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PRÉFACE
La microbiologie prend chaque jour tant d’importance qu’il devient difficile, sinon impossible, de présenter sous la forme commode mais forcément restreinte d’un Précis les connaissances, même indispensables, relatives aux microbes pathogènes de l’homme et des animaux.
Après que l’un de nous (J. Courmont) eut écrit le Précis de Bactériologie auquel les lecteurs ont bien voulu ména^ ger un accueil qui en moins de treize années a porté ce livre à sa 4e édition, nous avons entrepris de faire pour la médecine vétérinaire ce qui avait semblé être si utile pour la médecine humaine.
S’il est vrai qu’il n’y a qu’une seule pathologie, que ce soit de l’homme ou des animaux, il est plus vrai encore que l’étude des microbes et de leurs réactions évolue dans un cadre beaucoup plus vaste.
Mais pour les étudiants, pour les praticiens qui s’adonnent à l’examen, à la recherche, à la diagnose des microbes l’objectif est forcément plus limité. C’est dans cette pensée que nous avons écrit ce Précis de Microbiologie pour tous ceux qui de près ou de loin, directement ou indirectement, pratiquement ou scientifiquement sont intéressés aux maladies des animaux.
PRÉFACE
Jusqu’à présent, entreprise semblable n’avait pas été tentée dans notre littérature. Notre but a été de faire ceuvre utile en faveur du vétérinaire praticien, de l’inspecteur des denrées alimentaires, de l’hygiéniste et aussi •de l’étudiant. Nous pensons que ce livre peut être utile aussi à tous les microbiologistes, même à ceux qui sont •spécialisés dans l’étude des maladies de l’homme, pour leur aider à interpréter les altérations ou à reconnaître les microbes qui se rencontrent dans les maladies spontanées >des animaux entretenus au laboratoire.
Pour la rédaction, nous avons largement puisé dans la 4e édition du Précis de Bactériologie au moins en ce qui •concerne la technique générale tout en nous préoccupant de n’indiquer que des méthodes sûres et éprouvées. On trouvera dans cette première partie des chapitres entièrement nouveaux sur Y Analyse du lait, de la viande , la destruction des rongeurs par l'emploi des cultures microbiennes...
La seconde partie réservée à l’étude spéciale de chaque espèce microbienne comporte une description méthodique des principaux microbes pathogènes des animaux, des •espèces domestiques surtout, mais aussi de quelques animaux de chasse, de volière ou de laboratoire. A dessein nous avons négligé l’étude d’un très grand nombre d’espèces microbiennes, même pathogènes, signalées par hasard, véritables trouvailles du laboratoire.
Bien que leur étude morphologique et biologique soit encore peu avancée, nous avons réservé une large place aux virus filtrants dont le domaine est chaque jour de plus en plus vaste.
Les trypanosomes, les piroplasmes , les spirochètes ,
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quelques leucocytozoaires avaient leur place marquée dans un ouvrage de ce genre, ainsi que les levures pathogènes et les Sporotrichum. Le muguet, les teignes..., ne sont pas des maladies infectieuses, au sens que Ton donne habituellement à ce mot, mais leur étude étiologique procède des mêmes méthodes et ce titre nous a paru justifier le développement que nous leur avons réservé.
J. COURMONT. L. PâNISSET.
Lyon, le 30 avril 1914.
MICROBIOLOGIE
INTRODUCTION
La microbiologie, la science qui traite des microbes, ne se présente plus aujourd’hui avec les caractères de simplicité qu’elle offrait au moment de sa fondation par Pasteur et par Koch. L’examen direct des microbes, leur isolement, leur culture, et la reproduction de l’infection primitive par inoculation des cultures pures, constituent bien toujours les opérations fondamentales de la bactériologie, mais celles-ci ne sont que le prélude de recherches plus complexes.
La différenciation de l’espèce microbienne a été reconnue entourée de difficultés; elle exige la connaissance d’une foule de caractères d’ordres divers. Certains microbes sont à la limite de la visibilité, d’autres n’ont pas encore été vus et traversent les filtres réputés comme les stérilisateurs par excellence. La même lésion peut être produite par différents microbes; le même microbe peut engendrer, suivant les cas, des lésions bien différentes ; la spécificité microbienne n’existe, dans toute sa rigueur, que pour quelques espèces.
Les microbes -pathogènes (c’est-à-dire capables de produire une infection ) agissent par l’intermédiaire des substances solubles
qu’ils fabriquent ; leur virulence est due non seulement à leur aptitude parasitaire, mais encore à la sécrétion de toxines . h’ infection a été reconnue être en même temps une intoxication.
Xout bactériologiste doit donc savoir produire, isoler ces substances solubles (intra- ou extra-protoplasmiques), dont la nature est encore loin d’être complètement élucidée.
Réagissant contre ces intoxications, l’organisme fabrique, à son tour, d’autres substances toxiques, défensives ou favorisantes antitoxines , lysines, agglutinines, précipitines, etc., qu’il faut savoir mettre en évidence dans les humeurs. L’étude des sérums des animaux infectés ou immunisés constitue un vaste chapitre de la bactériologie. La préoccupation légitime de faire rapidement le diagnostic bactériologique, c’est-à-dire certain, des infections, impose la recherche de méthodes spéciales pour découvrir le microbe lui-même, ou pour mettre en évidence les réactions particulières à la maladie. L’hygiéniste réclame des analyses de l’eau, de l’air, du sol, des denrées alimentaires..., indiquant le nombre et la nature des germes qui y sont contenus.
Pour être capable de remplir sa tâche, le bactériologiste doit posséder des connaissances très variées en botanique, physiologie, chimie, anatomie pathologique, pathologie, etc. Nous le répétons, la bactériologie est une science très complexe, très difficile, exigeant, outre le savoir, de grandes qualités de jugement, de sang-froid, de patience.
Le temps n’est plus où on pouvait apprendre toute la bactériologie avec un microscope, des matières colorantes, une étuve et quelques tubes. Il faut établir une démarcation bien tranchée entre ceux qui désirent seulement savoir appliquer à la clinique les quelques notions devenues classiques : coloration du bacille tuberculeux, de la bactéridie charbonneuse, du bacille du rouget, etc., et ceux qui veulent être en mesure de profiter des cas qui se présenteront à leur examen pour faire des recherches originales. Pour ces derniers, un laboratoire bien outillé est absolument nécessaire.
Insistons sur les trois questions générales suivantes :
1° Que doit être un laboratoire de bactériologie ?
LE LABORATOIRE
2° Sur quels principes doit-on s’appuyer pour faire la différenciation d’une espèce microbienne ?
3° Quelles sont les causes d’erreur à éviter dans l’attribution à un microbe des lésions où il a été découvert, même lorsque la culture pure du microbe reproduit une infection de même ordre ? Quelles sont aussi les causes d’erreur à éviter dans l’interprétation des résultats négatifs?
| 1. — Le laboratoire de bactériologie
Un laboratoire modèle de bactériologie doit avoir une installation permettant d’entreprendre toutes les recherches énumérées plus haut ; il doit, en réalité, être une réunion de laboratoires, un véritable Institut. On trouvera, dans le cours de l’ouvrage, la description des aménagements et des appareils nécessaires. Nous voulons simplement jeter un coup d’œil d’ensemble sur les exigences générales du laboratoire.
11 y aura de grands avantages à avoir ce dernier au rez-dechaussée, de plain-pied avec une rue. Les écuries des grands animaux, qui exigent une entrée directe sur la voie publique, pourront ainsi communiquer avec les salles de travail. La surveillance sera plus aisée, les injections pratiquées sans perte de temps, les saignées opérées sans avoir besoin de transporter au loin l’outillage. On pourra, enfin, prendre des tracés graphiques sur ces grands animaux, les introduire dans la salle de cours. Le laboratoire de médecine expérimentale de la Faculté de médecine de Lyon, créé, puis perfectionné, par Chauveau et Arloing, possède tous ces avantages.
Les conditions de l’installation doivent permettre les recherches sur les maladies transmissibles. Le laboratoire de recherches sur les maladies infectieuses construit à Alfort sur les indications de Roux et de Nocard peut servir de modèle pour les instituts similaires. Les animaux en expérience sont isolés dans des cases dont les murs sont en ciment, les angles de rencontre arrondis. La case d’isolement est précédée d’une cour pour sortir l’animal, l’examiner, l'inoculer. Chaque case a sa cour et chaque cour son poste de désinfection.
Le personnel préposé à l’alimentation ne peut avoir aucune relation avec celui préposé aux soins hygiéniques, à l’enlèvement des cadavres. Les eaux souillées provenant du lavage ne sont évacuées à l’égout qu’après désinfection, cette opération s’effectue automatiquement. Toutes ces précautions sont indispensables lorsqu’il s’agit d’étudier des maladies à contagion très subtile comme la fièvre aphteuse.
Un grand laboratoire général sera destiné à permettre les travaux simultanés du plus grand nombre de personnes (travaux pratiques des étudiants); chaque place devra posséder, outre le microscope, les matières colorantes, etc., plusieurs prises de gaz (éclairage, lampe pour le microscope, bec Bunsen), une prise électrique, un robinet d’eau, des tiroirs. Les tables seront en lave émaillée facile à nettoyer et à désim fecter. Le sol doit être carrelé ou s’il est en bois, recouvert de linoléum huilé.
Ce laboratoire général devra posséder un système d’aspiration permettant de faire le vide et des appa- Fig 1. reils producteurs d’hydrogène ou
Centrifugeur Krauss. d’acide carbonique ; des balances de précision, un serpentin pour avoir rapidement de l’eau chaude, une lampe d’émailleur pour travailler le verre, un bain-marie avec régulateur, etc.
Des centrifugeurs sont indispensables. A défaut d’appareils très perfectionnés, mais coûteux, on se servira avec avantage . des petits centrifugeurs (Krauss). (fig. 1). Un centrifugeur électrique, est cependant une nécessité si l’on veut centrifuger à 3.000 et même 5.000 ou 6.000 tours d’assez grandes quantités de liquides.
LE LABORATOIRE
Fig. 2.
Appareil enregistreur électrique de MM. Lumière
Plusieurs petits laboratoires particuliers , complètement aménagés, permettront aux personnes spécialement attachées au service ou poursuivant des recherches, de travailler isolément.
Une salle spéciale sera réservée aux étuves et aux stérilisateurs. Une chambre étuve (voy. p. 111) est de toute utilité.
Les aides (garçons de laboratoire) devront avoir un local, véritable cuisine, pour nettoyer les objets de verrerie et préparer les milieux de culture.
Un laboratoire de chimie est absolument indispensable, pour les manipulations qui se présentent journellement, spécialement dans l’étude des produits solubles.
Une salle de physiologie n’a pas un rôle moindre. Les grands appareils enregistreurs de Chauveau permettent d’inscrire indéfiniment les troubles fonctionnels de l’animal en expérience
Fig. 3.
Petit four crématoire.
L ’ appareil graphique électrique des frères Lumière est très commode, ne nécessitant qu’une prise de courant. Il a une vitesse tout à fait suffisante pour les expériences bactériologiques (fig. 2).
La salle de cours devra être annexée au laboratoire et aménagée pour qu’on puisse y reproduire toutes les expériences utiles à montrer aux élèves. Il est très important de pouvoir faire des projections de dessins, de photographies, de lésions, de cultures, etc.
Des locaux seront disposés pour des animaux de tailles diverses, depuis la souris jusqu’au cheval.
Un four crématoire sera de première nécessité pour détruire
l’espèce microbienne
les cadavres des petits animaux (Four à moufle). Pour les expériences sur des maladies dont la contagion à l’homme ou aux animaux est particulièrement à redouter il est nécessaire de détruire tous les cadavres dans une annexe du laboratoire.
On utilisera l’acide sulfurique concentré (Proc. Aimé-Girard), les fours crématoires (Four Kori) ou la cuisson dans la vapeur sous pression (Appareils Venuleth et Ellenberger, Hartmann).
Ces principes ont été appliqués lors de la création de 1 Institut d’ Hygiène de la Faculté de médecine de Lyon 1. L’idée directrice a été la suivante : diviser autant que possible les locaux de travail.
A côté d’une grande salle de travaux pratiques destinée aux élèves, des laboratoires distincts ont été aménagés : pour le chef de service, pour le chef des travaux, pour les préparateurs, pour les travailleurs du dehors ; pour les analyses d’eaux, pour les inoculations et autopsies, pour les expériences graphiques, pour les analyses chimiques, etc., sans parler des cuisines pour les garçons, chambres pour les instruments, chenils, musée, etc.
L’idéal, pour un Institut de Bactériologie, est la réunion, sous une même Direction, de sections multiples, affectées à toutes les branches de la science bactériologique : section des diagnostics bactériologiques (médecine humaine et vétérinaire) section des sérums thérapeutiques) et des toxines (tuberculine, malléine, etc.) section antirabique, section agricole (microbes du sol, de la vigne, du vin, etc.), sections industrielles (fermentations de la brasserie, du rouissage, de la tannerie, etc.). L’Institut de Lille (Calmette) répond à ce programme, qui est également celui de Y Institut bactériologique de Lyon, fondé par le professeur S. Arloing et par J. Courmont, en 1899.
| 2. — L’espèce microbienne
A. La doctrine du transformisme s’est imposée en histoire naturelle. Les espèces ne sont pas séparées les unes des autres par
1 J. Courmont, L’Institut d’Hygiène à la Faculté de médecine de Lyon, Revue d’Hygiène. janvier 1903.
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un fossé infranchissable. Des êtres, intermédiaires entre les ypes qui représentent l’espèce, existent ou ont existé. Mais tandis que, dans le haut de l'échelle zoologique l’espèce est devenue assez fixe par disparition des intermédiaires, par sélection, les individus inférieurs se sont moins différenciés. Il est naturel de penser que les êtres unicellulaires , qui naissent et finissent leur carrière en quelques heures ou quelques jours, offrant ainsi au même observateur un grand nombre de générations successives, sont ceux pour lesquels le transformisme est une réalité visible ; ils sont facilement en voie de transformation. L’espèce est donc beaucoup moins fixe pour les bactéries que pour les végétaux supérieurs ; elle existe cependant, parfois bien déterminée, d’autres fois assez vague.
B. Non seulement l’espèce microbienne est relativement peu fixe, mais la difficulté de trouver des caractères distinctifs est considérable. Les êtres supérieurs ont une grande complexité et surtout une vaste succession de formes ; les êtres unicellulaires n’ont pas d’organes, ils ont des formes simples, faciles à ramener à deux ou trois, ils ont tous un air de ressemblance. La morphologie, même assez fixe, serait donc déjà impuissante à distinguer des espèces : nous allons voir que le polymorphisme vient encore compliquer le problème.
Il faudra donc pour dénommer un microbe : examiner sa forme dans différentes conditions (milieux, température, etc.), rechercher les propriétés chimiques et les affinités colorantes de son protoplasma, étudier son pouvoir pathogène pour les espèces animales variées, isoler ses produits solubles et observer leurs effets, constater son aptitude à être agglutiné par certains sérums, etc.
Or, ces caractères biologiques ne Sont pas absolument fixes ; ils ne suffisent pas, le plus souvent, à déterminer l’espèce. Quelques microbes sont plus hautement différenciés que d’autres. Citons le Bacille tuberculeux avec ses caractères particuliers de coloration ; les microbes du tétanos , de la morve, de la fièvre charbonneuse qui occasionnent des effets ou des lésions spéciales ; le Bacille pyocyanique qui sécrète un pigment connu : la pyocyanine. Il existe cependant des bacilles non tuberculeux,
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jouissant des mêmes propriétés de coloration que le Bacille de Koch, des bacilles pseudo-tétaniques avirulents ; il existe des bacilles charbonneux asporogènes, ayant perdu définitivement leur pouvoir pathogène, et qu on ne rapprocherait pas du Bacillus anthracis si on ne connaissait pas leur origine ; il existe des Bacilles pyocyaniques ne sécrétant plus de pigment.
Concluons donc à la grande difficulté de différencier l’espèce en bactériologie, à la possibilité d’une transformation même assez étendue, mais ne nions pas la réalité de l’espèce et la possibilité de la reconnaître. 11 faut s’adresser à toute la série des caractères connus, dont le faisceau a une grande valeur, bien qu’aucun d’eux ne soit pathognomonique.
Un grand pas a été fait dans le sens de la différenciation des espèces microbiennes, avec la découverte de leur agglutinabilité par des sérums spécifiques (voy. page 220).
C. Insistons un peu sur le polymorphisme des bactéries, qui sont des Algues privées de chlorophylle (sauf peut-être quelques exceptions1). Dès le début de la bactériologie, la lutte fut très vive entre les partisans de la fixité de l’espèce ou du monomorphisme et ceux du polymorphisme ou de la fusion des espèces. Cohn avait donné aux formes microbiennes les noms 'qui sont encore employés aujourd'hui, il croyait à un monomorphisme constant. Noegeli, Zopf soutinrent au contraire que les formes décrites par Cohn dérivaient les unes des autres par variations successives et que leurs propriétés physiologiques variaient parallèlement. Pour Zopf, « la théorie de la constance des formes bactériennes n'avait plus qu’un intérêt historique » . Malheureusement pour sa théorie, il fut démontré qu’il avait observé des cultures impures. Winogradsky, par exemple, montra qu’on pouvait distinguer jusqu’à 20 espèces dans une culture ne contenant, d’après Zopf, que du Beggiatoa. Noegeli et Zopf avaient donc tort; cependant Cohn avait été trop exclusif.
1 Les idées évoluent en ce moment à ce sujet. Le B. tuberculeux, les Spirochètes ne sont pas des algues. On continue néanmoins à les décrire parmi les bactéries.
Le polymorphisme existe bien, mais dans des limites moins étendues que ne le croyait Zopf. Il n’a pas, en tout cas, la signification de transformation d’une espèce en une autre. Le plus souvent, un microbe prend des formes variées lorsqu’il est placé dans des conditions dysgénésiques : vieillissement, chauffage, addition d’antiseptiques, etc., mais il reprend sa forme typique dès qu’il est replacé dans des conditions normales.
Fig. 4.
Modifications morphologiques du Bacille pyocyanique, obtenues par addition d’antiseptiques divers (d’après Charrin et Guignard).
A, culture en bouillon normal. — B, culture de 48 heures en bouillon additionné de 5 p. 1000 d’acide borique. — C, culture de 4 jours en bouillon additionné de 8 p. 1000 d’acide borique. — D. culture de 24 heures en bouillon additionné de bichromate de potasse (0 gr. 15 p. 1000). — E, culture de 24 heures en bouillon additionné d’acide thymique (0 gr. 50 p. 1000). — F, culture de 24 heures en bouillon additionné d’alcool (40 cc. p. 1000). — G, culture de 8 jours en bouillon additionné de 8 p. 1000 d’acide borique.
Citons quelques exemples. 11 suffit d’examiner successivement une culture de Bacille du tétanos en bouillon aux âges de vingtquatre heures, dix jours et vingt jours pour voir des bacilles droits, puis des bacilles en forme de clou, puis des formes indéterminées résultant de la fragmentation des éléments ; les spores isolées ressemblent à des cocci, les fragments de bacilles n’ont aucune forme descriptible. Le Colibacille, le Bacille d’Eberth varient depuis l’état presque punctiforme, très voisin du coccus,
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jusqu’à celui de bacilles allongés traversant tout le champ du microscope; il suffit, pour avoir ces grandes formes, de les cultiver dans des conditions dysgénésiques (par exemple en milieux salins; Pejü et Rajat). Gharrin et Guignard ont pu donner au Bacille pyocyanique toutes les formes représentées figure 4, en additionnant les milieux de différents antiseptiques. Mais, en somme, tous ces microbes ont une forme normale qu’ils reprennent dès qu’on les replace dans les conditions habituelles de végétation.
Fig. 5.
Cocci : schéma des principaux types de groupement.
D’autres fois les variations peuvent être plus profondes et persister en l’absence des" conditions qui les ont déterminées; on a pu créer des races de Bacillus anthracis (Chauveau, Roux, Phisalix), on a pu transformer du Staphylocoque pyogène doré en blanc (J. Courmont et Rodet), on a pu faire du Bacille pyocyanique ne sécrétant plus de pigment. La création artificielle de ces races implique-t-elle la possibilité de transformer une espèce en une autre? Nous ne saurions le dire.
