les coupes de poumon. Mais ce n'est pas tout encore : lorsque la pneumonie s'est compliquée soit de pleurésie, soit d'endocardite végétante, soit de péricardite, soit de méningite, le pneumocoque est présent dans le liquide pleural, dans les végétations endocardiques, dans le liquide péricai'dique et dans les méninges.
Le sang ne contient le pneumocoque que très exceptionnellement.
Le pneumocoque se trouve à l'état de santé normale dans la salive de certains individus; nous avons énoncé le fait plus haut en disant que le microbe de la septicémie salivaire de Pasteur n'est autre que l'agent de la pneumonie. C'est là un fait de la plus haute importance au point de vue pa-
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thogénique. InofTensif pendant une longue période de temps, souvent pendant la vie entière, le pneumocoque ])cut, à un moment donné, sous une influence déprimante, telle que lo coup de froid, entrer, en action, et provoquer la pneumonie. Le meilleur moyen de déceler le pneumocoque dans la salive est l'inoculation aux animaux : nous allons revenir sur ce sujet.
in. Culture du pneumocoque.
La culture du pneumocoque est malaisée, tout au moins à l'air, car il semble que cet organisme soit assez faiblement aérobie; les cultures dans le vide réussiraient sans aucun doute beaucoup mieux, mais nous n'avons lu nulle part qu'elles eussent été tentées, et le temps nous a manqué à nous-mêmes pour entreprendre cet essai.
Le pneumocoque ne se cultive qu'aux températures de l'étuve, de 30° à Sii" de préférence. Les cultures perdent rapidement leur virulence : au cinquième jour celle-ci a disparu.
Le pneumocoque végète et pousse mal sur les milieux solides (gélose et sérum i ; les milieux liquides lui conviennent beaucoup mieux. Dans les bouillons il se cultive déjà au-dessous de 30° et pousse il 42°. A 43° sa croissance s'arrête ou ne se produit pas.
Le lait est également un milieu favorable; il se coagule dès le deuxième jour.
IV. Expérimentation sur les animaux
Le vérita!)le réactif expérimental du pneumocoque c'est la souris, animal des plus sensibles il l'inoculation des matièiTs ([ui contiennent ce microbe : exsudât pneumonique, cracluits rouillés.
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salive, cultures virulentes. M. Gamaléia conseille fort justement de l'aire la preuve de chaque cas de pneumonie par l'inoculation aux souris : là où les cultures (moyen fort défectueux en l'espèce, surtout les cultures sur milieux solides) ont échoué, là où l'examen sur lamelles n'a rien révélé, l'inoculation à la souris, véritable pierre de touche, fera la preuve.
La soitris inoculée sous la peau meurt en 24 heures environ ; la lésion la plus frappante est l'hypertrophie de la rate. Le sang et tous les organes fourmillent de pneumocoques.
Le lapin est très favorable à l'expérimentation, quoiqu'à un degré inférieur à la souris ; il n'est pas capable, comme elle, de déceler de faibles quantités de virus pneumonique. Le lapin inoculé sous la peau avec la matière virulente meurt en 40 heures environ de septicémie; ses organes sont remplis de pneumocoques et la lésion la plus remarquable est l'hypertrophie de la rate.
Le lapin, inoculé avec un virus affaibli (culture perdant sa virulence), succombe avec une pneumonie lobaire et des lésions pleurétiques et péricardiques; il est du reste, de toutes façons, facile de provoquer ces phénomènes localisés chez le lapin : il suffit de faire l'injection du virus directement dans le poumon.
Le lapin inoculé avec un virus plus atténué encore ne meurt pas et a acquis Vimmunité.
M. Gamaléia a donné dans les Annales Pasteur la relation d'expériences des plus intéressantes, qui jettent un jour nouveau sur l'action du pneumocoque inoculé aux différentes espèces animales. M. Gamaléia se procure d'abord une matière d'inoculation très virulente qu'il obtient en inoculant par passages des lapins dans les veines : la maladie expérimentale se montre ainsi de plus en plus
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courte; les lapins finissent par mourir en quelques iieurcs. Le sang du cœur est rempli de streptocoques pneumoniqucs et c'est ce sang qui va devenir la matière d'inoculation.
Les espèces animales considérées sous le rapport de leur résistance au virus pneumoniqiie peuvent être rangées dans l'ordre suivant : souris, lapin, rat, mouton, chien, pigeon. La souris est le réactif le plus sensiljle; le pigeon est entièrement réfractaire.
On connaît les résultats de l'expérimentation sur la souris : les voici brièvement résumés et sous une autre forme : réaction peu considérable au point d'inoculation; pas de lésions viscérales localisées appréciables, à l'exception de l'hypertrophie de la rate; sang et organes remplis de pneumocoques. Les passages accroissent la virulence.
Chez le Urpin les résultats sont semblables: peu de réaction au point d'inoculation ; pas de lésions viscérales localisées sauf l'hypertrophie de la rate; passages renforçant la virulence. Avec le virus affaibli apparaissent : 1° la réaction locale, infiltration fibro-granuleuseà l'endroit de l'inoculation; 2° les lésions localisées : pneumonie et pleurésie séro-ftbrineuse.
Chez le rat la dose nécessaire pour donner la mort doit être déjà augmentée ; il y a une réaction locale intense, « un œdème fibrineux qui s'étend parfois sous la peau du ventre et de la poitrine ». Les passages sont faciles, mais n'augmentent pas la virulr-nce; le sang renferme peu de microbes. L'inoculation dans le poumon amène la mort en vingt a. vingt-quatre heures, avec pleurésie et hépatisation pulmonaire.
Le mouton est plus réfractaire encore; la dose mortelle de virus doit être portée à b centigrammes; les phénomènes locaux sont intenses : infiltration occupant parfois tout l'abdomen; peu
de microbes dans le sang; les passages successifs sont impossibles. L'inoculation inlra-pulmonaire donne la mort avec hépatisation du poumon; le microbe infiltre le tissu pulmonaire et l'exsudat.
Le chim est plus difficile encore à tuer; il faut pour arriver à ce résultat des doses considérables ; l'animal succombe alors avec un œdème sous-cutané énorme et très étendu ; le sang contient peu de microbes et les passages successifs échouent. L'injection intra-pulmonaire donne une pneumonie qui ordinairement n'e^t ^J'/s morlelle.
La pneumonie << i^'est donc une infection générale se localisant dans le poumon comme dans son lien du prédilection, mais la réaction locale à l'endroit de l'inoculation virulente ». Les animaux trop sensibles comme le lapin et la souris n'ont pas de pneumonie parce qu'ils n'offrent pas de réaction locale, et le virus se généralise chez eux en les tuant par une septicémie aiguë. « L'homme appartient donc par rapport au virus pneumonique à la catégorie des animaux résistants. Cela résulte de la mortalité pneumonique faible, de la réaction locale étendue qu'il présente dans la forme de l'inflammation du poumon, de la rareté des microbes dans le sang. » (Gamaléia.)
DIPHTHÉRIE
La diphtérie humaine se caractérise anatomiquement et cliniquement par une fausse membrane qui siège le plus souvent sur les amygdales et la luette [diphlhérie pharyngée, angine dvphthé-
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rique). La fausse membrane peuL occuper encore les diverses sections des voies respiratoires : larynx [croup on (.liphthéric laryngée) ; fosses nasales [conjza diphthérique) ; trachée, bronches et bronchioles {Irachdile, bronchite et broncho-pneumonie diphtériques) ; on la rencontre encore sur les muqueuses de la bouche, du vagin, sur la conjonctive, et sur les surfaces dénudées de la peau {diphlhérie cutanée). Affection des plus graves, la diphthérie peut tuer mécaniquement [c le cas dans la diphthérie laryngée ou croup), mais elle lue plus souvent par intoxication : le malade est comme empoisonné par l'alTection. Enfin une des caractéristiques majeures de la diphthérie, c'est, quelle qu'ait été sa forme clinique, grave ou bénigne, quelle qu'ait été sa localisation, d'être souvent suivie de phénomènes paralytiques dont l'ensemble est bien connu sous le nom de paralysie diphthérique. Cette paralysie, parfois localisée au voile du palais, peut s'étendre, se diffuser, atteindre les membres inférieurs, supérieurs, les muscles respirateurs, le cœur, tuant alors par asphyxie et syncope.