D. Fixons la valeur des termes qui se rapportent à la morphologie des microbes. Ceux-ci se présentent sous trois formes principales :
1° La forme coccus (fig. 5) est arrondie. Le micrococcus (A) a des éléments isolés ou réunis sans ordre. Le streptococcus (B)
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est une chaînette de cocci. Le staphylococcus (G) est une grappe de cocci. Le micrococcus tetragenus (D) est groupé en carré par quatre. La sarcine (E) est un amas de tétragènes. Le leuconostoc (F) est un chapelet plongé dans une gangue gélatineuse. Uascococcus (G) est une réunion de cocci, enfermés sans ordre dans une g'angue.
Les cocci ou les bacilles adhérant entre eux pour former un amas constituent les zooglées (H).
2° La forme bacillus (fig. 6) ressemble à un bâtonnet. Le bacterium (A) est ovoïde, très court; le bacillus (B) est cylindrique, plus long, et présente beaucoup de variétés.
A' B CD E
Fig. 6.
Bacilles : schéma des principales formes.
Les leptothrix, crenothrix , beggiatoa (C) sont des filaments, longs, cloisonnés. Les cladothrïx sont d’apparence ramifiée. La ramification vraie s’observe dans le genre streptothrix (fig. 6, D et fig. 222) et chez quelques bacilles (B. tuberculeux, fig. 197, B. diphtérique ). Les strepto-bacilles (E) sont des chaînettes de bacilles.
On donne le nom de bactéries ovoïdes ou de cocco-bacilles (fig. 6, A) à un groupe de bactéries courtes, arrondies aux extrémités ayant quelques propriétés communes : coloration bipolaire, décoloration par le Gram, non liquéfaction de la gélatine, non fermentation des sucres, comprenant des microbes pathogènes pour l homme (peste) ou pour les animaux. Lignières range une partie de ces bactéries ovoïdes dans le genre Pasteurella de Trévisan.
3° La forme spirillum (fig. 7) est spiralée. Le vibrio (A) est un bâtonnet court, courbé en virgule. Le spirillum (B) est long, en
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spirale peu serrée ; le spirochæte (G) a des tours de spire serrés, nombreux. On donne encore à tontes les formes spiralées indifféremment le nom de spirillum ou celui de spirochæte.
Pour les cils vibratiles des bacilles et des spirilles, voir page 254.
On peut trouver toutes les formes de transition. Aucune classification dichotomique basée sur la morphologie n’est possible. La dénomination, d’une espèce devra comprendre plusieurs mots ; le premier sera une indication morphologique : bacille, spirille, coccus, le second (et les suivants, si besoin est de plusieurs) indiquera la propriété la plus saillante de l’espèce : Staphylocoque pyogène, Bacille du tétanos, Bacille tuberculeux, Bacille pyocyanique, etc.
4° Il existe également des microbes beaucoup plus petits que tous ceux auxquels nous venons de faire allusion et dont la forme est difficile à déterminer. Le microbe de la péripneumonie des bovidés découvert par Nocard et Roux est à la limite de la visibilité. C’est seulement par des colorations spéciales, délicates que l’on peut être renseigné sur sa morphologie.
Au delà du microbe de la péripneumonie. Les agents d’un grand nombre de maladies de l’homme et des animaux (fièvre jaune, fièvre aphteuse, clavelée, rage, etc.) sont considérés comme beaucoup plus petits. Ils échappent à nos moyens actuels de recherches (grossissement dn microscope, méthode de coloration), on groupe ces microbes qui n’ont pas encore été vus sous le nom de microbes invisibles Les microbes invisibles, peuvent traverser les filtres (virus filtrants ) en terre d’infusoires, en amiante..., qui retiennent la plupart des microbes visibles,
Fig. 7.
Spirilles : schéma des principales formes.
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Toute une partie de la science bactériologique (forme, coloration, cultures, etc.), n’est pas encore applicable à la plupart des virus filtrants. On ne peut opérer sur eux que comme on le faisait autrefois sur les virus dont on ignorait la composition. Cependant la filtration permet de les obtenir à l’état de pureté.
§3. — Des principales causes d'erreur dans l’interprétation DES RÉSULTATS OBTENUS EN RECHER- CHANT UN MICROBE DANS UN ORGANISME INFECTÉ.
1° La recherche a été positive. — Un microbe a été isolé (avec toute l’asepsie désirable) d’un sang, d’une lésion infectieuse; son espèce a été déterminée ; son pouvoir pathogène a été vérifié ; inoculé à l’animal, il a reproduit la lésion originelle. Est-il l’auteur de l’infection primitive? Pas fatalement. Quelques causes d’erreur doivent être signalées.
A. Supposons d’abord un prélèvement de produit pathologique sur l'animal vivant. Presque toujours, le microbe isolé sera l’agent causal de l’infection. 11 est cependant des cas où un microbe pathogène a envahi des lésions déjà formées. Les cavités naturelles fourmillent des microbes pathogènes : Staphylocoque pyogène, Streptocoque pyogène, Colibacille, etc. Ces microbes seront-ils fatalement la cause des entérites, stomatites, où on les rencontrera? On trouve des staphylocoques dans le tissu pulmonaire gangrené, etc. ; ces microbes sont simplement les hôtes de ces lésions. Ce ne sont pas seulement les affections des cavités naturelles, placées pour ainsi dire à ciel ouvert, qui peuvent être envahies secondairement par des microbes. Le contenu d’un abcès peut ne donner lieu dans les milieux de culture à aucun développement microbien ; lorsque des abcès sont au contraire fertiles, quelle certitude a-t-on que le microbe isolé n’est pas venu habiter l’abcès déjà formé?
jB. A Y autopsie, les causes d’erreur sont bien plus fréquentes, en raison du temps plus ou moins long qui s’écoule entre le moment de la mort et celui où on intervient pour effectuer les prélèvements. Les microbes des cavités naturelles envahissentle cada-
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vre de suite après la mort, quelquefois même pendant l’agonie. Herman et Wurtz ont étudié systématiquement le foie, la rate et les reins de trente-deux cadavres et ont trouvé ces organes souillés seize fois par le colibacille. Les cadavres des animaux morts du charbon bactéridien ou du charbon symptomatique sont rapidement envahis par le vibrion septique. L’erreur de Jaillard et Leplat est historique, elle doit mettre en garde contre des conclusions hâtives.
L’empoisonnement par l’alcool, par l’arsenic (Wurtz), par certaines toxines microbiennes (Mosny), le surmenage (Bouchard, Gharrin et Roger) entraînent ,1a pénétration dans le sang des microbes de l’intestin pendant l’agonie. Le foie paraît être l’organe envahi en premier lieu.
Pour affirmer qu’un microbe est l’agent d’une infection, il faut donc ajouter à l’isolement, à la culture, à la reproduction de la lésion par inoculation de la culture pure, les conclusions d’une critique sévère.
C. Un autre fait, des plus intéressants à connaître, est le suivant. Certains microbes, tels que le Staphylocoque pyogène, le Streptocoque pyogène , le Colibacille, etc., engendrent les lésions les plus diverses : suppurations, pleurésies, endocardites., ostéomyélites, etc. Or, un cle ces microbes retiré d'une lésion donnée, reproduit plus volontiers celle-ci sur l'animal ; il est, jusqu’à un certain point, adapté à l’attaque de ce tissu ou de cet organe. Exemples : un staphylocoque, retiré d’une endocardite infectieuse, inoculé dans le sang d’un animal, reproduira, sans traumatisme préalable des valvules, de l’endocardite infectieuse, alors qu’un staphylocoque, extrait d’une pustule, inoculé de façon identique, engendrerait difficilement de l’endocardite. Un colibacille d’abcès sera plus pyogène qu’un coli du contenu intestinal. C’est le résultat d’une certaine accoutumance des microbes pour un tissu ou pour un organe. Habitué à cette lutte particulière, il est devenu plus apte à celle-ci.
2° La recherche a été négative. — On a ensemencé un pus, un épanchement séreux, du sang. La culture reste stérile.
Faut-il conclure que l’affection n’était pas microbienne ? Nullement.
A. Il y a beaucoup d’agents pathogènes qui ne végètent pas dans les milieux ordinairement employés. Les microbes invisibles n’ont pas encore été cultivés. On ensemence, par exemple, dans tous les milieux connus, de la pulpe vaccinale extraite de pustules non contaminées par les microbes vulgaires delà peau. Il ne se produit aucun développement microbien. Cependant ce pus contient bien l’agent causal, puisque inoculé, il reproduit la maladie. La seule conclusion à tirer est que nous ne savons ni voir ni cultiver cet agent.
Quelques microbes visibles, bien identifiés n’ont pas été cultivés (i bacille de la lèpre).
B. Il existe des microbes relativement difficiles à cultiver (. Bacille tuberculeux). Ils peuvent être présents et ne pas fertiliser les milieux ordinaires. On n’obtiendrait des cultures qu’avec des précautions spéciales, qui ne sont habituellement pas employées si on ne soupçonne pas la présence de l’un de ces microbes. Exemple : on ensemence un produit tuberculeux en bouillon ordinaire ; il ne pousse pas ; on aurait tort de conclure qu’il était stérile ; il contenait des bacilles de Koch, qui ne végètent pas facilement en bouillon.
G. On se contente en général de faire des cultures aérobies ; le microbe causal peut être anaérobie (tétanos, septicémie gangréneuse, certains pus putrides, etc.). Il faut donc cultiver à l'abri de l’air avant de conclure à la stérilité.
D. Les microbes qui ont causé l’affection, peuvent avoir disparu. Des lésions tuberculeuses, des nodules morveux, des abcès peuvent être stériles bien qu'ils soient la conséquence de l’infection par le bacille de Koch, le bacille de la morve ou par un microbe pyogène. Les microbes subissent une dégénérescence comme les autres éléments cellulaires.
Dans les autopsies tardives, l’agent causal peut être rapidement détruit par la putréfaction. C’est le cas pour la bactéridie charbonneuse.
E. Les microbes peuvent exister, mais être rares. La centrifugation rendra alors de grands services, en condensant les élé-
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ments figurés dans le culot. Il est ainsi possible de mettre en évidence des bacilles de Koch dans des produits qui n’auraient donné aucun résultat, sans cet artifice.
D’autres fois il suffira d’ensemencer de grandes quantités de liquide virulent dans une grande quantité de liquide nutritif.
F. Il est encore d’autres causes d’erreur à éviter. Le microbe pathogène peut être présent dans l’organisme infecté, mais loin du point où on le cherche. Exemples : le Bacille du tétanos, reste cantonné dans la plaie ; on ne le retrouve pas dans la circulation générale, dans les centres nerveux. Les microbes vont agir à distance par leurs produits solubles. Ceux-ci sont capables de produire de véritables lésions inflammatoires dans lesquelles on tenterait vainement de déceler le microbe causal. La notion du produit soluble, capable de reproduire, loin de la région où il a été fabriqué, les lésions les plus diverses, rend très claires les origines de ces causes d’erreur.
G. Enfin, les microbes pathogènes peuvent être présents dans un liquide pathologique, dans un tissu, et ne donner que très difficilement des cultures positives, en raison des substances bactéricides transportées dans le milieu de culture, avec le microbe lui-même. On croyait que le B. d’Eberth n’existait pas dans le sang des typhiques. En réalité l’un de nous (J. Courmont) a démontré qu’il s’y rencontre toujours ; seulement, il n’y est pas très abondant, et la goutte de sang ensemencée contient suffisamment de substances bactéricides pour rendre le bouillon impropre à la culture. 11 est indispensable, pour obtenir des résultats positifs, d’ensemencer 2 ou 3 centimètres cubes de sang dans 3 à bOO centimètres cubes de bouillon, au lieu d’ensemencer une goutte de sang dans 20 centimètres cubes de bouillon .
Ii. Par conséquent, des résultats négatifs ne doivent pas entraîner fatalement des conclusions négatives ; ils doivent, surtout, faire modifier la technique expérimentale.
En somme, que les résultats aient été positifs ou négatifs, la critique la plus sévère s’impose, avant d’affirmer le rôle pathogène d’un microbe ou de nier toute origine infectieuse dans l’étiologie d’une maladie.
PRÉPARATION, BOUCHAGE
Plusieurs appareils spéciaux seront décrits et figurés, à propos de leurs usages, dans les chapitres suivants. Nous groupons ici les appareils de verrerie qui sont d’un emploi courant dans un laboratoire de bactériologie.
19 Tubes de verre. — 11 est indispensable de posséder des tubes de verre, de diamètres différents. On fera soi-même les pipettes, tubes de raccord, tubes effilés adaptés aux flacons, etc., etc. On peut même fabriquer de petits tubes à essai, des pipettes à boule, des régulateurs. Un bec Bunsen et surtout une lampe d’émailleur ( chalumeau ) permettront ce travail du verre, sur lequel nous n'insistons pas, puisqu’il n’a rien de spécial à la bactériologie.
2° Appareils divers. — Les verres à pied, cristallisoirs, grands ballons, verres de montre, agitateurs, éprouvettes graduées, flacons à une ou plusieurs tubulures, flacons de Mariotte, entonnnoirs,#etc., etc., sont les mêmes modèles que ceux dont on se sert en chimie.
3° Pipettes Pasteur. — On doit toujours avoir, toute stéri-
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lisée, line provision de pipettes Pasteur. Les pipettes sont indis-.
pensables, on les utilise couramment pour les prélèvements, les ensemencements, les inoculations. On les fabrique soi-même. On prend un tube de verre d’un diamètre intérieur de 5 millimètres, et on le débite en petits morceaux de 25 centimètres, coupés bien droit à la lime. Les deux extrémités sont rodées, puis bouchées avec un tampon de ouate (fig. 8, A). Les tubes ainsi préparés sont stérilisés par la chaleur sèche.
Après stérilisation, prenant ce tronçon de tube par les deux bouts, on en chauffe la partie médiane, à la lampe d’émailleur, jusqu’à fusion du verre.
Lorsque celui-ci est bien ramolli dans toute la circonférence, on retire le tube de la flamme et on éloigne lentement les deux extrémités de façon à étirer la partie chauffée (fig. 8, B). On chauffe alors la partie médiane de celui-ci jusqu’à fusion et séparation des deux moitiés. On a ainsi deux pipettes comme celle représentée figure 8, G.
4° Fils de platine. — Plusieurs fils de platine sont nécessaires. Cet instrument est stérilisé, au moment de s’en servir, en le portant au rouge dans la flamme d'une lampe à alcool ou d’un bec Bunsen. On aura soin d’attendre le pi- complet refroidissement du fil avant de la tremper dans les cultures ; une aiguille à tige de platine un peu épaisse garde, pendant plusieurs minutes, une température élevée qui stériliserait la goutte de culture puisée. On préférera le platine
Fig. 8.
Fabrication d’une pette Pasteur.
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iridié, plus rigide que le platine pur, la rigidité étant indispensable pour pouvoir gratter les cultures sur milieux solides.
Pour fabriquer l’appareil, le fil de platine sera chauffé au rouge et embroché par l’extrémité chaude dans un agitateur en verre en état de fusion ; on a ainsi l’aiguille de platine la plus simple (fig. 9, A). On peut aussi monter l’aiguille sur un manche de bois, avec garniture en cuivre, dont la vis permet de varier la longueur du fil de platine (fig. 9, B et G). Celle-ci sera toujours supérieure à la longueur du tube dans lequel on doit puiser une culture.
L’extrémité libre du fil sera, suivant les besoins, droite (fig. 9, A), en anse (fig. 9, B), ou -en spatule (fig. 9, G).
L’aiguille de platine sert surtout au maniement des cultures solides; on peut aussi l’employer pour puiser de très faibles quantités de cultures liquides.
5° Récipients à cultures.
— 11 sont variables de formes et de dimensions suivant que les microbes doivent végéter à l’air ou dans le vide, sur milieu
solide ou en milieu liquide, en grande ou en petite quantité etc.
1 Pour Hesse (1904) la composition du verre serait importante. On obtiendrait 20 à 30 p. 100 de plus de colonies en employant les verres à borosilicates à la place du verre ordinaire.
Fig. 9.
Aiguilles de platine.
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A. Pour les milieux liquides. — Pour les milieux liquides, on emploie généralement des tubes à essai ou des ballons à fond plat.
L’ancien tube Pasteur n’est plus utilisé, il n’est pas commode, coûte fort cher, est difficile à construire.
Les petits ballons, couramment employés, sont destinés à contenir 5 à 15 centimètres cubes de liquide. Le modèle Pasteur était coiffé d’un capuchon en verre surmonté d’un
Fig. 10.
A, ballon à culture. — B, feuille de papier à filtrer préparée pour faire un capuchon (grandeur proportionnelle).
petit tube bouché avec du coton L Les surfaces en contact pour la fermeture étaient rodées à l’émeri. Ce petit appareil était très coûteux. On le remplace aujourd’hui par un simple petit ballon à goulot droit évasé supérieurement, ou par un petit flacon de mêmes dimensions, bouché directement par un tampon de ouate.
Depuis longtemps, Chauveau a remplacé le coton par le papier filtre. On peut alors employer des ballons très bon
1 Voy. page 47 les expériences qui ont fait choisir le coton.
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marché à goulot non évasé (fig. 10, A) ; le capuchon de papier filtre a l’avantage, comme dans le modèle primitif de Pasteur, de recouvrir le bord du goulot qui n’est ainsi jamais contaminé ; enfin, pendant un ensemencement, le capuchon est tenu en l’air par son extrémité supérieure, l’orifice en bas, et ne nécessite pas de flambage quand on rebouche le ballon.
Pour boucher une série de ballons, on plie à plusieurs doubles du papier blanc à filtrer, et on le découpe suivant 2 fractions de circonférence; on a ainsi une série de petits papiers, de 10 centimètres de longueur, ayant la forme représentée par la figure 10, B. On adapte ce papier au col du ballon, on tourne sans trop serrer et on froisse l’extrémité supérieure en une mince tige ; le ballon a alors l’aspect de la figure 1 1 .
Lorsqu’on désire faire en grand des cultures liquides,
Fig. 12.
Ballon de Fernbach.
Ballon à culture avec son capuchon de papier à filtrer.
on peut employer de grands ballons ordinaires bouchés à la
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ouate. Ou se servira du ballon de Fernbach (fig, 12), si on veut faire passer un courant d’air à la surface d’une minee couche de bouillon de culture.
Notons encore le ballon d’ Erlenmeyer (fîg. 13) et le ballon pipette de Chamberland (fîg. 14) destiné au transvasement des milieux liquides stérilisés ou aseptiques. La pipette à boule (fîg. 15) est en verre assez résistant pour tenir le vide (cultures anaérobies). Le tube Fig. 13.
ouvert possède une série de Ballon d'ERUENMEYER.
Fig. 14.
Ballon-pipette Chamberland.
Fig. la.
Pipette à boule , pour culture dans le vide.
rétrécissements successifs (A, A'), séparant plusieurs tampons
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de ouate (B, B') qu’on doit placer en construisant l’appareil; la pipette peut alors servir autant de fois qu’il y a de rétrécissements.
Des ballons ou flacons destinés à recevoir les toxines sont figurés pages 80 et 333. Voir aussi (fig. 38) la carafe à filtrer adaptée à l’appareil de Kitasato.
Fig. 16.
rr y , . Fig. 17.
1 ubes a essai, pour b
milieux solides. Boîte de Pétri.
A, tube ordinaire. — A, boîte chargée de gélatine, le couvercle étant sou-
B, tube d’Esmarch. levé. — B, coupe schématique de la boîte chargée de
1, capuchon de caoul- gélatine et munie de son couvercle, chouc. — 2, tampon de coton. — 3, gélatine.
Pour les séro-diagnostics on se sert de petits tubes de verre de 5 à 6 millimètres de diamètre et d’une longueur d’environ 6 centimètres.
B. Pour les milieux solides . — Les récipients des milieux solides sont assez simples.
Un tube à essai ordinaire bouché à la ouate (fig. 16, A) servira à contenir la gélatine, la gélose. Un tube plus large
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(fig. 16, B), de la dimension des tubes à pommes de terre, servira à enrouler la gélatine par la méthode d’Esmarch (voy. p. 158). La gélatine peut encore être distribuée dans des boîtes de Pétri (fig. 17, A, B). Une de ces boîtes se compose d’un petit cristallisoir (6 et c) de 10 centimètres de diamètre, en verre de Bohême, à bords hauts seulement de 1 centimètre et demi, et d’un couvercle de verre ( b ' et c') dont les bords, de 2 centimètres de haut, embrassent ceux du cristallisoir.
Pétri a modifié (1900) ses boîtes primitivès, suivant la forme réprésentée ci-contre (fig. 18). Les boîtes peuvent ainsi se superposer facilement, s’emboîtant les unes dans les autres. En outre, le couvercle est en verre brun pour mettre les colonies à l’abri de la lumière.