■Klebs en 1883 « a le premier signalé un bacille spécial à la diphthérie; il a décrit sa disposition dans les fausses membranes, à la surface des muqueuses malades ». Plus tard, en 1884, M. Lôfller, retrouvant le bacille de Klebs, l'isolait, le cultivait, et par inoculation des cultures pures reproduisait la fausse membrane sur les pigeons, les poules, les lapins et les cobayes. Pourtant M. Lôfller doutait encore lui-même de la spécilicilé du bacille qu'il avait étudié.
C'est à MM. Roux et Yersin qu'il était réservé de donner une démonstration nette et saisissante du rôle du bacille de Klebs, et d'éclairer vivement par leur beau mémoire {Annales Paslcur, 1888) la pa- Ihogénie jusqu'à eux si obscure de la diphtérie.
Comme M. Lôffler ils ont trouvé le bacille dans la fausse membrane, l'ont isolé en cultures pures, et comme lui ont reproduit la fausse membrane chez les animaux; mais, plus habiles expérimentateurs, ils ont donné aux sujets d'expérience les paralysies caractéristiques ; enfin ils ont mis en évidence le poison diphtbérique, et ont montré que ce poison injecté aux animaux, seul et sans l'intervention de microbes vivants, ou les tue rapidement par intoxication, ou leur confère des paralysies.
Les quelques lignes qui vont suivre ne sont qu'un résumé du travail de MM. Roux et Yersin.
I. Le bacille de la diphtliérie. — Ses caractères dans la fausse membrane. — Le bacille n'existe que dans la fausse membrane.
Ce sont les cas de diphthérie à marche rapide qui se prêtent le mieux à la recherche histologique du bacille. Dans ces cas, « après coloration des coupes au bleu de méthylène, on voit que les parlies superficielles de la fausse membrane sont formées par une couche de petits bacilles, presque à l'état de pureté ; ce sont les bacilles de Klebs... Souvent aussi, la zone la plus superficielle de la fausse membrane contient des microbes divers, bâtonnets, microcoques el chainetles, mélangés aux amas de bacilles de Klebs, qui sont au contraire prédominants immédiatement au-dessous. » Ces petits bacilles ainsi disposés sont seuls caractéristiques de la diphthérie, et ainsi que nous l'avons dit, c'est surtout dans les cas rapides, les diphthéries infectieuses, qu'ils sont le plus nombreux.
On ne trouve l'organisme pathogène que dans les fausses membranes; il n'existe pas da7is les organes et le sang des personnes qui ont succombé à la diphthérie.
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II. Culture et morphologie du bacille de la diphthérie
Voici comment MM. Roux et Yersin, suivant d'ailleurs à peu près le procédé deLofller, ont isolé le bacille de la diphthérie, et en ont obtenu des colonies pures qu'ils ont pu cultiver ensuite.
L'isolement se fait sur sérum ou gélose. « Avec un fil de platine, on étale à la surface d'un tube de sérum coagulé une petite parcelle de la fausse membrane. Avec le même fil, sans le recharger de semence, on faitplusieurs stries sur différents tubes de sérum. Dans les tubes ensemencés les premiers, il se développe à la température de 4- 33°, le long des stries, un grand nombre de colonies variées trop rapprochées pour être reconnues ; mais dans les tubes semés en dernier lieu, les colonies sont assez nettement séparées pour que l'on puisse distinguer parmi elles celles du bacille spécifique. Elles se présentent sous la forme de petites taches arrondies, blanc grisâtre, dont le centre est plus opaque que la périphérie; elles poussent énergiquement sur le sérum, et forment bientôt de petites plaques rondes et saillantes. La rapidité du développement sur le sérum fait que les colonies de ce bacille sont déjà très apparentes avant que les organismes d'impureté aient pullulé. »
La séparation sur tubes de gélose se fait de la même façon ; le développement plus lent, mais très caractéristique, se fait bien à -+-33".
Les colonies pures ainsi isolées seront semées dans les milieux appropriés, c'est-à-dire les bouillons, le sérum et la gélose.
Le bacille de la diphthérie est aérobie et aussi anaérobie, toutefois il pousse plus vigoureusement à l'air : de toute façon son développement nécessite la température de l'étuve.
Dans les bouillons (le bouillon de veau alcalin
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paraît le plus convenable) le bacille pousse abondamment à l'air; le milieu devient bientôt acide, et l'acidité disparaît à son tour après un temps assez long : le milieu redevient alcalin. « Le développement se fait sous forme de petits grumeaux qui se fixent sur les parois du vase. » Cultivé dans les bouillons à l'abri de l'air, le bacille de la dipbthérie donne au milieu une réaction acide, qui persiste.
De tous les milieux solides, celui qui paraît le plus convenable est le sérum peptonisé de bœuf, de mouton ou de cheval.
Le bacille de la dipbthérie est immobile.
Il se colore facilement par le bleu alcalin de Lôffler et apparaît sous forme d'un petit bâtonnet, de la longueur du bacille de Koch, mais plus épais, à extrémités arrondies se colorant mieux que la partie moyenne. Il paraît dans les cultures plus petit que dans les fausses membranes. Dans les cultures un peu anciennes « les bâtonnets ne se colorent plus uniformément; on voit dans l'intérieur des grains très foncés qui donnent l'illusion de spores ». Dans les cultures plus âgées encore, » les bacilles ont presque tous perdu la propriété de prendre les matières colorantes. Quelques-uns qui présentent des formes renflées, arrondies, ou en poires se teignent encore fortement ».
Les cultures se conservent longtemps sur sérum, et dans le bouillon, soit à l'étuve, soit à la température ordinaire.
III. Dipbthérie expérimentale
MM. Roux et Ycrsin ont montré que :
A. Les cultures pures portées au contact des muqueuses excoriées chez certains animaux donnaient naissance à la fausse membrane diphtérique.
DlPUTHÉRlt:.
B) L'inoculation sous-culanée, l'injeclion intraveineuse, l'injection iiitra-péritonéale de cultures pures tuaient les sujets (rcxpérience.
C) Les inoculations expérimentales de cultures pures pouvaient reproduire la paralysie diphthérique.
A. En excoriant, avec un fil de platine chargé de la culture, soit la muqueuse du ])liarynx, soit la conjonctive cliez les lapins, les cobayes, les pigeons, les poules, on reproduit la fausse membrane dip h Ibérique.
Une curieuse expérience consiste à trachéotomiser un lapin, et à porter un fil de platine, chargé de la culture, sur la muqueuse trachéale. La fausse membrane se développe en cette région, el J'issue fatale est la règle avec des symptômes mécaniques qui rappellent le croup chez l'homme.
B. « L'introduction dans le muscle pectoral et le tissu sous-cutané de pigeons de un centimètre cube d'une culture » tue l'animal en moins de soixante heures. Inoculé avec un cinquième de centimètre cube et avec des doses inférieures le pigeon résiste ordinairement.
A l'autopsie des pigeons qui ont succombé on trouve « au point d'inoculation, sous la peau et dans le muscle, un petit enduit grisâtre et un (edème gélatineux. Le muscle qui a reçu une partie du liquide est gonflé et ses fibres ont une teinte jaune. On ne rencontre aucune lésion apparente des organes internes, si ce n'est de la congestion. Les vaisseaux sont dilatés et contiennent un sang noir coagulé. »
Les lapins inoculés sous la peau avec une dose suffisante de virus (plus de un centimètre cul)C de culture) meurent d'autant plus vite que la dose a été plus forte. << Après l'introduction du bacille de la diphthérie sovis la peau d'un lapin, on observe rn. riE jucnoiiir:. 22
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bientôt un œdème considérable; l'animal devient triste, ne mange plus et meurt sans convulsions dans l'attitude où il se trouve. L'autopsie montre au point d'inoculation un œdème étendu, infiltrant un tissu induré, avec piqueté hémorrliagiquc ; un gonflement des ganglions de l'aine et de ruisselle; une congestion de l'épiploon et du mésentère avec petites ecchymoses le long des vaisseaux. Le foie friable présente une teinte jaune, et il est le siège d'une dégénérescence graisseuse. L'épanchement pleurétique est exceptionnel et les poumons sont presque toujours sains. »
Le cobaye est, de tous les sujets de laboratoire, le meilleur réactif expérimental de la diphthérie ; il succombe à l'inoculation sous-cutanée de petites doses, et présente à l'autopsie les lésions suivantes : enduit membraneux grisâtre limité au point d'inoculation, œdème gélatineux plus ou moins étendu, congestion des ganglions et des organes internes, surtout des capsules surrénales, épanchement séreux dans les plèvres, splénisation pulmonaire.