Les boîtes de Soyka en verre plus résistant et fermant hermétiquement avec un couvercle rodé, servent aux cultures à conserver pour les collections.
La boîte de Roux (fig. 19) sert pour faire des cultures largement aérées, ou pour recueillir sur gélose ou sur gélatine de
Fig. 19.
Boîte de Roux.
Dispositif pour collections.
Culture sur gélose.
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grandes quantités de corps microbiens ou encore pour obtenir de grandes colonies commodes pour l'enseignement et les col lections.
La boîte de Roux a été diversement modifiée pour faciliter l’ensemencement ou la récolte des corps microbiens (boîte de forme triangulaire).
Pour les collections, également, on utilise de petits flacons plats destinés à contenir des cultures sur milieux solides. La
Fig. 21.
Ballon à fond plat, très évasé, pour culture sur plaque de gélatine .
colonie une fois développée, on la fixe, au formol par exemple, on bouche le goulot avec de la cire d’Espagne et on introduit celui-ci dans un support en bois (fig. 20).
Le ballon, à fond plat et très évasé, représenté figure 21, sert aussi quelquefois à couler de la gélatine.
Le tube à pomme de terre (fig. 22) est un large tube à essai de 2 centimètres et demi de diamètre et de 22 centimètres de longueur environ. Il porte à son quart inférieur un étranglement (4) qui empêche le morceau de pomme de terre (3) d’aller au fond ; le liquide (5) qui sort de la pomme de terre se recueille dans la partie inférieure sans imbiber la culture.
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6° Lavage, bouchage, supports. — La préparation de tous ces appareils de verrerie nécessite d’abord un lavage qui se composera des temps suivants : 1° laver dans une solution de potasse ; 2° plonger dans un bain d’eau acidulée à 1 ou 2 p. 100 d’acide sulfurique; 3° rincer à l’eau; 4° faire égoutter ; 5° faire sécher dans l’étuve de Wiesnegg (fig. 23) ou dans la
Fig. 22.
Tube à pomme de terre.
i, capuchon de caoutchouc. — - 2, tampon de coton. — 3, cube de pomme de terre. — 4, rétrécissement. — 5,
eau rendue par la pomme de terre.
Fig. 23.
Étuve à sécher de Wiesnegg.
chambre étuve (voy. p. d 11) ; 6° boucher au coton ou au papier ; 7° stériliser au four
Pasteur (voy. p. 37).
Le tampon de ouate ne doit pas être trop serré, pour pouvoir s’enlever facilement; il ne sera pas non plus trop lâche, devant bien fermer et conserver sa forme au dehors du tube pendant la prise de la culture ou l’ensemencement du milieu. Il débordera l’extrémité supérieure du tube et sera coiffé d’un capuchon de caoutchouc ou de papier.
Les objets tout en verre, comme les boîtes de Pétri, seront
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enveloppés dans du papier, et ainsi conservés après la stérilisation.
Des supports en bois recevront les tubes à essai chargés de leur milieu nutritif ensemencé ou non. Les paniers métaliques (fig. 24) sont très commodes, pour maintenir verticaux un grand nombre de tubes.
Enfin, les petits flacons, quelquefois employés, pourront être reçus dans de petits cupules creusées dans une planche épaisse (fig. 25).
7° Trompes à eau. — Des trompes à eau sont indispensables pour 24.
faire de l’aspiration. Un modèle de Panier métaIlique , en treiltrompe toute en verre est représenté lis, pour les cultures en figure 26. tubes.
Les trompes fixes métalliques sont préférables. Si la pression est insuffisante dans le laboratoire où on installe la trompe, on peut augmenter beaucoup la puis-
Fig. 25.
Planche support pour les cultures en petits flacons.
sance aspirante en soudant à la partie inférieure de la trompe un tube en plomb, de 2 centimètres de diamètre environ, qu’on fait descendre aussi bas que possible dans les sous-sols, où il conduit l’eau sortant de la trompe.
Nous parlerons plus loin de l’installation nécessaire pour faire le vide, pour substituer à l’air des gaz inertes (hydrogène...) ou pour augmenter la pression.
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8° Seringues. — Les seringues jouent un grand rôle en expérimentation bactériologique. Elles servent à puiser les humeurs suspectes ; à inoculer les cultures ou les toxines à l’animal, à
injecter les sérums ou autres doivent être complètement stérilisables, car toutes, ces opérations exigent l’asepsie la plus
liquides thérapeutiques. Elles
Fig. 27.
Seringue de Straus-Colin.
A, seringue complète. — B, piston.
rigoureuse. Nous ne parlerons donc pas des seringues anciennes à piston en cuir ; elles doivent être absolument proscrites, ne pouvant être stérilisées par la chaleur.
A. Seringue de Straus-Colin, — La seringue de Straus-Colin (fig. 27) est une seringue de Pravaz dont le piston est stérilisable. Il se compose d’un disque de moelle de sureau (a) serré
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entre deux boutons métalliques (6 et b') ; le disque bien souple est tassé, transversalement à l’axe, avec les doigts, avant d’être introduit dans le cylindre en verre. Une broche de section carrée traverse ce disque suivant son axe et se termine par le bouton (b) ; son autre extrémité traverse la tige creuse du piston, en ressort et offre un pas de vis qui reçoit un bouton écrou (d) .
Le houton (b') fait corps avec la tige creuse du piston. En vissant l’écrou (d) on rapproche les deux boutons (b et b'), on aplatit la moelle de sureau jusqu’à ce qu’elle soit assez élargie pour se mouler exactement sur les parois du cylindre. Les divisions sont inscrites sur la face plane de la tige creuse qui porte un anneau curseur (c). Des rondelles, également en moelle de sureau, remplacent les rondelles de cuir de la seringue de Pravaz aux deux extrémités du cylindre, pour que celui-ci ferme hermétiquement. La moelle de sureau supporte très bien l’action de l’eau bouillante ou de la vapeur d’eau qui la fait gonfler au lieu de l’altérer ; elle est souple, élastique, se moule bien sur le cylindre et glisse sans ressauts. On adaptera une aiguille en 'platine iridié, c’est-à-dire une aiguille qu’on peut rougir à la flamme sans la détremper et ne s’oxydant pas au sortir de l’eau1.
On ne stérilisera pas à la chaleur sèche qui altérerait la moelle de sureau. L’ébullition dans l’eau ou mieux l’autoclave seront employés. Il va sans dire qu’on peut refaire soi-même le piston de moelle de sureau lorsqu’il est altéré. La seringue de Straus est inférieure aux seringues à piston d’amiante.
B. Seringues a piston d’amiante. — J. Courmont en 1890 a fait construire la première seringue à piston d’amiante. Des modèles semblables ont été décrits depuis. Le dispositif est le même que celui de la seringue Straus, mais la moelle de sureau est remplacée par du carton d’amiante qu’on presse contre le cylindre en verre par la même tige creuse. Les deux rondelles de la gaine sont également en amiante. Cette seringue peut être
1 On peut éviter l’oxydation des aiguilles en acier en les conservant dans de l’alcool absolu au sortir de l’eau bouillante.
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stérilisée par ébullition ou à l’autoclave. On doit se servir, dans le laboratoire, uniquement de seringues à piston d’amiante. On en possédera de trois dimensions : 1, 5, 20 centimètres cubes.
Des aiguilles en platine iridié complètent 1 instrument.
Il est bon de desserrer le piston en éloignant les deux boutons (6) et ( b '), et de dévisser l'ajutage supérieur, avant de stériliser la seringue à l’autoclave. On revisse à fond ensuite avant d’expérimenter.
C. Seringue de Luer et de Duguet
— Luër a fabriqué des seringues complètement en cristal (fig. 28). Le piston est formé par un cylindre plein en cristal rodé à l'émeri et glissant dans un cylindre creux également en cristal. Ce cristal peut supporter 125°. Mayor et Génisson ont remplacé le cylindre plein par un cylindre métallique. Cette seringue est très fragile.
La seringue de Duguet, est imitée de la seringue de Luer; elle est toute en verre avec un arrêt métallique pour empêcher le piston de sortir ; elle est très bon marché.
D. Il existe des seringues complètement métalliques, facilement stérilisables, mais qui ont l'inconvénient de ne pas laisser voir le liquide qu’elles contiennent.
E. Ihghilleri a décrit (1902) une seringue assez ingénieuse. L’appareil se compose d’un corps en verre dont une partie destinée au liquide est graduée ; la partie d'égale capacité, est des-
Fig. 28.
Seringue de Luèr.
A, piston en verre plein. — B, gaine en verre.
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tinée au piston ; la partie supérieure intermédiaire renflée contient un tampon de ouate. Le piston est en cuir bien graissé ; sa tige est traversée par un conduit, permettant, si on le veut, de mouvoir le piston sans faire ni aspiration, ni compression ; on met un doigt sur l’orifice supérieur, au niveau du bouton, lorsqu’on veut aspirer ou refouler le liquide; on adapte l’aiguille et on manœuvre le piston. L’air chassé pousse le liquide ; il est filtré sur le tampon d’ouate. L’avantage de cette seringue est son parfait fonctionnement, le piston n’ayant pas besoin d’être stérilisé, n’étant donc pas atteint par le chauffage.
CHAPITRE II
STÉRILISATION
Le grand principe énoncé par Pasteur, et qui domine toute la bactériologie, consiste dans Yisolement des microbes à étudier. Il faut obtenir des cultures pures de chaque microbe, pour pouvoir en définir les caractères morphologiques et biologiques et les effets pathogènes. Or, Pair, l’eau contiennent des microbes divers ; tous les objets, nos mains, même propres en apparence, sont recouverts de poussières microbiennes. V asepsie, ne suffira donc pas pour obtenir des cultures pures ; il faudra faire une antisepsie rigoureuse. Les récipients, les milieux de culture qu’on ne peut recueillir aseptiquement, (bouillons, gélatine, gélose, etc.), les instruments, etc., devront être stérilisés avec le plus grand soin. L’étude des méthodes de stérilisation et du maniement des appareils stérilisateurs est donc indispensable à tout bactériologiste.
La stérilisation peut s’obtenir par différents procédés ,
§ 1. — Stérilisation par la chaleur
La chaleur est le plus sûr des agents de stérilisation. Aucun être vivant ne peut résister à une température suffisamment élevée. La plupart des microbes sont tués en quelques minutes par un chauffage à une température inférieure à + 100°; néanmoins, certaines spores nécessitent, pour être détruites, une chaleur supérieure à -f- 100°. Certains milieux, couramment employés, ne peuvent supporter assez longtemps une température de + 100° sans s’altérer profondément; la gélatine, ayant
été soumise à une ébullition prolongée, ne se reprend plus en masse. D’autres milieux, tWs que le sérum, ne peuvent même être chauffés à 70° sans se modifier. On doit, dans ces cas, avoir recours à un artifice (chauffage discontinu).
A) — Chauffage continu a -f- 100° ou au-dessus
La stérilisation s’opère, en une seule séance, à -f- 100° ou audessus, si les objets ou milieux à chauffer ne s’altèrent pas à cette température, maintenue pendant un temps suffisant.
La chaleur peut être employée sèche ou humide.
1° Stérilisation par la chaleur sèche.
— A. Flambage. — Le procédé le plus courant est le flambage. On promène rapidement, trois ou quatre fois de suite, l’objet à stériliser dans l’extrémité supérieure de la flamme d’une lampe à alcool ou d’un bec Bunsen à flamme chauffante, bleue l. Cette méthode est applicable aux instruments métalliques même tranchants, aux pipettes en verre, au coton qui bouche les tubes ou ballons, aux orifices des récipients qu’on est obligé de déboucher. Les instruments sont stérilisés avant que la chaleur les détrempe, les bistouris peuvent donc conserver leur tranchant après un flambage rapide mais suffisant. On peut, aussi flamber les tampons de coton un peu serrés, les capuchons de papier sans les enflammer. On aura toujours soin de laisser les objets se refroidir avant de les employer, sous peine, de voir se briser les objets en verre, et de ne pas pouvoir effectuer un prélèvement par coagulation des humeurs dans l’ouverture du récipient (partie effilée de la pipette) ou de stériliser les produits prélevés.
Fig. 29.
Bec Bunsen à veilleuse.
1 Dans le brûleur Wiesnegg les mouvements de la virole sont solidaires de ceux du robinet, à gaz. Il existe des becs à veilleuse (fig. 29) qui se rallument d’eux-mêmes.
STÉRILISATION
Le bec Bunsen muni d’un long tube de caoutchouc servira à stériliser de haut en bas les goulots des flacons remplis dé culture, qu’on ne voudra ou qu’on ne pourra pas pencher. En un mot, un bec Bunsen ou à défaut une lampe à alcool, devront toujours être allumés à côté de l’expérimentateur qui examine, transplante ou inocule des cultures, qui fait une autopsie, etc.
B. Chauffage au rouge. — On peut porter au rouge, les fils de platine (voir p. 21). On attendra le refroidissement avant de s’en servir, surtout si le fil de platine est un peu gros. On peut également chauffer au rouge sur un bec Bunsen les bougies de porcelaine (voir p. 52), qu’on désire « régénérer » après une filtration.
C. Stérilisation par l’air chaud. — On peut facilement porter à -f- 150° l’air d’un récipient métallique. Les appareils à air chaud servent à stériliser les objets en verre, la ouate, le papier, les instruments métalliques. Un séjour de vingt minutes à une heure suffit pour tuer tous les germes. Les récipients en verre seront bouchés avec un tampon de coton ou de papier (voy. p. 22). Les objets de verrerie tels que verres de montre, boîtes de Pétri, etc., seront enveloppés dans du papier pour pouvoir être retirés de' l’appareil sans se contaminer au contact de l’air. La ouate à conserver stérile sera déposée dans un flacon à large ouverture, celle-ci bouchée par un tampon d’ouate. Les instruments métalliques pourront être enveloppés de papier. Tous les objets de verrerie devront être soigneusement séchés pour éviter la possibilité du bris (voir Y Étuve à sécher de Wiesnegg, p. 28).
La ouate non hydrophile et le papier blanc changent de coloration de -f- 140° à 150° ; ils deviennent jaune clair ; cette teinte sera donc l’indice d’une bonne stérilisation. Un tampon resté blanc n’a pas été porté à + 140° ; un tampon trop roussi indique une température supérieure à -}- 150°. U y a inconvénient à trop roussir les tampons de ouate qui perdent leur homogénéité et laissent échapper des produits empyreumatiques dans les flacons. Ces produits sont antiseptiques et font aux récipients des taches très difficiles à enlever. Un objet ainsi souillé est
devenu inutilisable. On pourra donc se servir d’un morceau de ouate pour apprécier la stérilisation d’objets ne comportant pas de tampons; on éteindra le gaz lorsque le morceau de ouate sera devenu jaune clair. La température de tous les appareils stérilisateurs à air chaud n’est pas la même dans toute la
Four Pasteur.
chambre à air, elle est beaucoup plus élevée vers le bas et le long des bords ; on mettra donc la verrerie au fond et la ouate par-dessus : les tubes de verre bouchés au coton ou au papier seront placés verticalement , l’orifice en haut.
Le stérilisateur à air chaud le plus usité est le Four Pasteur. Il est bien entendu que son emploi ne peut s’appliquer qu’aux objets secs ; aucun liquide, aucune substance évaporable ne doit y être introduite.
STERILISATION
Le four Pasteur (fig. 30) consiste essentiellement en un cylindre de tôle, à double paroi. Une Cheminée latérale sert au dégagement des gaz de la combustion. Un couvercle en tôle, muni d’un bouton, ferme l’ouverture supérieure. Ce couvercle est percé d’un orifice pour le passage du thermomètre qui sera fixé par un bouchon en liège dans lequel il glissera à frottement. La chaleur est fournie par une couronne à gaz placée sous le fond. Un panier en toile métallique, exactement de la dimension du fond, muni d’une anse, contiendra les objets à stériliser. Le tout en place (comme il a été dit plus haut), on allume le gaz (en ayant soin de présenter l’allumette enflammée avant d’ouvrir le robinet à gaz, pour éviter la formation d’un mélange détonant), et on laisse monter la température à + 150° ou -j- 160°. On règle alors par tâtonnement. Une demi-heure de chauffage à -j- 150° suffit en général à stériliser les objets contenus dans le four Pasteur. En pratique, on se sert rarement du thermomètre : on ouvre le gaz à plein canal et on soulève de temps à autre le couvercle pour juger de la couleur de la ouate. On éteint dès que celle-ci commence à prendre la teinte jaune café au lait, en se rappelant que la chaleur est toujours plus intense au fond et le long des bords qu’au milieu du panier. Il faudra laisser refroidir la verrerie dans le four même : 1° pour éviter un brusque changement de température capable de briser les objets en verre ; 2° pour que le rayonnement des parois, continuant pendant un certain temps, complète la stérilisation et roussisse la ouate du centre du panier.
On peut construire soi-même une étuve à air chaud et sans grand, frais. L’étuve de Salomonsen (fig. 31) se compose d’une boîte à biscuits métallique (24 centimètres de hauteur, 22 centimètres de largeur, 21 centimètres de profondeur). Le couvercle est percé d’un orifice pour laisser passer un thermomètre gradué jusqu’à + 200°. Plusieurs petits trous pratiqués dans les parois latérales .près du fond et près du couvercle assurent la ventilation. Dans la boîte, on dispose une feuille de grillage en fer galvanisé, carrée, et dont les côtés sont repliés en dessous, de façon à former une sorte de banc distant du fond de 2 centimètres, pour que les objets à stériliser ne puissent
toucherau fond. La boîte est recouverte de feutre, substance mauvaise conductrice de la chaleur, fixée par des tours de fil de fer. Le quart inférieur des parois latérales et la paroi inférieure sont libres de feutFe pour éviter tout danger d’incendie. Les orifices à ventilation sont ménagés à la partie supérieure des parois latérales. On place la boîte sur un trépied en fer et on chauffe au gaz. Une lame de fer-blanc interposée empêche que le fond de
Fig. 31.
Stérilisateur à air chaud de Salomonsen.
la boîte soit détérioré par la flamme. Un petit fourneau à pétrole pourrait remplacer le gaz. On manie cette étuve comme le four Pasteur.
2° Stérilisation par la chaleur humide. — Le chauffage se fait dans un liquide ou dans la vapeur d’eau.
A. Stérilisation dans l’eau bouillante ou dans l'huile. — On peut stériliser des instruments métalliques, des seringues, des objets de verrerie, en les maint enant dans un bain d’eau bouillante.
STERILISATION
On préférera un bain d’huile pour les instruments métalliques. Ce mode de stérilisation, quoique très parfait, a l’inconvénient de fournir des objets mouillés et se souillant au contact de l’air, au moment où on les retire du bain. La stérilisation par l’eau ou l’huile sera continuellement employée par le bactériologiste pour un autre but : la stérilisation des cultures qu’on abandonne, des pipettes ayant servi à ensemencer, des instruments après l’autopsie, en un mot de tous les objets contaminés par des microbes pathogènes, qu’on ne doit pas abandonner au hasard dans un laboratoire. Une grande marmite émaillée sera donc toujours prête à les recevoir, et sera tous les soirs remplie d’eau portée à l’ébullition pendant une heure. On pourrait également stériliser ainsi de petits animaux morts d’affections contagieuses, en l’absence d’un four crématoire. Un récipient de 45 centimètres de hauteur sur 35 centimètres de diamètre, muni d’un couvercle à manette et de deux fortes manettes latérales suffit à tous ces usages.
On peut obtenir des températures supérieures à -h 1 00° avec des bains d’huile ou avec des solutions salines (carbonate ou borate de sodium) L
B. Stérilisation par la vapeur sans pression. — C’eit le procédé de Koch. Les objets sont ainsi maintenus à + 99° ou -f 1 00° (suivant l’altitude) dans la vapeur d’eau. Or, à température égale, la vapeur stérilise plus rapidement que l’air et la chaleur humide pénètre plus complètement les objets que la chaleur sèche. Ce mode de stérilisation est surtout applicable aux substances liquides ou évaporables.
Le stérilisateur à vapeur de Koch consiste en un cylindre métallique. A l’intérieur du cylindre sont des rebords saillants pour soutenir deux plateaux percés de trous. Des paniers métalliques dont le fond est constitué par un grillage à larges
1 L’emploi des solutions salines pour la stérilisation par l’ébullition des seringues ou des pipettes destinées aux inoculations, aux prélèvements, aux dosages peut modifier la virulence ou la toxicité des microbes ou des toxines.
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mailles, reposent sur ces plateaux. Les objets à stériliser sont introduits dans ces paniers. L’ensemble de l’appareil sera placé sur un trépied solide.
Pour faire marcher l’appareil, on le remplit d’eau à une hauteur de 10 centimètres ; on met en place paniers, couvercle, thermomètre ; on allume le gaz jusqu’à ébullition de l’eau. La vapeur s’échappe et le thermomètre marque -f- 100°. A partir de ce moment, on laisse brûler le gaz pendant une ou trois heures, pour que la stérilisation soit complète. L’opération est longue et dispendieuse.
Les autoclaves , que nous allons décrire, peuvent fonctionner sans pression et remplacer le stérilisateur de Koch, lorsqu’on veut seulement une température de -f 100°. L’appareil de Koch n’est donc pas indispensable à un laboratoire.
C. Stérilisation par la vapeur sous pression. — Les spores de certains microbes ne sont tuées que par un chauffage à -f- 120°. Seuls les appareils stérilisant par la vapeur sous pression sont capables de les détruire ; seuls ils sont absolument sûrs ; ils sont donc indispensables au bactériologiste. La chaleur sèche ne pouvant être employée pour stériliser les milieux liquides ou susceptibles d’évaporation, on soumettra ceux-ci au chauffage à -f 120° dans les appareils à vapeur sous pression, à condition qu’ils ne s’altèrent pas à cette température (bouillon, pommes de terre, gélose, etc.). La gélatine, le sérum ne peuvent être stérilisés par ce procédé.
Tous les appareils servant à la stérilisation par la vapeur sous pression sont en définitive des marmites de Papin plus ou moins perfectionnées.
Fig. 32.
Autoclave de Chamberland.
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a. h’ autoclave de Chamberland est l’appareil le plus commode et le plus répandu (fig. 32). Il se compose d’une marmite cylindrique en cuivre (A) qu’un couvercle en bronze (B) peut fermer hermétiquement, grâce à l’interposition d’une rondelle en caoutchouc. Le couvercle est muni d’un manomètre (G) qui indique la pression et par suite la température 1, d’un robinet (D) et d’une soupape (E). Il est fixé par des bouchons mobiles (F, F') ; deux index gravés, l’un sur le couvercle, l’autre sur la marmite devant toujours être en regard l’un de l’autre. La marmite est supportée par une boîte en tôle (G) sous laquelle sont deux rampes à gaz circulaires (H et H') de diamètres différents, indépendantes l’une de l’autre. Un panier en fil de fer (I) recevra les objets à stériliser.
Pour faire fonctionner l’autoclave de Chamberland, on verse un ou deux litres d’eau dans la marmite, en a (il faut toujours une couche d’eau suffisante : 10 centimètres au moins) ; on place le panier ; on visse le couvercle. On allume la rampe à gaz (H') (approcher l’allumette enflammée avant d’ouvrir le robinet à gaz2, voir page 38) et on ouvre le robinet (D) jusqu’au moment où la vapeur s’échappe d’une façon continue. Ce robinet sert à purger l’autoclave d’air ; sans cette précaution, la température donnée, [indiquée ci-dessous d’après les tables de Régnault], calculée pour la vapeur seule, serait bien supérieure à la température réelle du mélange d’air et de vapeur de l’autoclave. Au moment où la vapeur s’échappe en jet du robinet, la température de l’autoclave atteint -}- 100°; on ferme alors le robinet (D) £t on visse la soupape (E). L’appareil entre en pression, et l’aiguille du manomètre monte. On pratique alors deux ou trois détentes de vapeur , c’est-à-dire qu’on ouvre le robinet (D) pendant quelques instants. Lorsque l’aiguille marque la pression qui correspond à la température cherchée (habituellement 1 atmosphère,; c'est-à-dire -j- 120?), on
1 0 atmosphère = 100°.
Si un des becs brûle en dedans, il faut éteindre et rallumer.
règle l’arrivée du gaz par tâtonnement (flamme de un ou deux travers de doigt) et on dévisse la soupape (E) à la limite où elle retient le jet de vapeur, d’où le réglage de la pression qui ne peut monter plus haut. On ne con^pte le temps de la stérilisation qu’à partir du moment où l’aiguille du manomètre est immobile, indiquant que la température cherchée est fixe. Le temps voulu écoulé, on éteint le gaz, et on attend que la pression soit retombée à 0 ; on ouvre seulement alors le robinet (R) 1 : Pair rentre avec un léger sifflement. On dévisse le couvercle immédiatement ; si on attendait le refroidissement, il y aurait adhérence assez difficile à vaincre entre le caoutchouc et le couvercle. Un changement toujours possible dans la pression du gaz (voir page 121 l’emploi du régulateur Moitessier), peut faire monter brusquement la pression de la vapeur d’eau et entraînerait une explosion si la soupape fonctionnait mal ; il faut donc toujours surveiller son autoclave, tant que la température n’est pas définitivement réglée.
La vapeur sous pression A -j- 115° ou -f- 120°, dans l’autoclave de Chamberland, stérilise, en vingt ou trente minutes, les milieux ou objets quelconques.
On peut l’employer sans pression, en ne fermant pas le robinet (D), et en ne vissant pas à fond les boulons du couvercle. L ' autoclave peut donc fonctionner comme V appareil de Koch, stérilisant à la vapeur à -f- 100°.
On peut même stériliser la verrerie dans l’autoclave et se passer du four Pasteur. Le seul inconvénient est que les récipients et le coton contiennent un peu d’eau condensée après le refroidissement. Il faudrait alors sécher le coton. On voit en somme que Y autoclave peut suffire, à lui seul, à toutes les stérilisations nécessaires au bactériologiste.
b. Contrôle des températures. — On peut employer des indicateurs fusibles. Un mélange de 100 grammes de benzonaphtol avec 0sr,01 de safranine se colore à 110 degrés, l’acide benzoïque (100 gr.) fusible à 121 degrés se colore à cette tempéra*
' En ouvrant trop hâtivement on risquerait de faire sauter les bouchons de ouate des récipients trop pleins.
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ture par le vert brillant (0er,01). On met le mélange dans une ampoule de verre scellée, dans l’autoclave. La matière colorante, masquée à l’état pulvérulent, colore le culot s’il s’est liquéfié (Demandre).
13) — Chauffage discontinu a + 100° ou au-dessous
Nous avons déjà dit que certaines spores microbiennes nécessitaient une température de -f- 120° pour être détruites1. Or, il est des milieux, employés couramment dans les laboratoires, qui ne peuvent supporter de pareilles températures. La gélatine, par exemple, ne peut être stérilisée à -f- 120°; elle ne peut même être soumise trop longtemps à + 100°; maintenue trop longtemps à cette température, elle ne se reprend plus en masse au refroidissement. Le sérum ne peut être porté à des températures dépassant -f- 70°, sans modifications qui rendent son emploi impossible. Il faut donc user d’artifices.
1° Chauffage discontinu de Tyndall. — Tyndall a imaginé, en 1877, le chauffage discontinu pour stériliser l'infusion de foin sans appareils spéciaux. Celle-ci, contenant des spores de B. subtilis, me pouvait être stérilisée par l’ébullition. Tyndall eut l'idée de la chauffer plusieurs fois de suite à + 100°. Le premier chauffage tuait les bacilles et respectait les spores: celles-ci germaient ensuite et le second chauffage tuait les jeunes bacilles ; au bout de deux -ou trois chauffages toutes les spores avaient germé et tous les bacilles en provenant avaient été tués ; l’infusion était stérile.
On se sert de ce procédé pour stériliser la gélatine. On la soumet à deux séances de stérilisation, de vingt minutes chaque, dans la vapeur à +100° (autoclave sans pression), l^a stérilisation est assurée, et la gélatine conserve ses propriétés.
1 Les spores de Bacillus mesentericus vulgaris peuvent même résister à -f 130°.
Il est aussi utile pour stériliser tous les autres milieux qu’on ne veut pas trop chauffer.
2° Stérilisation du sérum. — Koch a appliqué le principe de Tyndall à la stérilisation du sérum.
Lorsqu’on veut se servir comme milieu de culture du sérum provenant d’un sang recueilli sans précautions, à l’abattoir, par exemple, il faut tuer les germes qu’il contient. Or, le sérum se coagule à -f- 7(P ; on ne pourra donc atteindre cette température si on veut l’employer liquide.
Est-il destiné à être utilisé gélifié, le sérum ne peut cependant être exposé à des températures supérieures à + 75°, sous peine de devenir absolument opaque. 11 faut donc stériliser le sérum liquide à -f- 58°-60° et le sérum solide à 70°-75°. Le sérum est chauffé chaque jour pendant une demi-heure, à ces températures, et cela cinq ou six jours de suite (Koch).
Cette stérilisation à -f- 60° ne serait pas applicable à d’autres milieux que le sérum ; ce dernier n’est pas un bon milieu de culture pour la majorité des bactéries et sa stérilisation est plus aisée que celle du bouillon par exemple.
On emploie exclusivement aujourd’hui, du sérum recueilli aseptiquement (voir page 71), et n’ayant donc pas besoin d’être stérilisé.
C) — Pasteurisation
On désigne sous le nom de pasteurisation un mode de chauffage à une température inférieure à -f- 100°, capable d’arrêter pendant un certain temps la germination des microbes, sans toutefois aller jusqu’à la stérilisation absolue. Cette opération a l’avants^e de ne pas altérer les propriétés des liquides chauffés. Pasteur l’a appliquée à la guérison des maladies des vins. On l’emploie journellement pour le lait, qui peut ainsi être transporté au loin, la fermentation lactique étant retardée de quelques jours. La pasteurisation n’est qu’une stérilisation incomplète, elle intéresse l’hygiéniste plus que le bactériologiste.
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Nous répéterons, au chapitre m, à propos de chaque milieu nutritif, la méthode de stérilisation qui lui convient le mieux.
§ 2. — Stérilisation par les substances
ANTISEPTIQUES
Les antiseptiques sont trop infidèles pour être couramment employés par le bactériologiste. Leurs propriétés empêchantes doivent les faire proscrire absolument pour la stérilisation des appareils utilisés pour les cultures ou pour la récolte des produits virulents.
Le sublimé 'à 1 ou 2 p. 1.000 1 servira au nettoyage desi mains, des téguments des animaux à inoculer ou à opérer. Il est utilisé pour stériliser les capuchons de caoutchouc des tubes à essai contenant les milieux solides.
La solution d'oxycyanure de mercure au millième est préférable; elle n’est pas caustique, ne précipite pas les albumines, n’attaque pas les objets métalliques (lavage des mains, des instruments).
Les solations de phénol faibles et fortes ont également leurs indications.
Les acides minéraux forts peuvent être utilisés pour détruire les microbes des grands récipients, pour nettoyer les tables en lave émaillée, les parois et le sol en céramique, etc.
Le formol ou ses dérivés (lusoforme) seront employés pour la désinfection des écuries, des cages.
On se rappellera la loi formulée pour la première fois par Chauveau et S. Arloing : la puissance antiseptique d’un liquide augmente s’il est employé chaud.
E. Roux (1891) a préconisé les essences. Celles-ci ont un pou-
1 Rappelons qu’il faut ajouter 100 parties d’alcool à un litre d'eau pour assurer la solubilité de 1 gramme de sublimé. Le chlorure de sodium (20 grammes pour 1.000) aura les mêmes effets. L’addition de 0sr,50 d’acide acétique par litre évite les précipités.
Le plus souvent l’addition de substances destinées à faciliter la dissolution dans l’eau des antiseptiques minéraux, diminue leur
uvoir microbicide.
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voir bactéricide très énergique et n’altèrent ni les substances albuminoïdes, ni les diastases. Les essences d’ail et de moutarde sont les meilleures. Comme elles sont volatiles, on peut s’en débarrasser ensuite, en évaporant dans le vide. De même le chloroforme , Yéther.
Pour conserver certains liquides, qui ne devront pas servir de nouveau de milieux de culture, on peut ajouter un peu de thymol, de camphre.
| 3. — Stérilisation par la filtration
La chaleur ne peut être employée dans tous les cas. On a alors recours à la filtration. Lorsqu’un corps, liquide ou gazeux, traverse une couche d’une substance solide, il lui abandonne successivement les particules solides qu'il renferme ; si les pores sont suffisamment fins, si la couche filtrante est assez épaisse, le gaz, le liquide, ainsi filtrés, ressortent privés de germes, ils sont stérilisés. La filtration joue un grand rôle dans l’hygiène naturelle. Si l'eau de source est parfois bactériologiquement pure, c’est qu elle a filtré à travers une épaisseur convenable de terrain, C’est sur le principe de la filtration que sont basés le système de l’épandage, la purification des eaux potables des villes, etc. ; il suffit de quelques mètres de terrain, surtout s’il n’a pas été remanié depuis longtemps, pour retenir' tous les germes de l’eau. On s’est inspiré de tous ces faits pour imaginer et construire des appareils a filtration, destinés à stériliser les gaz et liquides, dans les laboratoires de bactériologie.
1° Filtration des gaz. — La filtration de l’air s’opère à travers le coton. On bouche, avec un tampon de ouate moyennement serré, un tube de verre, un flacon de Mariotte, et on fait l’aspiration; le courant d’air, en traversant la ouate, abandonnera tous les germes qu’il contient. La filtration de l’air à travers le coton avait été instituée depuis longtemps par Schwann, von Schultze, von Schroeder, von Dusch, etc., lorsque Pasteur reprit ces expériences et démontra péremptoirement l’arrêt des microbes dans le coton. Le coton est entré depuis lors dans
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la pratique journalière du laboratoire, et nous avons déjà vu, au chapitre précédent, qu’un tampon de coton est l’intermédiaire le plus fréquent entre l’air atmosphérique et l’air stérile des récipients à cultures, avec ou sans aspiration.
2° Filtration des liquides. — La filtration consiste en une séparation physique des liquides et des particules figurées qu’ils contiennent.
A. Substances filtrantes. — On filtre à travers des substances poreuses diverses.
On pourrait instituer un filtre avec une simple couche de sable stérilisé. Le premier filtre, fabriqué sur les indications de Pasteur, était en plâtre. Une importante modification fut apportée par A. Gautier qui construisit un filtre en porcelaine de Sèvres dégourdie , filtrant de dehors en dedans, grâce à l’aspiration. Le nettoyage du filtre était ainsi facilité, puisque seule la surface extérieure était encrassée. Après le plâtre et la porcelaine, on a employé l’ alumine, Y amiante, la terre d'infusoires, le collodion, la viscose, etc.
B. Rétention et modifications des substances solubles par les filtres. — Il semble, au premier abord, que la filtration devrait être un procédé de choix pour la stérilisation à froid de tous les milieux liquides, et devrait supplanter le chauffage. Il n’en est rien. Tout d’abord, la filtration des liquides albuminoïdes (sérum) ou visqueux (bouillons glycérinés, etc.) est difficile. De plus, les filtres retiennent, non seulement les particules figurées, mais encore nombre de substances en dissolution, de telle sorte qu’un milieu, ayant traversé un filtre, peut se trouver profondément modifié dans sa composition. Outre cette rétention de nombre de substances, qui appauvrit le liquide filtré, on peut observer des altérations chimiques ou physiques de certains corps i.
Les bougies en porcelaine ou en amiante retiennent une très
1 Hugounenq, Recherches sur le passage des solutions de caséine à travers la porcelaine , Annales de chimie et de physique, avril 1893.
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notable proportion des substances azotées ou hydrocarbonées contenues dans le suc, si toxique, des pulpes de betterave ensilées (Arloing). Chaque bougie retient inégalement ces substances; une bougie qui a déjà servi retient moins qu’une neuve.
Rodet et J. Courmont ont fait les mêmes constatations, en filtrant des cultures de Staphylocoque pyogène.
En 1896, Phisalix a vu qu’en filtrant sur porcelaine le venin de vipère on peut séparer les substances solubles toxiques, qui restent sur le filtre des substances vaccinantes, qui le traversent.
En un mot, les filtres ne laissent pas passer la totalité des substances solubles dissoutes, ils peuvent même en changer les propriétés. On sera cependant obligé de filtrer les bouillons qu’on ne peut chauffer sans les modifier (bouillon-sérum, bouillons sucrés, etc...). L’emploi de la filtration pour stériliser les milieux de culture est assez, restreint. Elle est surtout utile au bactériologiste pour isoler les produits solubles contenus dans les cultures microbiennes.
La notion de la filtrabilité de certains virus a complètement modifié les idées sur la stérilisation par filtration.
On peut également utiliser les propriétés filtrantes des membranes de collodion , qui ne sont pas non plus des filtres parfaits.
C. Filtration de l’eau des robinets. — Les filtres s’encrassent très rapidement et finissent par laisser passer des microbes au bout d’un certain temps. Aussi, l’emploi des filtres pour la stérilisation de Veau potable n’a pas donné tous les résultats espérés. L’hygiéniste doit être prévenu : 1° que tous les échantillons de filtres livrés dans le commerce ne retiennent pas les germes avec certitude ; 2° qu'un bon filtre, servant continuellement, se laisse très rapidement traverser par certains microbes, et peut ainsi devenir plus nuisible qu’utile. L’établissement de filtres, adaptés aux robinets d’eau potable, n’offre donc toutes les garanties qu’à la condition expresse d’être étroitement surveillé. On devra d'abord s’assurer de la qualité de chaque bougie en particulier; puis la net-
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toyer au moins tous les quinze jours. Nous verrons bientôt comment on doit prendre ces deux précautions.
D. Filtres en plâtre ou en sable. — Lejp/dÆre peut être employé avec un dispositif très simple (fig. 33). On coule du plâtre (G) dans un entonnoir en verre (A), lequel est fixé sur un flacon à deux tubulures ou une carafe à filtrer (B). On verse le liquide à filtrer (E) sur le plâtre et on fait le vide dans le flacon par aspiration ou par simple chauffage suivi de l’obturation hermétique de la seconde tubulure. L’ajutage (D) de l’entonnoir au flacon sera recouvert de gutta1. Pour empêcher Pair de filtrer entre le plâtre et l’entonnoir on enduit le pourtour du plâtre avec du vernis copal. Cet appareil n'est plus employé mais pourrait être construit partout sans frais.
On peut utiliser le même dispositif pour filtrer sur une mince couche de sable quarlzeux retenu dans l'entonnoir par un léger tissu en tulle; avep le même dispositif très simple on peut utiliser la terre d’infusoires.
E. Filtres en porcelaine. — On se sert généralement de la Bougie Chamberland, qui peut s’adapter à différents dispositifs. Elle est constituée par un cylindre creux, en porcelaine dégourdie à -f- 1.200°, fermé en cul-de-sac d’un côté et muni d’une tétine en faïence à l’extrémité ouverte (fig. 34):
La pâte de tous les filtres n’est pas également serrée, comme l'indique une lettre imprimée sur le rebord de la tétine. On vend couramment des bougies B et F, la bougie F est la plus poreuse.
La filtration doit s’opérer autant que possible de dehors en dedans, soit par aspiration, soit par refoulement, suivant les dispositifs.
La première chose à faire est de s’assurer que le filtre est bon. On relie la bougie à une pompe à air foulante et on la fait tremper dans une éprouvette remplie d’eau; on obtient une pression d’une atmosphère. Aucune bulle d’air ne doit se former dans l’éprouvette; sinon la bougie ne peut filtrer avec certitude.
1 Gutta-percha dissoute dans le chloroforme.
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La même bougie peut servir plusieurs fois, à condition d’être chaque fois nettoyée et stérilisée. Après la filtration d'une culture, la surface extérieure est recouverte d’un enduit souvent très épais ; il faut mettre la bougie dégorger pendant quelques heures dans l’eau chaude, puis la brosser avec une
Fig. 33.
Filtre en plâtre.
(schématique).
brosse très dure ; il est même bon de faire passer par filtration une certaine quantité d’eau qui entraîne les substances restées dans les pores
Fig. 34.
Bougie de Chamberland.
A, aspect extérieur.
B, coupe.
notamment les matières albuminoïdes. Il suffit pour cela d’adapter un long tube de caoutchouc à la tétine, de remplir d’eau l'intérieur du tube et de la bougie, et d’établir ainsi un siphon en plongeant la bougie dans un vaste récipient plein d’eau placé sur une étagère, le tube de caoutchouc se terminant sur un évier.
Si ce lavage ne suffit pas, on séchera la bougie avec soin à
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l'étuve à -j- 37° et on la portera au rouge pour la « régénérer » dans la flamme d’un bec Bunsen ou dans un four à moufle; de jaunâtre la bougie redevient blanche après le refroidissement.