Chez l'homme succombant à la diphthérie le bacille ne peut être retrouvé que dans les fausses membranes, qui seules peuvent donner des cultures : le sang et les organes ne contiennent jamais l'agent pathogène ; le même fait, si intéressant et si important, se retrouve dans la diphthérie expérimentale.
Chez les cobayes inoculés sous la peau, le bacille ne pullule qu'au point d'inoculation, dans l'œdème gélatineux qui se développe en cet endroit. « Après quatre heures l'œdème est manifeste au point d'inoculation; les bacilles augmentent dans cet œdème local jusqu'à la sixième ou huitième heure; un certain nombre sont enfermés dans les cellules; mais l)ienlôt leur nombre va en
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décroissant, et au moment de la mort de l'animal, il y a moins de microbes au lieu de l'injoction qu'il n'y en avait six ou huit heures après qu'elle venait d'être faite. Le sang et les pulpes organiques ne contiennent pas le bacille, ou le contiennent exceptionnellement, et restent absolument stériles à l'ensemencement.
Ainsi donc développement du bacille au point seul d'inoculation, et encore même semble-t-il qu'en ce point son développement soit liientôt entravé. Aussi les passages de cobaye à cobaye sont-ils très difficiles, et ne peuvent aller au delà du deuxième passage.
Inoculations intra-velneuses. — Chez les lapins, inoculés dans les veines avec le virus de culture pure, la mort est la règle en moins de soixante heures.
« Les lésions que l'on trouve à l'autopsie sont une congestion générale des organes abdominaux, une dilatation des vaisseaux, le gonflement des ganglions, une néphrite aiguë, et très souvent une dégénérescence graisseuse du foie qui présente cette teinte jaune dont nous avons déjà parlé. »
A l'examen microscopique du sang ou des organes des lapins qui succombent à l'injection intra-veineuse on ne trouve pas de microbes. « Il faut semer de grandes quantités de sang ou de pulpe de rate pour obtenir de temps en temps une culture. A aucun moment, avant la mort de l'animal, on ne peut surprendre une culture notable dans le sang ou les organes. »
Inomlalions dans le péritoine. — Elles tucut le cobaye, mais moins rapidement que l'inoculation sous-cutanée. Le liquide péritoiiéai des animaux qui succombent, et lui seul, coutieut le bacille.
C. L'i reproduction cxpcrimenlale de la paralysie diphthériqiie est un des points les plus intércs-
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sants du beau travail de MM. Roux et Ycrsin. M. Lôffler n'avait pu constater ces paralysies chez les sujets auxquels il inoculait le bacille qu'il avait cultivé. MM. Roux et Yersin ont été plus heureux. « Des paralysies, écrivent-ils, s'observent chez les animaux inoculés de la diphthérie, soit dans la trachée, soit sous la peau. C'est même un phénomène très fréquent lorsque les animaux no succombent pas à une intoxication trop rapide. »
Le premier cas de paralysie diphthérique expérimentale fut observé par eux sur un pigeon qui, inoculé dans le pharynx, avait eu de belles fausses membranes et paraissait guéri.
Les lapins qui résistent aux accidents immédiats (le la diphthérie inoculée dans la trachée présentent le plus souvent ces symptômes paralytiques, auxquels ils finissent par succomber.
La terminaison ordinaire chez le lapin inoculé dans les veines avec un centimètre cube de culture pure est la mort dans un délai de quatre jours, ainsi que nous l'avons dit plus haut, et l'accident terminal est une paralysie généralisée.
« Lorsque la mort ne survient pas dans un délai aussi court, la paralysie est plus facile à observer.