Dans tous les cas, la bougie devra être stérilisée à Y autoclave avant de servir. On bouchera l’orifice de la tétine avec un petit tampon de ouate. En général, on ajuste d’avance un tube de caoutchouc à la tétine, et c’est l’extrémité libre de celui-ci qui est fermé par un bouchon de ouate. On peut aussi stériliser tout d’une pièce la bougie munie de son armature, avec le flacon récepteur, reliés ensemble par un tube de caoutchouc. Au sortir de l’autoclave la bougie est prête à servir.
Les filtres, même exempts de toute fêlure, peuvent laisser passer des microbes soit immédiatement ( microbes filtrants ; voir p. 85), soit à la longue, s'ils sont très mobiles [B. d'Eberth.
B. coli ; [voir p. 224] certains microbes des eaux). Les bougies enduites de collodion glycériné constituent des filtres parfaits (Grenet et Salimbeni).
Lorsqu’on plonge une bougie sèche dans l’eau, la précipitation de celle-ci dans des canaux capillaires est d’une intensité telle que les microorganismes sout entraînés et peuvent traverser la bougie. Avant de se servir d’une bougie il convient donc de l’immerger dans de l’eau stérile.
Grenet (1911) a basé sur la force de pénétration de l’eau dans les : bougies un procédé de mesure de leur porosité. La bougie, remplie de mercure, surmontée d'un tube manométrique on la plonge dans l’eau. Le mercure monte dans le tube à une hauteur en rapport avec le diamètre des pores de la bougie.
F. Méthodes de filtration. — La filtration peut s’obtenir par aspiration ou par refoulement. On recommande, en général, l’aspiration qui ne nécessite pas d’appareil spécial. Par contre avec ce procédé le bris du flacon récepteur est assez fréquent, i si on ne le choisit pas avec soin.
a. Le dispositif le plus simple pour filtrer par aspiration est le suivant (fig. 35). Le liquide à filtrer est déposé dans une éprouvette (A) de la hauteur de la bougie ; celle-ci (B) trempe dans " le liquide jusqu’à la monture en faïence. De la tétine part un
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un tube de caoutchouc qui relie la bougie à un tube de verre (c2), lequel plonge au fond d’un flacon conique (flacon laveur ordinaire) destiné à recevoir le liquide filtré. Ce flacon (C) est bouché hermétiquement par un bouchon en caoutchouc à deux ouvertures, l’une pour le tube de verre déjà décrit, l’autre pour un autre tube très court {cL) ne plongeant pas et relié par un tube de caoutchouc à un flacon de Mariotte (D) rempli d’eau dont l'écoulement fera aspiration. La bougie (B) et le flacon (C)
Appareil simple pour la filtration par aspiration, à travers la bougie Chamberland.
pourront être stérilisés ensemble de préférence ou séparément. 11 sera bon de vernir ensuite le bouchon en caoutchouc avec de la gutta dissoute dans le chloroforme. La filtration terminée, le tube plongeur en verre sera effilé et fermé à la lampe ; le tube court sera bouché avec du coton flambé. On pourra ainsi souffler par le tube court et recueillir par le tube plongeur la quantité voulue de toxine sans contaminer le reste, comme pour le remplissage des ballons de bouillon (voir p. 80).
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Le flacon conique peut naturellement être remplacé par un flacon ordinaire à deux tubulures ou par un récipient quelconque.
Il est bon de régler l’écoulement du flacon de Mariette avec un tube de caoutchouc et une pince à ressort (fig. 35, E) pour éviter le retour do l’air dans le flacon.
Cet appareil est volumineux, difficile à stériliser, et l’aspiration est trop faible pour filtrer les cultures très denses. On peut, il est vrai, remplacer le flacon de Mariotte par une petite pompe semblable à celle de l’appareil Potain.
Fig. 36.
Dispositif de Chamberland pour la filtration par aspiration.
Le dispositif de Chamberland se comprend facilement à l’inspection de la figure 36. De même le dispositif de L. Martin (fig- 37).
On peut encore faire de l’aspiration avec une pompe à eau ou une pompe à mercure , mais il faut alors que le flacon soit très, résistant, et que les tubes de caoutchouc aient des parois suffisamment épaisses pour pouvoir tenir le vide sans s’aplatir.
Lorsque la quantité de liquide à filtrer est trop faible, on emploie des bougies plus petites (hauteur = 15 centimètres; diamètre de la cavité = 2 millimètres), sans tétine. Le tuyau de caoutchouc est emboîté sur la bougie et fixé par plusieurs tours de fils de cuivre. Ces petits filtres exigent une forte aspiration.
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L'appareil de Kitasato est un dispositif très simple pour l'aspiration, il peut servir à filtrer de petites quantités de liquides. 11 se compose (fig. 38) d’une bougie (a) de dimensions variables, sans tétine (on peut scier une bougie à tétine à
Fig. 37.
Appareil à filtration de L. Martin.
quelques centimètres du fond), renversée dans une carafe à filtrer (6) à laquelle elle est fixée par un large bouchon de caoutchouc (c). Un second bouchon de caoutchouc (i d ) s’emboîte dans la bougie et donne passage à un tube à brome (e) ou à. un simple entonnoir.
L’orifice du tube à brome et la tubulure latérale de la
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carafe sont bouchés avec deux tampons de ouate, et le tout est stérilisé à l’autoclave pendant vingt minutes. On peut vernir les bouchons avec la solution de gutta. Le liquide à filtrer est versé dans le tube à. brome, et la tubulure est mise en relation avec une trompe à eau. Le grand défaut de l’appareil de Kitasato est de filtrer de dedans en dehors et, par suite, d’être difficilement nettoyé ; on l’emploie presque uniquement avec une petite bougie, pour filtrer les faibles quantités de liquide qui se perdraient dans les autres appareils.
L’appareil de d’Arsonval est une modification de celui de Kitasato.
La carafe à filtrer est remplacée par un flacon conique, en verre de Bohême, sans tubulure latérale. Ce flacon est stérilisé séparément à l’autoclave, bouché avec du coton et contient quelques gouttes d’eau. Au moment de faire fonctionner l’appareil, on enlève la ouate et on fait bouillir l’eau contenue dans le flacon. Lorsque celui-ci est plein de vapeur d’eau, on met en place le bouchon de caoutchouc qui supporte bougie et entonnoir (un simple entonnoir peut remplacer le tube à brome). La vapeur d’eau se condense par le refroidissement, un vide relatif se fait et le liquide filtre.
Tout appareil nécessitant l’emploi de la trompe à eau exige certaines précautions. Il faut avoir soin de placer une pince à ressort sur le caoutchouc qui relie le vase récepteur à la trompe ; on serrera cette pince à fond avant de fermer le robinet d’eau lorsqu’on voudra arrêter l’aspiration. On évitera ainsi que l’eau de la trompe reflue dans le vase et vienne contaminer le liquide filtré. 11 ne faut pas non plus
Fig. 38.
Filtre de Kitasato.
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laisser une filtration se poursuivre sans surveillance. Une diminution brusque de la pression dans les conduites d'eau ferait également refluer l’eau dans l’appareil.
b. La filtration par refoulement ne présente pas ces inconvénients. 11 faut pour cela posséder une armature métallique adaptée à la bougie Chamberland. Cette armature est celle qui se vend couramment pour être vissée aux robinets d’eau potable, ainsi que le représente la figure 39.
Elle se compose de deux pièces :
un cylindre (A), ouvert inférieu, rement à plein canal, avec un pas de vis extérieur, et muni à la partie supérieure d'un orifice plus petit ayant un pas de vis intérieur. La seconde pièce (B) est un anneau pouvant se visser sur l’extrémité inférieure du cylindre et percé inférieurement d’un trou qui donne passage à la tétine (c) d’une bougie (C). La bougie est introduite dans l’anneau, la tétine dépassant l’orifice inférieur ; une rondelle de caoutchouc glissant à frottement sur la bougie est descendue jusque sur la tétine, et les deux pièces sont vissées ensemble. Il faut opérer ce vissage doucement sous peine de briser la bougie ; il doit
cependant être fait à fond pour que liquide ne puisse suinter à travers le pas de vis.
La bougie ainsi montée peut servir à avoir de Veau stérilisée
Bougie Chamberland, avec son armature métallique vissée à un robinet d'eau.
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dont on a toujours besoin dans un laboratoire. On installe alors l’armature métallique comme dans les maisons; c’est-àdire qu’on le visse à un robinet d’eau sous pression (E) . Nous rappelons qu'il faut stériliser les bougies adaptées aux robinets d’eau tous les huit ou dix jours. On ne se fiera jamais à la filtration pour avoir de l’eau bactériologiquement stérile (par exemple pour faire des dilutions avant ensemencement).
Pour filtrer les milieux nutritifs liquides, les cultures en bouillon, etc., on adapte l’armature métallique à un appareil à refoulement, Nous allons décrire le dispositif Chamberland, en remplaçant la petite pompe à main par une pompe plus puissante (pouvant servir à d’autres expériences, par exemple à l’atténuation des microbes par l’augmentation de la pression) (p. 345).
La figure 40 représente l’appareil tout monté. Il se compose : 1° d’un trépied (A) ; 2° d’une pompe à refoulement quelconque (B) ; 3° d’un réservoir métallique (G) ; 4° d’un tube de caoutchouc à parois très épaisses et entoilées (D) reliant la pompe au réservoir ; 5° de l’armature métallique de la bougie décrite plus haut (G) ; 6° du flacon récepteur (F).
Étudions le réservoir (fig. 41). C’est un cylindre en cuivre, à parois épaisses, terminé inférieurement par un canal (c) muni d'un robinet (G), et se terminant par un pas de vis qui s’adapte à l’armature métallique (E) de la bougie (E'). L’orifice supérieur est fermé par un couvercle en cuivre (H), à boulons, avec interposition d’une rondelle épaisse de caoutchouc (I) pour assurer la fermeture hermétique.
Deux lettres gravées sur le cylindre et sur le couvercle ‘doivent toujours être en regard. Le couvercle est percé de trois orifices: l’un (1) fait communiquer la cavité de l’appareil avec un manomètre (J) ; le second (2) donne insertion à un tube métallique creux en rapport avec le tube en caoutchouc de la pompe et muni d’un robinet (L); le troisième (3), destiné au passage du liquide à filtrer, est fermé par un bouchon métallique à pas de vis (K). Le flacon récepteur (F) est relié à la tétine de la bougie par un tube de caoutchouc (M).
Les deux formes les plus commodes de récipients sont repré-
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sentées dans les figures 40 et 41. La forme ballon s’adapte par sa tubulure médiane au tube de caoutchouc ; la tubulure laté-
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raie ouverte est bouchée avec de la ouate . La stérilisation finie, on enlève le caoutchouc avec précaution et on bouche la tubulure supérieure avec un tampon de ouate flambée. On évite ce temps toujours délicat en écrasant le tube de caoutchouc avec une pince de Mohr ; on sectionne au-dessus et on bouche avec la ouate (G) La tubulure latérale effilée sera cassée au moment de prélever du liquide filtré et ce dernier coulera par la simple inclinaison du ballon,* l’air pénétrant à travers le tampon de co'ton de la tubulure. On le relève ensuite en maintenant la pointe ouverte dans la flamme pour stériliser l’air qui rentre et on ferme au bec Bunsen. Ces ballons sont commodes mais relativement chers, en raison de l’usure rapide de la tubulure effilée qui les met hors d’usage. Ils sont aussi assez fragiles et assez encombrants dans les armoires.
11 est préférable d'employer un flacon ordinaire à trois tubulures (fig. 40). Chacune est munie d’un bouchon en liège percé d’un trou livrant passage à un tube de verre. L’un (f1), celui qui plonge jusqu’au fond, se recourbe en U et sa seconde branche, aussi longue que la première, se termine par une pointe effilée. Les deux autres ne plongent pas dans le flacon : l’un (fA) est recourbé à angle obtus et est bouché à la ouate ; celui ( f 2) de la tubulure médiane est adapté au caoutchouc de la bougie ; il est étranglé à sa partie moyenne. Au sortir de l’autoclave les bouchons sont recouverts d’une couche de paraffine ou de gutta. La filtration finie on fond l’étranglement du tube (f2) à la flamme d’un bec Bunsen et le flacon est ainsi fermé sans manœuvre pouvant le contaminer. On prélèvera du liquide filtré en soufflant par le tube ( f 3), au moyen d’un petit tube de caoutchouc. Telle est la disposition que nous recommandons comme sûre et économique. On pourrait également adopter celle qui sera décrite pour le transvasement du bouillon en petits ballons (p. 80).
Il vaut mieux stériliser la bougie toute munie de son armature métallique, de son caoutchouc et du flacon récepteur ; si cet ensemble est trop volumineux pour l’autoclave, on stérilise séparément flacon et bougie avec des tampons de ouate à leurs orifices, et on les rajuste aseptiquement.
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Fig. 41.
Appareil à filtration par refoulement
Coupe schématique d’une partie de la figure 40, avec une autre forme de flacon
récepteur.
Pour mettre l’appareil (fig. 40) en marche, on visse avec soin les deux pièces de l’armature métallique, et celle-ci au cylin-
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dre ; il importe beaucoup qu’aucune goutte de liquide (qui proviendrait de la culture au-dessus de la bougie), ne suinte par ces pas de vis. Une rondelle de caoutchouc, interposée entre le cylindre et l’armature de la bougie, assure la parfaite obturation. On ouvre le robinet (G), on verse le liquide à filtrer dans le cylindre, et on boulonne le couvercle. Si on veut ajouter du liquide sans enlever le couvercle, on dévisse simplement le bouchon (K), et on verse avec un entonnoir. Le tube de caoutchouc de la trompe est adapté. On ouvre le robinet (L). On actionne la pompe jusqu’au moment où commence la filtration, dès que le liquide apparaît dans le flacon récepteur on ferme le robinet (L) et on attend la fin de la filtration.
L’appareil sera naturellement nettoyé et stérilisé entre chaque expérience.
G. Filtres en amiante. — La porcelaine d'amiante a été imaginée par Garros. Ayant remarqué que les fibres d’amiante sont les plus ténues qu’on connaisse, il pensa à les réduire en poudre à particules très fines, et à les agglomérer pour avoir une pâte à pores très petits. L’amiante en poudre forme avec l’eau une pâte plastique qui, cuite à + 1200°, devient la porcelaine d’amiante. D’après Garros, les microbes ne pourraient, même à la longue, traverser cette porcelaine ; elle constituerait un filtre à usage indéfini, filtrant plus rapidement que la porcelaine ordinaire, et ne modifiant pas la composition chimique des liquides. S. Arloing a contredit cette dernière assertion. En opérant sur le liquide de la pulpe de betteraves ensilées, il a vu que le filtre Garros retient moins que le filtre Chamberland du résidu total après évaporation, et des acides libres ; mais qu’il retient beaucoup plus de substances précipitables par l’alcool, diastasiformes (41,16 p. 100 au lieu de 20,48 p. 100), ce qui est un grave défaut pour l’emploi du filtre d’amiante en bactériologie.
On a d’abord construit de petites carafes en amiante qu’on stérilisait après les avoir bouchées au coton. On les plongeait simplement dans le liquide à filtrer. Celui-ci pénétrait par filtration dans la carafe et était versé ensuite dans un récipient stérilisé pour être conservé.
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Les bougies en porcelaine d’amiante du commerce (filtres Maillé) s’utilisent exactement comme les bougies Ghamberland. On ne sait pas encore si elles doivent leur être préférées pour la filtration courante des liquides.
H. Filtres en terre d’infusoires. — La bougie la plus employée en Allemagne est la bougie Berkefeld. Elle est en terre d'infusoires.
Ses pores sont plus larges que ceux de la bougie Ghamberland ; ce qui la rend plus perméable, mais aussi plus vite inutilisable pour la filtration hygiénique de l’eau .
Les bougies Berkefeld (qui sont de porosité différente indiquée par les lettres W, N, Y) 1 ont pris une très grande importance depuis que les virus filtrants (voir p. 851) ont été isolés le plus souvent avec ces bougies. On peut les user à la meule pour augmenter leur porosité sans toutefois les rendre perméables aux microbes ordinaires.
Hausser (1898), pour parer à la diminution de la porosité due à la fusion, emploie directement la terre d’infusoires (farine fossile). Tamisée ou portée à -f- 800° ou -f- 1000°, cette terre est pulvérisée après refroidissement. On la délaie dans de l’eau stérilisée et on verse le mélange sur un filtre support quelconque. La poudre se dépose, et tout liquide traversant ce filtre sera privé de ses germes. Le procédé est identique à celui indiqué plus haut pour la filtration sur sable (voir p. 48) .
I. Décantation et filtration sur coton. — S. Arloing a utilisé la décantation, combinée à la filtration sur coton, pour démontrer l’existence dans les cultures du B. anthracis de substances vaccinantes, qui ne traversaient pas les filtres.
§ 4. — Stérilisation par les rayons ultra-violets
J. Courmont et Th. Nogier (1909) ont démontré que les rayons ultra- violets, émis par une lampe en quartz à vapeur de mercure,
1 W, wenig, peu ; correspond aux bougies les moins poreuses ; — V, viel, beaucoup; correspond aux bougies les plus poreuses ; — et N, normal ; pour les bougies intermédiaires.
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étaient très bactéricides et pouvaient stériliser l’eau. Ils pénétrent en effet, à 0m,30 (et plus) de la lampe, dans une eau limpide, et la stérilisent complètement. Mais, les mêmes auteurs ont démontré que les liquides, même clairs, contenant des matières colloïdes, n’étaient pas pénétrés et n’étaient donc pas stérilisés. On ne peut donc employer cette méthode pour stériliser les bouillons ou liquides nutritifs.
RÉCOLTE, FABRICATION, STÉRILISATION RÉPARTITION, CONSERVATION
Toute la science bactériologique repose sur l’emploi des cultures microbiennes. Constater indéfiniment la présence de microorganismes dans l’air, l’eau, les liquides organiques, etc., n’aurait pas entraîné de grandes découvertes. Le microbe est un organisme végétal; qui végète et pullule dans un milieu nutritif approprié l, si celui-ci est ensemencé , c’est-à-dire reçoit un échantillon du microbe à cultiver. Les termes de terrain , semence, culture, végétation sont donc parfaitement justes. Si la
1 Le'microbe a besoin, comme toute cellule vivante, dé aliments pour végéter. Il lui faut du carbone, de X oxygène et de Yhydrogène , pour fabriquer les produits ternaires qui composent une grande partie de la masse cellulaire : cellulose, sucres ; il lui faut de l’eau. Le corps microbien contient des matières albuminoides ; il a donc besoin d 'azote, et aussi de soufre et de phosphore. C’est ce besoin d’azote qui nécessite la présence de matières albuminoides dans les milieux de culture et rend par là leur composition si complexe. L’azote des sels ammoniacaux, tels que le lactate ou le tartrate d’ammoniaque, est difficilement assimilable par les microbes ; il en est de même de l’azote de l’urée ou des nitrates qui exigent la présence de matières albuminoïdes. Trouver un aliment simple capable de fournir l’azote aux microbes est le problème actuel (voyez p. 76).
Le carbone sera emprunté aux aliments ternaires, c’est-à-dire à des substances organiques précédemment élaborées, car le microbe, privé de chlorophylle, ne peut l’emprunter à l’air. Peut-être les microbes qui sécrètent des pigments peuvent-ils assimiler directement le carbone de l’acide carbonique de l’air, sous l’influence de la lumière.
Enfin, le microbe a besoin d'éléments minéraux qu’on retrouve dans ses cendres : soufre, phosphore, potassium, calcium, fer, etc.
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culture est pure, ne contient qu’une seule espèce microbienne, qui a donc été isolée , l’étude des propriétés pathogènes du microbe devient possible. Seulement alors, on peut rechercher quelle a été l’influence du microbe sur le terrain où il a végété ( modification des substances nutritives, fabrication des toxines , des ferments solubles, etc.), et aussi l'influence du milieu sur les propriétés du microbe. Il n’y a pas d’expérimentation possible, avec les microbes, sans cultures pures.
A. C’est Pasteur qui a fondé la bactériologie en créant la méthode des cultures dans ses belles recherches sur la fermentation lactique (1857) et les organismes en suspension dans l’atmosphère (1861). Les premiers milieux employés par Pasteur et ses élèves étaient liquides : solutions minérales, infusions végétales, infusions animales (bouillons), liquides organiques naturels (urine, humeur aqueuse, etc.). Les cultures en milieux liquides forment encore la base de l’expérimentation microbiologique, surtout depuis la part importante réservée à l’étude des produits solubles sécrétés par les microbes.
B. En 1881, Koch introduisit en bactériologie la méthode des cultures sur milieux solides, méthode précieuse qui a ses indications spéciales à côté de la méthode pasteurienne. Les travaux de Koch eurent pour point de départ les observations antérieures d’HoFFMANN (1869) et de Schrœter (1872). Lorsqu’on laisse exposée à l’air la surface d’une pomme de terre cuite, cette surface se recouvre de taches dues au développement de moisissures ou de microbes. Chaque tache est formée par la réunion d’éléments d’une espèce unique ; les microbes, tombés de l’atmosphère, ont pullulé snr place, ayant trouvé un milieu nutritif favorable. On comprend de suite l'énorme avantage de pareilles cultures pour l’isolement des espèces bactériennes et l’examen macroscopique des colonies. Le mot « colonie » a été conservé, et désigne un amas microbien isolé, ayant végété sur un milieu solide. Koch songea de suite à solidifier les milieux nutritifs liquides les plus utilisés ; il gélatinisa le bouillon. C’était créer un milieu solide très nutritif, de compo-
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sition variable à volonté, très transparent, permettant l’étude des colonies. La gélatine fondant à -f- 22° environ, Koch solidifia aussi le bouillon avec une autre subtance gélifiante, Vagar-agar, qui résiste aux températures plus élevées (37 degrés) utilisées pour obtenir le développement des microbes ; il gélifia aussi le sérum sanguin. On voit de quelle importance fut l’œuvre de Koch, puisque la gélatine, la gélose (agar-agar), le sérum, la pomme de terre sont des milieux couramment employés dans tous les laboratoires, à côté des bouillons Pasteur.
C. Parmi les milieux nutritifs liquides ou solides, les uns sont naturels (sérum, urine, humeur aqueuse, pomme de terre, œufs, etc.), les autres sont artificiels (bouillon, gélatine, gélose, etc.). La fabrication des milieux artificiels a une importance capitale. Les meilleurs milieux sont constitués par des bouillons, c’est-à-dire par des infusions animales, mais ils ont le grave défaut d’avoir une composition très complexe et très variable. On comprend dès lors la difficulté qu’on éprouve à faire des cultures toujours identiques à elles- mêmes, à savoir quelles modifications a subi le milieu de culture, quels sont les produits solubles rejetés par celui-ci dans le liquide. Or, ces problèmes sont ceux qui se placent au premier rang dans les préoccupations du bactériologiste.
L’idéal, auquel on doit tendre aujourd’hui, est la possession d’un milieu de culture suffisamment nutritif et de composition simple et définie , d'un milieu fournissant V azote aux microbes sans contenir de substances albuminoïdes. Le jour de sa découverte verra faire un grand pas à l'étude des substances solubles, et par conséquent à la vaccination, à l’immunisation, etc., pour le plus grand profit de la thérapeutique des maladies infectieuses.
Jusqu’à présent les solutions minérales employées sont trop peu nutritives, leur azote est mal assimilé; la végétation se fait mal ou ne se fait pas.
Fermi (1891), Guinochet (1892), Arnaud et Charrin (1892), Ouchinsky (1893), Duflocq (1900), Lepierre (1901), etc., ont essayé de cultiver des microbes pathogènes dans des liquides
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ne contenant pas de substances albuminoïdes. Nous parlerons de leurs recherches au chapitre xn consacré aux Produits solubles microbiens.
D Bien entendu, les milieux doivent être préalablement stérilisés et conservés dans des vases stérilisés et clos.
§ 1. — Milieux liquides
Les milieux liquides employés en bactériologie peuvent être naturels ou artificiels.
A) — Liquides naturels
Un liquide existant dans la nature est employé sans modifications notables.
1° Sérum sanguin. — Le sang de l’animal sain est habituellement privé de microbes. Il suffira donc de le recueillir aseptiquement pour posséder, après rétraction du caillot, un sérum n’ayant pas besoin d’être stérilisé. Tout sérum qu’on sera obligé de stériliser sera presque toujours employé à l’état solide, bien que la stérilisation, à -f- 58°, soit possible par la méthode de Tyndall (voir p. 45).
Pour recueillir le sérum d’un petit animal (lapin, chien), on dénude la carotide (avec toute l’asepsie désirable) ; on la lie aussi près que possible de la tête, et on la pince à la base du cou. On coupe en sifflet, avec de fins ciseaux flambés, le segment isolé, aussi près que possible de la ligature, et on introduit par cette ouverture une petite canule en verre ou un petit trocart stérilisé. On enlève la pince et le sang est recueilli dans un flacon stérilisé. Ce flacon est maintenu incliné (fig. 42) pendant toute la durée de la coagulation. On redresse ensuite le flacon et le sérum s’accumule à côté du caillot; on peut le puiser facilement au bout de quelques heures avec une pipette à boule sans blesser le caillot (fig. 43). Le sérum est immédiatement réparti dans des ballons ou tubes stérilisés.
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L'appareil de Latapie (fig. 44) est destiné à puiser aseptiquernent le sang artériel des petits animaux. Le tube trocart (AJ, très effilé, entre dans , le réservoir pipette (B) muni d'une effilure coudée deux fois (C) et d’une tubulure (D). Une bague de caoutchouc (E) les fixe. A l’intérieur est un tube de verre (F)
percé de trous qui fixera le caillot. L’appareil est stérilisé à l’autoclave. On casse I’effilure de (A) et on plonge dans la carotide . On referme l’effilure. On laisse reposer le tube (A) en bas. Le caillot formé, on retourne l’appareil, le sérum tombe en (B) ; on brise
Fig. 42.
Flacon d'Erlenmeyer contenant du sang maintenu incliné, pendant la coagulation, à l’aide d’un simple billot.
Fig. 43.
Le flacon (A) de la figure 42, redressé après la formation du caillot -(G) pour le puisage du sérum (D) à l’aide d’une pipette à boule (B).
l’effilure (G) et on le recueille. On obtient ainsi 80 p. 100 du sang en sérum. Voir l’appareil pour les grands animaux.
Le dispositif des frères Lumière est plus simple (fig. 45), Il se compose d’un seul tube de verre (D B G A E) ; le cylindre (A) est hérissé de pointes à son intérieur. On bouche les deux extré-
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mités avec de la ouate et on fait stériliser au four Pasteur. Pour s’en servir, on adapte à (E) un court tube de caoutchouc muni d’une aiguille en platine irridié et stérilisé à l’autoclave.
Fig. 44.
Appareil de Latapie, pour saigner aseptiquement les petits animaux.
Fig. 45.
Appareil des frères Lumière pour recueillir aseptiquement le sang des petits animaux.
On introduit l’aiguille dans la veine ou l’artère et on aspire par (D) jusqu’à ce que le sang remplisse (A). On pince alors le caoutchouc, on retire l’aiguille, on incline le tube, on enlève le tube de caoutchouc, en maintenant l’extrémité (E) dans la flamme d’une lampe à alcool, on met un tampon d’ouate.
MILIEUX LIQUIDES NATURELS
Quand le caillot est formé, on retourne l'appareil : le caillot est retenu par les pointes de (A); le sérum s’écoule par (D).
Pour avoir du sérum aseptique des grands animaux (cheval, âne, bœuf), on suivra la méthode que nous décrirons avec grands détails à propos de la Sérothérapie (p. 351).
Le sérum liquide est employé pour conserver intacte la virulence de certains microbes ( Steptocoqae pyogène , JB. de la morve, etc.) ; il sert à toutes les expériences où on veut rechercher ses effets bactéricides, agglutinants, etc.
Le sérum seul ne convient pas en général comme milieu de culture ; par contre l’addition de sérum aux milieux liquides ou solides permet ou favorise le développement de la plupart des microbes. L’emploi du bouillon-sérum (5,10, 20 p. 100) a permis d’obtenir in vitro la culture du microbe de la péripneumonie); on incorpore le sérum aux milieux solides (gélosesérum).
2° Sang. — Les milieux à base de sang ont pris une grande importance en bactériologie.
Il faut remédier à la coagulation, pour avoir un milieu liquide.
La défibrination (agiter pendant dix minutes dans un flacon résistant stérilisé, contenant des perles de verre) du sang recueilli aseptiquement est le procédé de choix.
On peut utiliser aussi les propriétés anticoagulantes de certaines substances (peptone, têtes de sangsues, certains sels). La peptone ne convient que pour le chien, la coagulation n’est pas empêchée chez le lapin ; même pour le chien les résultats sont incertains.
Pour utiliser les têtes de sangsues, on les durcit pendant quelques jours dans l’alcool fort, on les dessèche et on les broyé. On fait bouillir dans l’eau (une tête pour 5 à 10 centimètres cubes d’eau), on filtre et on stérilise à -f- 105° pendant cinq minutes. On répartit dans les tubes destinés à recevoir le sang. Le sang se coagule à la longue.
Le citrate neutre de soude à 3 p. 1000 rend le sang incoagulable.
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En somme ; c’est à la défibrination qu’il faut s’adresser.
Le sang, comme le sérum, est ajouté ou incorporé à un substratum liquide ou solide pour augmenter les propriétés nutritives de ce dernier. C’est sur une gélose sanglante que Pfeiffer et Beck ont, en 1892, cultivé le Bacille de linfluenza. Elle a aussi servi à cultiver le Gonocoque, le Bacille de Koch (Bezançon et Griffon, etc.).
3° Lait. — 11 convient à la culture de nombreux microorganismes. Il sert, en outre, à différencier certaines espèces, suivant que celles-ci le coagulent ou le laissent liquide.
On peut le recueillir aseptiquement au pis de la vache (nettoyé et lavé au sublimé) et le distribuer en ballons stérilisés. Un grand nombre de ceux-ci placés à l’étuve, resteront stériles. On s'en assurera en ensemençant une goutte de chacun en bouillon.
En général, on stérilise à l’autoclave à + 110° ou -f 115° pendant un quart d'heure. Le lait est alors privé de ses parties grasses qui restent à la surface.
La méthode de Tyndall (une heure à -f- 65° ou-f- 70° pendant six jours de suite) est applicable.
Pour savoir si les microbes coagulent le lait par formation d'acide ou par sécrétion de présure, on peut additionner le lait de teinture bleue de tournesol stérilisée. Le lait acide virera au rouge.
Nombre de microbes redissolvent (production de présure et decaséase) le caillot formé [B. 'pyocyanique, B. subtilis, etc.).
4U Petit-lait. — Le petit-lait est employé pour la fabrication de certains milieux. On l’obtient, en chauffant à une douce chaleur, du lait additionné d une petite quantité de solution étendue d’acide chlorhydrique. On filtre, on neutralise, on stérilise. (Voir : Petruschky, p. 84.)
5Ü Urine. —Pasteur s'est beaucoup servi de l'urine pour cultiver certains ferments (1876) et, plus tard, la Bactéridie char-
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bonneuse. Ce milieu est bien abandonné aujourd'hui. On peut recueillir burine aseptiquement, et se contenter de réprouvera l’étuve ; sinon elle sera filtrée, neutralisée et stérilisée comme du bouillon. A -j- 110° l'urine acide devient franchement alcaline. Pour Miquel, l’urine normale est peu putrescible; elle l’est davantage après une neutralisation par la soude.
Les solutions d’urée sont quelquefois employées. 11 faut savoir que, si l’urée sèche supporte bien -f- 105° pendant une heure, une solution durée se décompose vers + 90°.
6° Sérosités normales, humeur aqueuse. — L’humeur aqueuse a été employée par Koch pour cultiver « en cellule » la Bactéridie • charbonneuse et étudier son évolution. On recueille l’humeur aqueuse, sur un animal récemment sacrifié.
On peut imaginer toute une série de liquides naturels (liquide céphalo-rachidien, extraits d'organes, etc.).
7° Sérosités pathologiques. — On utilise de plus en plus des liquides d’hydrocèle, de pleurésie, d’ascite (cultures de nombreux microbes exigeant des milieux albumineux).
Onpeutles recueillir aseptiquement dans un appareil de Potain stérilisé. Comme ces liquides contiennent souvent le microbe pathogène delà maladie, il faut les éprouver avec soin. On pourra les stériliser comme le sérum (méthode de Tyndall).
8» Œuf#'— Les œufs peuvent être employés liquides. 11 faut savoir qu’ils ne sont pas toujours aseptiques.
On secoue violemment un œuf frais pour mélanger le jaune avec le blanc ; on lave la coquille au sublimé, et on flambe le bout où se trouve la chambre à air ; on ponctionne ce point avec l’aiguille d’une seringue qui contient la semence, et on pousse quelques gouttes. L’œuf est alors recouvert d’une couche de collodion et mis à l’étuve. Hueppe a cultivé ainsi le V. cholé-
rique ; Weil le B. de Hansen.
On peut aussi séparer le blanc et le jaune, les distribuer dans des ballons ou les utiliser pour la préparation de milieux dont Besredka et Jüpille ont montré tous les avantages.
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Le jaune , est, le plus souvent, employé d'après la formule :
Jaune d’œuf . . .
'Eau distillée . . .
Soude à 10 p. 100
B) — Liquides artificiels
Ce sont des liquides inventés pour les besoins de la bactériologie.
1° Solutions chimiquement définies. — Elles ne contiennent pas de substances organisées.
A. Liquide Pasteur. — Il date de 1859 ; c’est la première solution minérale employée comme milieu de culture i. En voici la formule :
Eau distillée 1 00 grammes..
Sucre candi 10 —
Gendres de levure de bière 0 gr. 075
Pasteur modifia plus tard cette formule de la façon suivante pour cultiver la levure de bière :
Eau distillée 100 grammes.
Sucre candi 10 —
Tartrate d’ammoniaque 0 gr. 1
Cendres de 1 gramme de levure. . . .
B Liquide de Gohn. — Le liquide de Cohn est ainsi composé :
Eau distillée . 200 grammes.
Tartrate d’ammoniaque 2 —
Phosphate de potasse 2 —
Sulfate de magnésie 1 —
Phosphate tribasique de chaux .... 0 gr. 1
C’est le liquide de Mayer avec addition d'une substance azotée, le tartrate d’ammoniaque.
1 Pasteur: Mémoire sur la fermentation lactique. Annales de physique et chimie, 1859.
100 ce.
MILIEUX LIQUIDES ARTIFICIELS
C. Liquide Raulin. — Raulin a fait son remarquable travail 1 sur les conditions de développement de YAspergillus niger avec le liquide suivant :
Eau 1 500 grammes.
Sucre candi 70 —
Acide tartrique 4 —
Nitrate d’ammoniaque 4 —
Phosphate d’ammoniaque 0 gr. 60
Carbonate de potasse 0 gr. 60
Carbonate de magnésie 0 gr. 40
Sulfate d’ammoniaque 0 gr. 2L
Sulfate de zinc 0 gr. 07
Sulfate de fer 0 gr. 07
Silicate de potasse. 0 gr. 07
Avec ce milieu, la récolte d’Aspergillus était tellement abondante qu’elle équivalait à 10.000 kilogrammes à l'hectare pour un végétal ordinaire.
Malheureusement, toutes ces solutions minérales, excellentes pour la végétation des champignons, ne conviennent que très mal à celle des bactéries.
D. Liquide Arnaud et Charrin. — Le liquide d’ARNAUD et Charrin (1892), permettant la végétation du B. pyocyanique, est le suivant :
P04K H2 0 gr. 100
P04Na2H + 12 Aq 0 gr. 100
C03KH 0 gr. 134
CaCl2 0 gr. 050
Mg SO4 + 7 Aq 0 gr. 050
Asparagine cristallisée 5 grammes.
Eau : Q. S. pour faire 1 litre.
Il a permis d’étudier le sort de l'azote, du carbone et de l'oxygène, pendant la végétation du microbe. L’azote est fourni par l’asparagine.
1 Raulin, Etudes chimiques sur la végétation. Recherches sur le
développement d'une mucédinée dans un milieu artificiel. Ann. des
Sciences naturelles, 1870.
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E. Liquide Ouchinsky (1893). — 11 est une modification du liquide de Noegeli.
Eau 1 000 gr.
Glycérine 50,0
Chlorure de sodium 7,0
Lactate d’ammoniaque 10,0
Chlorure de calcium • 0,1
Sulfate de magnésie 0,2
Bi-phosphate de potasse 1,0
L’azote est fourni par le lactate d’ammoniaque. Ouchinsky ajoute quelquefois 0,5 p. 100 d’urée ; 0,02 à 0,03 p. 100 d’acide urique ; 0,8 à 1,5 pour 100 de sucre. On ne s’inquiète pas du précipité formé pendant la neutralisation. La plupart des microbes, sauf le B. d'Eberth et le Bacille tuberculeux, pousseraient dans ce milieu. Hugounenq et Doyon n’ont pas réussi à y cultiver le B. de Lof fier et le B. du Choléra, qui avaient si bien végété entre les mains d’OucHiNSKY.
Lepierre a échoué, sauf pour le B. pyocyanique.
F. Liquides Lepierre. — L’auteur a voulu composer un milieu azoté, chimiquement défini, suffisamment nutritif pour la plupart des microbes. Lepierre a utilisé les produits de dédoublement (simple hydratation) des albuminoïdes par les alcalis à 100°, nommés glucoprotéines a, produits cristallisables et de composition: chimique définie. Ces substances sont nutritives tout en n’étant plus protéiques.
Voici une formule pour les espèces peu exigeantes (B. typhique, B. coli, V. cholérique, Staphylocoque pyogène, etc. ) :
Glucoprotéine pure (CB à G11) ... I gr. 5 à 3 gr. 2
Î Chlorure de sodium. . 0 gr. 50
Sulfate de magnésium. 0 gr. 05 Glycérophosphate de
calcium 0 gr. 20 à 0 gr. 30
Bicarbonate de potassium 0 gr. 10 à 0 gr. 20
Eau 100 grammes.
Pour les espèces plus exigeantes [B. anthracis, Streptocoque,
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B. de Nicolaïer , etc.), il est préférable d’employer la formule :
Glucoprotéine pure 2 grammes.
Hydrate de carbone soluble ou alcool polyatomique 2 gr. à 3 gr.
Constante minérale de la formule précédente.
Eau 100 grammes.
Le B. de la tuberculose humaine exige les glucoprotéines en G10 etc11.
Suivant l’auteur, 45 microbes (dont 22 pathogènes) étudiés ont poussé dans ces milieux, aussi bien et aussi virulents que dans les bouillons ordinaires.
G. Frouin (1910) a recommandé pour la culture du bacille tuberculeux la glucosamine et la sarcosine associées dans le milieu suivant :
Eau 1000
NaCl 6
KC
Phosphate bisodique ... 0,5
Sulfate de magnésie. ... 0,3
On a préconisé#encore pour remplacer les matières protéiques mal définies comme l’asparagine, le glycolle, la succinate d’ammoniaque, la succinamide, etc.
H. Eau de mer. — Duflocq, Lejeune et Bertrand (1900) ont utilisé l'eau de mer comme milieu de culture. Ils additionnent d’eau distillée (pour arriver à 9 grammes de sel par litre), de lactate d’ammonium, d’azotate d’ammoniaque et de quelques phosphates. Ils alcalinisent, stérilisent et filtrent. C’est un milieu dépourvu de matières albuminoïdes, et cependant les microbes poussent bien et sécrètent des produits albuminoïdes. L’intérêt de ce milieu résiderait précisément dans ce dernier fait.
2° Infusions végétales. — On a préconisé des décoctions de plantes. U eau de foin a joui d’une grande faveur. Les qualités nutritives de ces infusions sont en général faibles. Elles
umorure ae calcium ... u,iï>
Glycérine 40
Glucosamine 2
Sarcosine 2
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sont excellentes pour cultiver les champignons; très inférieures pour cultiver des microbes. La préparation se compose des temps suivants : macération, neutralisation, filtration, stérilisation.
L'eau de pomme de terre est préparée en incorporant, à un demi-litre d’eau, 10 à 20 grammes de pulpe de pomme de terre obtenue à l'aide d’une râpe de nickel. Macération pendant deux heures ; ébullition ; filtration ; stérilisation. Ce milieu est légèrement acide.
Lubinsky cultive le Bacille de Koch dans de l’eau de pomme de terre additionnée de 4 p. 100 de glycérine.
L’eau de levure se prépare ainsi. On délaie lentement 100 grammes de levure dans 1000 grammes d’eau. Faire bouillir. Neutraliser oualcaliniser légèrement avec une solution de soude. Filtrer. Stériliser à l’autoclave à -f- 115° pendant un quart d’heure.