Elle débute d'ordinaire par le train postérieur, et parfois elle est si rapidement progressive qu'en un ou deux jours elle a envahi tout le corps, et que l'animal meurt par arrêt de la respiration et du cœur. « D'autres fois la paralysie reste limitée pendant un certain temps aux pattes postérieures: elle commence par une faiblesse des muscles qui donne à la démarche une allure particulière, puis elle devient plus complète, et les mouvements du train antérieur sont seuls conservés. La maladie est presque toujours envahissante; la paralysie gagne le cou et les membres antérieurs. Il n'est
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pas rare de voir la morl survenir subitemeiil sans convulsions, surprenant l'animal dans l'altilude où on venait de le voir quelques instants auparavant. Un groupe de muscles peut être frappé tout d'abord; ainsi, on voit des lapins dont les pattes de derrière sont écartées du corps, comme si l'action des adducteurs était supprimée. Quand ils marchent, leurs membres postérieurs ne se détendent plus, ils avancent l'un après l'autre sans se détacher du sol. Lorsque les pattes du devant sont atteintes à leur tour, l'allure devient comme rampante. Bien que la paraplégie soit le début le plus fréquent, la paralysie peut aussi porter sur les muscles du cou, de façon que la tète ne peut se soulever du sol, et aussi sur les muscles du larynx, ce qui donne la raucité à la voix. »
IV. Le poison diphthérique
Chez l'homme succombant à la diphthérie spontanée, chez l'animal tué par la diphthérie expérimentale, il n'y a pullulation du bacille qu'en un seul point : la fausse membrane chez l'homme, le lieu de l'inoculation chez l'animal. Bien mieux encore, chez l'animal inoculé dans les veines, le bacille a complètement disparu du sang après quelques heures, et cependant la maladie continue son cours; elle tue avec ou sans paralysie. Quel est donc le facteur de la mort dans cette maladie où la terminaison fatale et les accidents caractéristiques de paralysie ne peuvent être attribués comme dans le charbon, etc., à la pullulation du hacille? Ce l'acteur, c'est le poison dipidli/rique. MM. Houx et Yersin ont rendu ce poison langibk, pour ainsi dire, et avec lui ils ont tué et paralysé les animaux.
Il Filtrons sur porcelaine, disent ces auteui's,
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une culture dans du bouillon de veau après qu'elle est restée 7 jours à l'étuve ; tous les microbes sont retenus par le filtre, et le liquide obtenu est parfaitement limpide et légèrement acide. 11 ne contient aucun organisme vivant; laissé à l'étuve il ne se trouble point; ajouté à du bouillon alcalin il ne donne pas de culture; introduit aux doses de 2 à 4 centigrammes sous la peau des animaux, il ne les rend pas malades. Il n'en est plus ainsi si on emploie des doses plus fortes, si on injecte par exemple 3o centigrammes dans la cavité péritonéale d'un cobaye ou dans les veines d'un lapin. »
Le cobaye devient malade après deux ou trois jours, et meurt vers le cinquième ou sixième jour, avec gonflement ganglionnaire, dilatation des vaisseaux, congestions viscérales, surtout des reins et des capsules surrénales, etc., etc.
Chez le lapin qui a reçu dans les veines 3o centigrammes de liquide filtré, il survient vers le quatrième ou cinquième jour une paralysie du train postérieur, qui se généralise rapidement, et tue l'animal.
Les cultures anciennes contiennent un poison plus abondant que les cultures récentes, et les effets toxiques en sont rapides et terribles. Un lapin qui reçoit 35 centigrammes du liquide filtré d'une culture de 42 jours est malade au bout de deux heures et succombe en cinq ou six heures avec de la diarrhée profuse et une vive anxiété respiratoire; un cobaye qui reçoit même quantité du même poison dans le péritoine meurt en dix heures avec une dyspnée intense. Les lésions sont celles que nous avons signalées plus haut.
« Quand les cultures du bacille de la diphthérie sont aussi chargées de produits toxiques, il n'est pas besoin, pour observer les effets sur les animaux, d'employer de si fortes doses, et de recourir
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aux injections dans les veines ou clans le péritoine. Introduisons sous la peau d'une série de cobayes des quantités de liquide toxique débarrassé de microbes variant de un cinquième de centimètre cube à 2 centimètres cubes, et comparons les effets de ces injections à ceux de l'inoculation d'une culture fraîche de bacilles de Klebs, pratiquée sur des cobayes témoins. Tous les animaux qui ont reçu le liquide filtré présentent bientôt un œdème au point d'injection, tout comme les témoins en ont un au point d'inoculation; ils sont bientôt hérissés et ont la respiration haletante, comme ceux qui ont reçu la culture vivante. Ils meurent comme eux, sans que pendant tout le temps de l'expérience on puisse saisir une difTérence dans l'attitude des uns et des autres. Les cobayes auxquels on a donné le plus de liquide toxique meurent en moins de vingt-quatre heures, les autres en quarante-huit heures ou trois jours, selon les doses reçues . Les lésions sont identiques, qu'ils aient succombé à l'injection du poison diphthéritique ou à l'inoculation du bacille de la diphthérie. La maladie, symptômes et lésions, est donnée aussi sûrement par l'injection du poison que par l'inoculation du bacille. »
Les lapins succombent comme les cobayes à l'injection sous la peau de ces produits toxiques, et les lésions sont les mômes que celles qui suivent l'injection de la culture vivante.