Le jus de carottes (auquel on peut incorporer de l’agar) constitue un excellent milieu pour la plupart des bactéries, des champignons (Rochaix).
Veau de malt est une solution de 10 p. 100 de malt (orge germée) dans de l’eau. Chauffer à -f- 55°-58° pendant une heure, sans dépasser cette température, sous peine de détruire la diastase. Porter ensuite à l’ébullition, filtrer, stériliser I + 115°, etc.
G. Roux (1889) a préconisé Veau de touraillons comme un liquide souvent supérieur aux meilleurs bouillons, pour la culture des microbes et particulièrement de certains streptocoques. Le touraillon est le résidu desséché du malt qui a servi aux brasseurs. L’infusion est à 10 p. 100 comme l’eau de malt. Les milieux au touraillon ne permettent pas le développement du Vibrion cholérique; ils sont antiseptiques vis-à-vis de ce microbe (G. Roux).
Pour la décoction de fruits (prunes, etc.), on laisse macérer pendant un jour dans de l’eau, on fait cuire dans cette eau sans écraser. On filtre, on neutralise, on stérilise.
On a aussi employé des décoctions de crottin de cheval ou de tout autre herbivore. On met macérer une partie de crottin frais dans trois parties d’eau pendant vingt-quatre heures; on fait bouillir, on filtre, etc.
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Le vin neutralisé et stérilisé avait été employé par Pasteur pour cultiver en grand le Bacillus anthracis.
3° Infusions animales (bouillons). — Le bouillon est
le milieu universellement employé pour cultiver la grande majorité des bactéries. C’est le liquide nutritif courant dans les laboratoires. •
A. Bouillons de viande. — Ce sont les liquides de choix. Pasteur s’était d’abord servi de bouillon de poulet. La viande de bœuf ou de veau est préférable. Le bouillon simple est peu usité : on y ajoute en général différentes substances, destinées à augmenter sa puissance nutritive, spécialement de la peptone l.
On prend 500 grammes de viande choisie, débarrassée des os, de la graisse, des tendons, etc., et hachée finement. On les place dans un récipient contenant 1 000 grammes d’eau distillée 2. On mélange soigneusement. On peut alors laisser macérer à froid pendant vingt-quatre heures, ou à chaud pendant une demi-heure (à + 50° environ, c’est-à-dire à une température qui ne coagule pas l’albumine) ; la macération à froid est préférable. On exprime sur un linge mouillé, et on ramène la quantité à 1000 grammes. On ajoute 5 à 7 grammes de chlorure de sodium (la viande est pauvre en chlorure de sodium), 20 grammes de peptone et quelquefois 1 gramme de phosphate de soude. On fait bouillir. On écume, on dégraisse, on filtre sur papier épais et on neutralise. Le bouillon est normalement acide ; il rougit le papier de tournesol bleu ; or, la grande majorité des microbes réclament un milieu neutre ou légèrement alcalin. On verse goutte à goutte dans un bouillon une solution alcaline (carbonate de soude ou soude), jusqu’à ce
1 Ctt. Nicolle pense qu’it y aurait tout intérêt à supprimer la peptone des milieux de culture communs, surtout pour les cultures destinées aux inoculations.
2 II va sans dire qu’on peut modifier la proportion de viande et d’eau pour avoir, s’il en est besoin, des bouillons moins riches. Chauveau a cultivé son vaccin charbonneux dans du bouillon de veau très pauvre à 1/5 au lieu de 1/2.
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que le papier de tournesol donne une réaction neutre ou légèrement alcaline. On filtre de nouveau si c’est nécessaire.
Il faut alors. mettre le bouillon dans le récipient où il sera stérilisé et conservé. Nous employons des flacons à deux tubulures d’une contenance d’un litre (fig. 46) : les deux tubulures sont bouchées par un tampon d’ouate. A travers le tampon de la tubulure latérale (A) passe un tube de verre (B) qui plonge jusqu'au fond du flacon et est recourbé en U renversé au dehors du flacon. La branche externe de l’U est reliée par un petit tube de caoutchouc (C), long de 5 centimètres, à un tube de verre (D) dont l’extrémité inférieure est effilée et fermée à la lampe comme une pipette. Le flacon est rempli de bouillon aux deux tiers et stérilisé à l’autoclave par une exposition de vingt à trente minutes à + 110° à 120°.
Pendant le chauffage, les tubes B, C, D se sont purgés d’air et remplis de vapeur d’eau qui se condense au refroidissement; le bouillon les envahit alors, le siphon s 'amorce donc de lui-même et le flacon a l'aspect représenté dans la figure 46.
Il se produit en général un dépôt assez abondant (surtout si le chauffage a été trop intense ou trop prolongé), qui se condense rapidement au fond du récipient, et ne trouble que les dernières gouttes lors de la décantation.
Pour s’assurer que la stérilisation a été parfaite, on place pendant vingt-quatre heures le flacon chargé de bouillon dans une étuve à + 38°; il doit rester limpide. Un flacon de bouillon . ainsi préparé, peut être indéfiniment conservé dans une armoire à l’abri de la poussière ; le liquide perd cependant à la longue ses propriétés nutritives. On peut lui faire récupérer, en partie tout au moins, par le chauffage.
Lorsqu’on veut transvaser le bouillon du flacon dans des ballons, on opère de la façon suivante (fig. 47). On place une pince de Mohr (E) sur le tube en caoutchouc (C) ; on flambe l’extrémité
Flacon pour la conserve et la distribution du Bouillon (système du siphon).
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effilée du tube de verre (D) et on la casse avec des pinces flambées ; on reflambe l’extrémité ouverte et on l’introduit dans le goulot d’un ballon stérilisé. Le ballon doit être penché presque horizontalement et le capuchon de papier tenu verticalement l’ouverture en bas, afin d’éviter la chute des germes de l’atmosphère dans le ballon ou dans son capuchon. Ces ballons ont été décrits page 22 et figure 10. Une seule main suffit àtenir le ballon et soncapu-
Fig. 47.
Distribution du bouillon en petits ballons à l'aide du flacon-conserve représenté figure 46 (système du siphon).
chon, ce dernier par les deux derniers doigts (fîg. 47). On presse alors de l’autre main sur la pince, et le liquide coule par siphonnement dans le ballon. On lâche la pince lorsque le tiers inférieur du ballon est chargé de bouillon, on retire le ballon dans une position aussi horizontale que possible, ou. flambe le goulot, et on remet le capuchon avec la main devenue libre. On remplit ainsi un grand nombre de ballons, et on les éprouve pendant vingt-quatre heures à l’étuve à -f- 38° ; ceux qui sont restés clairs sont prêts à être ensemencés.
La manœuvre sera identique pour le transvasement du bouillon dans des récipients quelconques. Si les ballons sont bouchés à la ouate, on tiendra le tampon en l’air avec une pince et on le flambera avant de reboucher. Lorsque le flacon ne contient plus que
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quelques eentimètres de liquide, on le penche latéralement, dans un tiroir par exemple, pour que le siphon ne se désamorce pas. On s’arrêtera dès que le dépôt du fond troublera le bouillon.
On peut employer aussi un autre dispositif dans lequel le bouillon est chassé dans le siphon par refoulement. Le flacon à deux tubulures est alors bouché avec deux bouchons en liège laissant passer deux tubes de verre. Celui du milieu ne dépasse pas la surface inférieure du bouchon ; il est coudé à angle très obtus au sortir du flacon, et bouché à la ouate. Celui de la tubulure latérale est en U renversé dont l’une des branches de calibre uniforme plonge jusqu’au fond du flacon, et dont la branche extérieure est effilée en pipette et est presque de même longueur. Après stérilisation à l'autoclave, les deux bouchons sont vernis à l’extérieur avec de la gutta- percha dissoute dans le chloroforme, ou mieux sont enduits de paraffine qu’on verse chaude avec une plume ou un petit pinceau.
Lorsqu’on veut transvaser le bouillon, on adapte au tube un petit tube de caoutchouc qui permet de souffler dans le' flacon ; l’air sera filtré à mesure dans le tampon de ouate. On flambe , on casse, on reflambe la pointe effilée et on opère comme précédemment. On suspend l’écoulement du bouillon en serrant le tube de caoutchouc entre les dents, ou en appliquant la langue contre son orifice.
Cette disposition ne vaut pas la précédente ; on s’expose à perdre du bouillon ou à laisser rentrer de 1 air entre chaque remplissage de ballon. Elle a le seul avantage de rendre libres les deux mains de l’expérimentateur, et de permettre un écoulement plus rapide lorsqu’on veut transvaser le bouillon dans de grands récipients.
Dans la plupart des laboratoires on stérilise le bouillon dans un grand ballon bouché à la ouate. Pour transvaser on y plonge une pipette Chamberland (fig. 14, p. 24) stérilisée, et on aspire. On écoule ensuite dans les petits ballons le bouillon de la pipette Chamberland, en l'inclinant suffisamment. Cette façon de procéder est longue et expose aux contaminations par l’air pendant les différents temps de l’opération.
Le chauffage étant toujours préjudiciable â la qualité des
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milieux de culture. La méthode que nous venons d'indiquer doit être préférée à la suivante qui est pourtant d’un usage courant dans les laboratoires.
Les premiers temps de la préparation sont identiques : macération ou cuisson, filtration, addition de la peptone et du sel, neutralisation. On porte le bouillon à l'autoclave à 120° pendant trente minutes, puis on filtre le liquide encore chaud sur papier filtre épais. On obtient un bouillon clair qui est distribué dans les tubes et les flacons, on passe à l’autoclave à 110°-115° pendant vingt minutes. Pendant cette stérilisation il faut veiller avec soin à ce que la température soit toujours inférieure à celle du premier chauffage pour éviter la formation d’un nouveau précipité qui mettrait dans l’obligation de recommencer la série des opérations.
Albert Bekthelot (1910) a préconisé pour la préparation du bouillon de viande la technique suivante : verser dans une marmite émaillée 200 grammes de viande hachée et 13 cc,5 de lessive de soude à 31° Baumé, porter à l’autoclave à 134° pendant une heure; ajouter 500 centimètres cubes d’eau distillée, acidifier légèrement avec l'acide chlorhydrique pur, laisser refroidir filtrer, neutraliser, chauffer 20 minutes à 120°, filtrer et stériliser: On peut diluer avec moitié d’eau. Le liquide obtenu est aussi riche en extrait sec que le bouillon de viande peptoné ordinaire.
B. Bouillons sucrés, glycérines, etc. — On fera naturellement varier la composition du bouillon depuis la simple infusion de viande salée [le bouillon salé est bien supérieur au bouillon simple comme valeur nutritive (Miquel), et permet de conserver plus longtemps la virulence de certains microbes tels que le Streptocoque pyogène (S. Arloing)] en passant par le bouillon peptoné , précédemment décrit et le plus usité, jusqu’aux bouillons glycosés, lactosés, glycérinés, etc.
Pour les bouillons sucrés , on ajoute 2 .à 4 p. 100 de glucose, lactose, mannite ou sucre de canne, en même temps que le sel marin. Si on ajoute 2 p. 100 de carbonate de chaux, il se produit du gaz (CO2) lorsque les microbes font fermenter les
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sucres. Pour le bouillon glycériné on ajoute 5 à 10 p. 100 de glycérine pure, après toutes les filtrations, au moment de verser le bouillon dans le flacon où il sera stérilisé. On s’assurera que le bouillon est resté neutre, pt on le neutralisera si besoin est. Ce bouillon préconisé pour la culture du Bacille tuberculeux (Nocard et Roux, 1887), convient également bien pour le Bacille de la morve.
A la place du tissu musculaire on peut employer différents viscères (foie, rate, thymus, poumons). Ces bouillons ne sont jamais Clairs. Pour Gvosdiansky (1903), ces milieux sont favorables s’ils sont préparés à chaud, et défavorables à la culture s’ils sont préparés à froid.
C. Bouillon au Liebig. — Très employé en Allemagne. Cinq grammes d’extrait pour un litre d’eau. Alcaliniser. Porter à l'autoclave à + 115°-117° pendant 5 minutes. Filtrer à chaud sur un filtre mouillé. Stériliser à -f- 115°. On peut ajouter, avant l’alcanisation : 10 grammes de peptone et 5 grammes de NaCl.
Remlinger a préconisé l’emploi des bouillons desséchés du commerce (bouillons en cubes) pour la préparation des milieux de culture. Ces produits peuvent être utilisés dans les laboratoires improvisés des colonies.
D. Bouillons colorés. — On additionne le bouillon de diverses matières colorantes, pouvant renseigner sur certaines réactions qui accompagnent le développement microbien, et servir à la diagnose de l’espèce.
a. Duclaux est le premier qui ait ajouté de la teinture de tournesol aux milieux liquides, pour apprécier par la coloration, si le liquide était devenu acide ou était resté neutre. On différencie ainsi le Bacille d’Eberth du Colibacille en cultivant ces deux microbes dans du bouillon lactosé (à 2 p. 100) et tournesolé, stérilisé par filtration; seule la culture du Colibacille tourne au rose.
La sensibilité des milieux lactosés et tournesolés est relativement faible. Un Colibacille peu actif, fabriquant peu d’acide, pourrait passer pour un B. d’Eberth.
b. Petruchsky a préconisé le petit-lait tournesolé (caséine
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précipitée par l’acide chlorhydrique). Ce milieu est difficile à neutraliser (on ne peut le faire qu’avec la soude).
Kahlbaum (de Berlin) le vend tout préparé (Lakmusmolke) . C’est un liquide violet, servant surtout à la distinction des B. paratxyphiques (p. 838).
c. Grimbert et Legros ont recommandé un excellent milieu. Il faut que le lactose soit bien pur (le B. d'Eberth est encore le meilleur réactif de cette pureté). On porte à l’ébullition :
Lactose pur 2 grammes.
Peptone 0 gr. 50
Eau distillée 100 grammes.
et on y ajoute une petite quantité de carbonate de chaux pur; on filtre au bout de cinq minutes, et on s’assure que la réaction est neutre. La neutralisation au carbonate de chaux exclut tout danger d’un excès d’alcali. On filtre sur bougie ; on répartit en ballon, et on ajoute la quantité suffisante de teinture de tournesol stérilisée à l’autoclave.
Ce liquide est extrêmement sensible.
d. Rothberger a imaginé le bouillon coloré au Neutralroth, pour faire des cultures différentielles du B. d’Eberth (voir p. 427).
On 'fait bouillir 125 grammes de viande de bœuf dans 150 grammes d’eau; on ramène à 500 grammes ; on filtre ; on ajoute :
Peptone Dufresne 10 grammes.
Sel marin 10 —
Glucose 2 gr. 50
On fait bouillir ; on laisse refroidir. On ajoute 5 centimètres cubes d’une solution aqueuse de Neutralroth à 5 p. 100. On stérilise à -j- 115°. On répartit en ballons.
E. Solutions de peptone. — Une simple solution de peptone à 1 p. 100, salée à 0,5 p. 100, avec 2 p. 100 de gélatine, est le milieu de culture type pour le Vibrion cholérique (Durham, 1887). Koch recommande la peptone de Witte, une dose de 1 p. 100 de sel, et d’alcaliniser fortement.
Les solutions salées de peptone (1, 2 p. 100) sont utilisées
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pour la recherche de l’indol. La production d'indol est variable avec les peptones utilisées.
Le milieu préparé selon la formule de Truchk et Gottoni permet le développement facile d’un grand nombre de germes : peptone Chapoteaut 4 p. 100, glucose 0,2 p. 100, sel marin 0,5 p. 100; on alcalinise jusqu’à coloration violet franc au tournesol.
Voir, page 424, la recherche du Colibacille, dans l’eau, à l’aide de cultures en solutions peptonées.
F. Solution de somatose. — Gerest (1896) préconise une solution de somatose (succédané de la peptone) à 10 p. 100 comme un milieu de préparation facile et rapide.
G. Bouillon Massart et Bordet. — Ma^sart et Bordet (1892) ont cultivé nombre de microbes dans le liquide suivant :
Eau 1 uOO grammes.
Glyrose 10 —
Peptone 20 —
Phosphate de potasse 1 —
Sulfate de magnésium 0,5 —
Chlorure de sodium 5 —
Potasse, jusqu’à faible réaction alcaline.
H. Bouillons Marmorek. — Marmorek (1895) conserve la virulence de son streptocoque en le cultivant dans un mélange de bouillon et de sérum. 11 donne les formules suivantes qui sont par ordre de valeur :
. ( Sérum humain 2 parties.
I Bouillon de bœui peptoné à 1 p. 100. . 1 —
~0 ( Liquide d’ascite ou pleurésie 1 —
( Bouillon de bœuf peptoné à 1 p. 100. . 2 —
„0 ( Sérum d ane ou de mulet 2 —
( Bouillon de bœuf peptoné à 1 p. 100. . 1 —
. i Sérum de cheval 2 —
( Bouillon de bœuf peptoné à 1 p. 100. . 1 —
I. Bouillon Martin. — L’auteur a voulu supprimer le sucre qui existe toujours dans les bouillons, afin d’empêcher la fabrication des acides par le microbe. Il a obtenu ce résultat par
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la putréfaction de la viande. 11 a, en outre, rendu ce bouillon très riche en peptone par l’autodigestion de l’estomac de porc.
On hache 500 grammes de viande de veau et on les fait macérer à froid, pendant 24 heures, dans un litre d'eau. Le mélange est mis à l'étuve pendant quelques heures ; la putréfaction fait disparaître le sucre.
D’autre part, 200 grammes d’estomac de porc finement haché ont été mis, pendant 24 heures, à + 50°, dans un litre d’eau additionné de 10 centimètres cubes d'HCl pur.
La macération de viande est filtrée sur de la ouate hydrophile alcalinisée et salée à 0,5 p. 100. La macération d’estomac est filtrée sur un linge. On les mélange. On alcalinise. On porte un quart d’heure à + 115°. On filtre sur papier Chardin ; on répartit en ballons et on stérilise un quart d’heure à -f- 110°. On peut clarifier, après le premier chauffage, avec un fragment de chlorure de calcium et un morceau de phosphate de soude.
Tel est ce milieu très peptoné et non sucré . Ce milieu imaginé pour la culture du bacille de la diphtérie de l'homme , a également servi à cultiver le microbe de la péripneumonie bovine, la bactérie du charbon symptomatique. Il convient très bien pour les autres microbes et peut être utilisé couramment avec avantages.
L. Pepto-gélo-sel de Metchnikoff. — Dissoudre à chaud, dans 1.000 grammes d’eau.
Peptone Chapoteaut 10 grammes.
Sel marin 5 —
Gélatine blanche extra ......... 20 —
Alcaliniser très légèrement. Cinq minutes à l’autoclave à -J- 115°. Filtrer sur papier Chardin. Répartir. Stériliser à -f 11 0°-ll 5°.
M. Bouillon-sang-sérum. — On ajoute 5, 10, 20, 50 p. 100 de sérum, de liquide d’ascite ou de sang. On peut (Achalme) employer la solution d'hémoglobine commerciale à 1 p. 100 préalablement filtrée sur l’appareil Kitasato.
JS. On se souviendra que des quantités, même très faibles de
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substances antiseptiques peuvent empêcher le développement des microbes dans le bouillon, ou en modifier profondément la morphologie, comme l’ont vu Charrin et Guignard (p. 10, fig. 4).
| 2. — Milieux solides
Les milieux solides se divisent, comme les milieux liquides, en naturels et artificiels.
Nous avons déjà parlé (p. 66) de leur découverte par Koch, en 1881. On se reportera au chapitre vu (p. 194) pour trouver l’explication des avantages de leur emploi.
A) — Milieux naturels
On peut solidifier des liquides naturels ou artificiels, ou
employer des substances naturellement solides.
1° Sérum sanguin. — Le sérum sanguin est le plus souvent employé à l’état solide.
Obtention du sérum. — Le mieux est de recueillir le sang aseptiquement, comme nous l'indiquerons à propos de la sérothérapie.
A l’abattoir le sang est recueilli, aussi proprement que possible, au moment de la saignée d’un bœuf,# d’un cheval ou de tout autre animal. On le reçoit dans des cristallisoirs en verre de Bohême, à couvercle (fig. 48), d’une contenance de deux litres et préalablemment stérilisés à l’autoclave1. (La stérilisation par la chaleur sèche a l’inconvénient de faire adhérer
1 Bien que l’opération ne se fasse pas aseptiquement, il faut néanmoins stériliser les récipients, et manipuler avec le plus de propreté possible, la stérilisation ultérieure ne devant s’effectuer qu’à 60°.