Les pigeons succombent après l'introduction de moins de un centimètre cube dans le muscle pectoral, et trois à quatre gouttes sous la peau tuent en quelques heures les petits oiseaux.
Les animaux (souris et rats) réfractaires à l'inoculation de la culture vivante sont réfractaires au poison diplitliérique.
'< L'injection aux animaux de doses variables
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du poison soluble de la diplilhérie nous a montré les dWerscs formes de l'intoxication diphthéritiquo, depuis celles qui amènent la mort en quelques heures, jusqu'à celles qui, au bout d'un temps plus ou moins long, se traduisent par des paralysies morloUes ou susceptibles de guérison. »
Cette action tardive du poison diplithérique est des plus intéressantes : elle est bien connue en clinique, où d'ailleurs elle était restée inexpliquée.
Résumons en quelques mots les données étiologiques et pathogéniques que nous fournit le mémoire de MM. Roux et Yersin.
La diphthérie semble ne pouvoir prendre que sur une muqueuse dépouillée de son épithélium, sur une muqueuse malade. Ce n'est pas par puUulation qu'agit sur l'organisme le bacille qui reste exclusivement localisé dans la fausse membrane, mais c'est par action à distance, par sécrétion toxique, par son poison, en un mot. C'est à ce poison qu'il faut rapporter la mort rapide des cas infectieux, c'est lui qui est le facteur des paralysies diplitliériques immédiates ou tardives; c"cst lui enfin qui, imprégnant l'organisme, mai'que sa présence par ces congestions viscérales, cet état du sang, etc., que l'on constate à l'autopsie, aussi bien dans la diphthérie spontanée que dans la diphthérie expérimentale.
Le mémoire de MM. Roux et Yersin renverse définitivenieut la théorie de l'origine aviaire de la diphtliéric.
Les oiseaux de basse-cour sont souvent décimés par une maladie encore mal connue dans sa nature, que les vétérinaires 'désignent sous le nom de diplUhdrie ou tuhcrculo-diplitJu'ric.
A diverses reprises, on a remarqué l'apparition
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de la diphthérie humaine dans des exploilations, dos hameaux, des villages où régnait la diphihérie des volailles, et plusieurs médecins ont établi entre ces deux faits une relation de cause à clTet. Il ne s'agissait en réalité que de simples coïncidences. La diphthérie des volailles est si fréquente qu'il n'est pas étonnant d'en rencontrer dans les localités oii se montre la diphthérie de l'homme. Mais fort heureusement la concomitance des deux affections est exceptionnelle, etc'est par milliers que l'on pourrait citer les basses-cours ruinées par la diphthérie, sans qu'aucun des enfants de la maison, qui passent la plus grande partie de la journée à se rouler sur le fumier au milieu des poules malades, ait pris la diphthérie.
L'observation clinique à elle seule permettait déjà de différencier les deux affections. La diphthérie des oiseaux, en effet, a une évolution très lente et jamais elle ne provoque de paralysies comparables à. celles qui sont la caractéristique de la diphthérie de l'homme.
.V cet argument grave, on pouvait objecter que la différence des espèces atteintes expliquait peutêtre la différence des effets observés; les expériences de MM. Roux et Yersin montrent que les oiseaux, qui ne succombent pas dans les quelques jours qui suivent l'inoculation du bacille de Klebs, succombent tardivement à. la paralysie diphthériti([ue.
On peut en conclure que la diphthérie de l'homme et celle des oiseaux sont deux affections nature différente. (Nocard.)
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