Fig. 48.
Cristallisoir en verre de Bohême, pour recueillir le sang du bœuf à l’abattoir.
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le caillot aux parois, ce qui diminue la récolte de sérum). Il ne faut pas se servir d'éprouvettes pour recueillir le sang, car le caillot peut occuper tout le diamètre de l’éprouvette et empêcher la prise d’un sérum clair. On préparera plusieurs
Fig. 49.
Bain-marie, avec régulateur métallique de Roux, pour la stérilisation du sérum liquide par la méthode de Tyndall.
cristallisoirs de deux litres, pour profiter de la saignée totale d’un bœuf ou d’un cheval.
Ces cristallisoirs, remplis de sang aux trois quarts de leur hauteur, sont laissés sur place dans un endroit frais. Il ne faut pas les transporter sous peine d’avoir un sérum coloré ; il faut les mettre dans un endroit aussi froid que possible pour éviter
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le développement des germes avant la stérilisation. Le sérum est un milieu qui convient mal pour la pullulation des microbes ; aussi cette précaution suffit-elle. Au bout de vingtquatre heures de repos, le caillot s’est rétracté et occupe le centre du cristallisoir. On répartit le sérum avec une pipette (en ayant soin de ne pas toucher le caillot) dans des tubes à essai bouchés à la ouate, stérilisés d’avance. On met environ 10 centimètres cubes de sérum dans un tube à, essai. Le sérum, ainsi obtenu, varie d’aspect suivant l’espèce animale dont il provient; celui du bœuf est jaune ambré, celui du cheval est presque blanc, celui de l’àne est lactescent, celui du lapin est limpide.
Les tubes sont alors apportés au laboratoire et stérilisés par la méthode de Tyndall ou du chauffage discontinu (p. 45). Ils sont placés, trois heures par jour, pendant plusieurs jours de suite, dans un bain-marie réglé de -f- 58° à + 60° 1. Entre ces séances, ils doivent être maintenus à -f 25° ou -f- 30° pour permettre la germination des spores non détruites, et dont le mycélium naissant sera tué aisément par le chauffage suivant.
Le sérum se solidifie à -f- 65° ou -f- 70° ; s’il est porté à une température trop élevée, il perd sa transparence ; il faut donc le chauffer au degré minimum nécessaire à sa coagulation, c’est ce qu’on appelle la gélification ou gélatinisation du sérum. Les tubes doivent être chauffés dans une position inclinée, pour que le sérum solidifié offre une longue surface ; il ne doit pas toutefois venir toucher le tampon d’ouate. Koch a fait construire un appareil spécial pour cette opération. C’est une étuve quadrangulaire peu profonde dont la coupe est représentée figure 50. L’espace (A) est rempli d’eau par le tube (B). Un couvercle en verre (C) est recouvert d’une lame de feutre (D). Une cale (E) permet l’inclinaison convenable de l’appareil.
Dans les appareils français, l’étuve de Koch est munie d'un
1 On a construit un bain-marie spécial muni d’un régulateur à membrane d’Arsonval représenté figure 51. Il est inutile d’avoir cet appareil qu'on peut aisément remplacer en réglant un bain-marie quelconque. Voir, page 327, le bain-marie de Wiesnegg.
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régulateur d’Arsonval (fig. 51). Elle est réglée à -f 65 e ou + 68°.
Étuve de Koch pour gélification du sérum, avec régulateur d’Arsonval.
Le temps nécessaire varie entre une demi-heure et une heure.
Il faut surveiller étroitement l’opération à travers le couvercle
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vitré. Dès qu’un tube prend une demi-transparence ambrée, il doit être examiné, et immédiatement retiré s’il est de consistance solide ; les tubes restés trop longtemps à la chaleur de l’étuve deviennent opaques. Le sérum ainsi obtenu est plus ou moins transparent suivant l’espèce animale dont il provient et la perfection de la gélatinisation. 11 va sans dire qu’on peut solidifier du sérum sans posséder une étuve de Koch.
Après avoir été éprouvés à l’étuve à + 38°, les tubes de sérum seront placés verticalement (à cause de l’eau de condensation qui s’accumule à la partie inférieure) dans une armoire avec un capuchon de caoutchouc pour éviter une trop rapide dessiccation (fig. 52) ; un tube dont la surface est desséchée ne pourra plus servir ; la végétation ne s’opérerait pas.
Les capuchons de caoutchouc seront stérilisés dans le sublimé ; sans cette précaution ils propagent des moisissures qui, descendant le long du coton contre le tube de verre, atteignent le sérum et le contaminent.
Si le sang a été recueilli aseptiquement, la gélatinisation se fait par le même procédé, mais sans qu'il soit nécessaire de recourir à la tyndallisation.
Le sérum solidifié sert à cultiver le Bacille de la tuberculose (Koch), à caractériser le microbe de la suppuration caséeuse, à faire le diagnostic bactériologique de la diphtérie de l’homme, etc.
Pour avoir du sérum glycériné , on ajoute 6 à 8 p. 100 de glycérine stérilisée au sérum avant la distribution dans les tubes à essai. Il faut une température de -f- 75° à + 78° pour gélifier le sérum glycériné. Il se dessèche moins que le sérum simple et convient particulièrement pour le développement du bacille de Koch (Nocard et Roux, 1887).
Gessard (1910) recommande pour les recherches qui récla-
Fig. 52.
Tube de sérum gélifié.
1, capuchon de caoutchouc. — 2, tampon de coton. — 3, sérum. — 4, eau de condensation.
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ment l’intégrité des principes animaux et des propriétés humorales de préparer à froid un milieu renfermant 7,5 p. 100 des principes du sang : le sang est recueilli dans le 4/3 de son volume d’eau salée à 20 p. 100, il n’y a pas de coagulation. Le liquide surnageant est apte à se coaguler quand on lui ajoute 9/10 d’eau. On peut incorporer au milieu des globules rouges lavés, des sels, du glucose, etc.
2° Liquides pathologiques. — On pourrait traiter, par les mêmes procédés, des liquides pathologiques tels que : liquide d’hydrocèle, d’ascite, de pleurésie, etc.
3° Œuf. — On a cultivé sur des blocs de blanc d’œuf cuit les bactéries colorées qui tranchent bien sur ce fond blanc. On découpera aseptiquement de petits cubes de blanc d’œuf dur, et on les mettra dans des tubes à essai, comme s’il s’agissait d’un morceau de pomme de terre (voir plus loin).
Dorset a recommandé (1901) dès milieux à l’œuf (blanc et jaune mélangés) soit au jaune seul. On peut incorporer le jaune d’œuf cru à de la gélose glycérinée (Capaldi, Bezançon et v. Griffon) ou à de la purée de pommes de terre glycérinée (Thisalix). Ces milieux sont préconisés pour l’obtention rapide des cultures du bacille de Koch. Le milieu à l’œuf complet (Dorset) stérilisé par chauffage discontinu à 72-74° constitue le milieu de choix.
4° Fragments d’organes . — Voir page 476, les cultures sur foie, rate.
Des fragments de placenta humain, découpés aseptiquement, après avoir grillé la surface, et introduits dans de larges tubes d’Esmarch, sont de bons milieux pour le B. pyocyanique, la B. charbonneuse, le Staphylocoque doré, etc. (P. Guéniot).
5° Pomme de terre. — La pomme de terre très riche en matières hydrocarbonées constitue un bon milieu, très fréquemment employé. Elle peut être utilisée crue, mais la végétation des microbes se fait mieux sur la pomme de terre cuite.
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Le procédé primitif de Koch consistait à f-aire cuire à l’eau une pomme de terre entière, à la couper par le milieu avec un couteau flambé, et à déposer les deux moitiés dans un cristallisoir lavé au sublimé et muni d’un couvercle. Il a été modifié de la façon suivante, pour les cas, d’ailleurs rares, où on a besoin d’une grande surface de pomme de terre.
On choisit des pommes de terre de bonne qualité, de variété blanche, ayant la peau fine. On les lave en les frottant avec une brosse dure pour entraîner toutes les impuretés de la surface ; on enlève à la pointe du couteau tous les yeux, tous les points malades, et on les plonge pendant une heure dans une solution de sublimé à 1 p. 1000. Toutes ces précautions sont indispensables, car la pomme de terre est fréquemment souillée par le B. mesentericus vulgatus, communément appelé Bacille de la pomme de terre (. Kartoffelbacillus ), microbe extrêmement répandu dans le sol, et dont les spores peuvent résister quelque temps à + 130°. La pomme de terre peut aussi contenir le Bacillus mesentericus fuscus (bacille brun) et le B. mesentericus ruber (bacille rouge de Globig) dont les spores sont également très résistantes. On voit quelquefois ces bacilles se développer, malgré la stérilisation, sur la pomme de terre mal préparée.
On lave au sublimé de grands cristallisoirs (10 centimètres de diamètre sur 5 de haut) à couvercle rodé, en verre de Bohême (pour supporter de hautes températures), et on place dans le fond de ceux-ci plusieurs disques de papier filtre, humecté de sublimé. Les pommes de terre sont alors coupées en deux moitiés égales, et chacune de celle-ci est placée, la face plane en l’air, dans un cristallisoir.
On a construit des couteaux en verre pour sectionner les pommes de terre sans laisser à leur surface des sels de fer
Fig. 53.
Tube à pomme de terre.
capuchon de caoutchouc. — 2,
tampon de coton.
— 3, fragment de pomme de terre. —
4, rétrécissement. —
5, eau rendue par la pomme de terre.
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qui la rendaient noirâtre . On peut couper la pomme de terre avec un couteau quelconque à large surface, et laver la surface avec de l’eau stérilisée .
Les cristallisoirs, fermés hermétiquement par leurs couvercles rodés, sont soumis pendant une heure à 100°, et à + 125° pendant vingt minutes, dans l’autoclave.
Certains cristallisoirs présentent vers le tiers supérieur, une petite ouverture circulaire qu’on obture avec un tampon de ouate, et qui peut servir à ensemencer la pomme de terre sans soulever le couvercle.
Le procédé de Roux est bien préférable au précédent ; il est presque uniquement employé. Le récipient est composé d’un
Fig. 54.
Support de Rodet, pour l’observation simultanée de plusieurs cultures sur des cubes provenant de la même pomme de terre.
tube à essai de 2cm,5 de diamètre environ sur 25 centimètres de long, qui porte vers son quart inférieur un étranglement empêchant la tranche de pomme de terre de tomber au fond ; dans la chambre inférieure se condensera l’eau qui sortira de la pomme de terre pendant la cuisson (fig. 53).
On pourra toujours étrangler soi-même un gros tube à essai (tube d’Esmarch). Un tampon d'ouate placé au fond du tube à la rigueur remplacerait l’étranglement.
On coupe les pommes de terre crues, avec un couteau ou un emporte-pièces , en fragments parallélipipédiques ou semicylindriques pouvant entrer dans le tube ; on les lave à l’eau pour enlever les sels de fer, on les essuie au papier buvard. *Un tampon de ouate recouvert d’un capuchon de papier filtre ferme le tube qui est placé dans l’autoclave. On chauffe une demi-heure à 100°, et un quart d’heure à + 115° ou -f 120°. Les tubes sont prêts à être ensemencés. On peut, avec eux,
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faire des cultures anaérobies, impossibles dans les cristallisoirs (voir p. 180).
Rodet a imaginé un petit appareil tout en verre pour faciliter l’observation simultanée de plusieurs cultures végétant sur des cubes de pomme de terre, lesquels peuvent provenir de la même pomme de terre. La figure 54 nous dispense d’une description. On coupe, dans une grosse pomme de terre, de tout petits cubes d’égale grosseur qu’on pique sur chaque pointe ; on place le tout dans un cristallisoir (comme il a été dit plus haut), et on fait stériliser. On a ainsi sous les yeux Ï8 ou 24 colonies ayant poussé dans les mêmes conditions sur la même pomme de terre.
La pomme de terre a été aussi employée en purée (bouillie) qu’on distribue dans des boîtes de Pétri (fig. 17) ou dans de petits cristallisoirs.
La pomme de terre entre dans la composition de la gélatine d'Elsner (voir p. 101).
Les cultures sur pomme de terre sont surtout commodes pour étudier les caractères macroscopiques des colonies. Elles ont été utilisées pour la différenciation de certains microbes (B. coli et Éberth). Tous les microbes ne cultivent pas sur la pomme de terre ( Pasteurella ), tandis que d’autres s’y développent abondamment ( Salmonella , Lignières).
On obtient de belles cultures du Bacille tuberculeux en humée-1 tant la pomme de terre avec de Veau glycérinée ou du bouillon glycériné, dont l’excès occupe la partie inférieure du tube. Ce milieu convient également pour le Bacille de la morve.
6° Artichaut. — Les cultures de certaines bactéries colorent l’artichaut en vert émeraude [B. coli ) tandis que d’autres [B. typhique ) végètent sans coloration (Roger). Ce milieu con^ vient également bien pour la culture des levures.
On enlève les feuilles, on coupe le fond en petits#cubes, en ayant soin de conserver le foin. On introduit les morceaux dans des tubes dont l’extrémité fermée est remplie d’ouate humide. On place le foin en haut. On ferme avec de l’ouate et on stérilise un quart d’heure à -J- 415°, dans l’autoclave. On ensemence au point où se fait l’insertion des fleurs.
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7° Fruits. Racines. — Différents fruits , des racines ont été directement employés comme milieux de culture. C’est ainsi que la carotte convient très bien à la végétation des streptocoques, du champignon du muguet (G. Roux). Les figues, les * fraises, les abricots , les amandes ont été utilisés. On traitera les racines ou tubercules comme la pomme de terre; on partagera aseptiquement les fruits avant de les placer dans un tube ou un petit cristallisoir.
8° Milieu de Soyka. — Soyka a recommandé, pour ses cultures envases clos, le mélange suivant, qui est un milieu mixte, en partie artificiel et en partie naturel (animal ou végétal) :
10 grammes.
5 cent, cubes.
Bien mélanger, et distribuer dans des cristallisoirs en verre. Stériliser en plusieurs temps, dans la vapeur, deux jours de suite. On obtient un milieu solide, blanc opaque.
B) — Milieux artificiels
Pour les obtenir on solidifie un des milieux liquides artificiels déjà étudiés.
1° Gélatine. — La gélatine peut être définie : du bouillon rendu solide par l’addition d’une certaine quantité de gélatine. C’est un milieu très transparent. Son seul inconvénient est de fondre à une température relativement basse (+ 21° à -f- 22°) ; seuls peuvent donc pousser sur la gélatine solide les microbes qui végètent à cette température. C’est ainsi que le B. de la tuberculose, le Streptocoque pyogène ne végètent pas ou végètent mal sur la gélatine. 11 faut des étuves spéciales pour les cultures sur gélatine en hiver et en été (voir p. 121). La gélatine se liquéfie sous l'influence des diastases (trypsine) sécrétées par quelques microbes.
Il faut employer de la gélatine répartie assez récemment en tubes ; si elle a eu le temps de se dessécher, la surface est
Riz en poudre .
Lait
Bouillon neutre
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absolument impropre à la végétation microbienne. On peut alors, pour régénérer la gélatine, ajouter au tube quelques gouttes de bouillon, fondre au bain-marie et laisser refroidir à * nouveau. Gomme tous les milieux solides, la gélatine est moins nutritive que le bouillon qui a servi à la fabriquer.
A. Gélatine-peptone. — La gélatine ordinaire est la gélatinepeptone. Nous supposons le bouillon peptoné , fabriqué comme il a été dit plus haut, neutre ou légèrement alcalin.
La gélatine est livrée dans le commerce sous forme de plaques minces (gélatine extra-fine). On les coupe avec des ciseaux en petits morceaux qu’on lave dans l’eau distillée. On ajoute au bouillon 10 p. 100 de gélatine, soit 100 grammes pour un litre. Le mélange se fait dans un vase émaillé, une capsule de porcelaine ou tout autre récipient qu’on met chauffer dans un bain-marie à -f- 100°, pendant dix minutes environ, jusqu’à ce que la gélatine soit fondue en totalité. On remuera constamment.
Il faut ensuite neutraliser avec une solution de carbonate de soude, car la gélatine acidifie souvent le bouillon. On prolonge l’ébullition quelques minutes après ia neutralisation.
'Pendant que la gélatine est encore très chaude, on la filtre sur papier Chardin, en ayant soin d’amorcer le filtre au préalable ; elle passe très claire et assez rapidement. Si la gélatine n’était pas suffisamment transparente, on lui ajouterait, à -f- 50° environ, deux blancs d’œufs bien battus dans 50 centimètres cubes d’eau, et on reporterait à l’ébullition : l’albumine du blanc d’œuf en se coagulant clarifiera la gélatine. La filtration s’opère en général très bien dans un entonnoir de verre ordinaire ; si la gélatine se solidifiait avant la fin de l’opération, on placerait l’appareil quelques instants à l’autoclave sans pression. On peut même laisser la filtration se faire complètement dans l’autoclave.
On a imaginé un entonnoir bain-marie pour filtrer la gélatine. Il est représenté et schématisé dans la figure 55. C’est un entonnoir, à double paroi métallique, (a) contenant de l’eau qu’on verse en [d). Un bec de gaz chauffe continuellement le
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prolongement (b) pour maintenir l’eau chaude pendant toute la filtration. Un simple entonnoir en verre (e) avec du papier Chardin est contenu dans l’entonnoir métallique et le dépasse inférieurement (c) .
Quel que soit le dispositif dont on se serve, on reçoit la gélatine dans un flacon stérilisé (pour contaminer le moins possible
Fig. 55.
Entonnoir bain-marie pour filtrer la gélatine.
A, vue d’ensemble de l’appareil. — B, schéma de l’entonnoir.
la gélatine qu’on ne peut stériliser à de hautes températures) et on la répartit de suite dans les tubes à essai bouchés à la ouate (fig. 56). On chauffera au bain-marie ou à l’autoclave si la gélatine s’était solidifiée. On aura soin, en versant la gélatine dans les tubes, de ne pas en souiller la partie supérieure du tube sous peine d’avoir une adhérence du bouchon de ouate aux parois ; l’emploi du tube serait impossible.
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Les tubes à essais remplis au 1/4 de leur hauteur avec la gélatine , et rebouchés à la ouate , doivent être aussitôt stérilisés. Ils seront exposés, deux jours de suite, pendant quinze à vingt minutes, à la chaleur humide de -j- 100° à l’autoclave fonctionnant sans pression (chauffage discontinu;
voir p. 44), le chauffage au-dessus de + 100° abaissant rapidement le point de fusion de la gélatine. Au sortir de la seconde stérilisation, une partie des tubes, destinée aux cultures en stries, sera inclinée pour que la gélatine se solidifie étalée, comme dans le dessin de la figure 56 (A) , avec une grande surface libre ; une autre partie sera conservée verticale pour les cultures par piqûre (fig. 56, B). Il sera bon, pour éviter la dessiccation et la contamination du coton, d’envelopper la partie supérieure du tube d’un capuchon de caoutchouc stérilisé au sublimé, ou à son défaut d’un simple capuchon en papier filtre.
Pour avoir des tubes prêts à être roulés par la méthode d’Esmarch (voir p . 158), on distribuera de très faibles quantités de gélatine (1 ou 2 centimètres cubes)
Tubes de gélatine.
A, tube pour culture par stries. — B, tube pour culture par piqûre. — C, tube pour culture par la méthode d'Esmarch.
sion des tubes à pommes de terre (fig. 56, C).
B. Gélatines glycosées, lactosées, etc. — Pour avoir de la gélatine pepto-glycérinèe ou glycosée , lactosée, pepto-glyco-glycérinée, etc., on emploiera des bouillons glycérinés, etc., comme il a été dit plus haut, et on opérera comme ci-dessus.
C. Gélatine phéniquée. — Elle a été imaginée par Chantemesse et Widal pour isoler les colonies de B. coli et de B. d’Eberth de la plupart des microbes vulgaires des eaux, qui sont très souvent liquéfiants ; ces derniers ne poussent que sur gélatine phéniquée.
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Il suffit d’ajouter, avant la filtration, 4 ou 5 gouttes d’une solution phéniquée (à 1/20) pour 10 centimètres cubes de gélatine.
D. Gélatine d’Elsner. — La gélatine d’ËLSNER (1895) est un mélange de gélatine, de décoction de pomme de terre et d’iodure de potassium. Elle sert à déceler le B. d'Eberth dans les selles typhiques et à le distinguer du B. coli.
On prend 500 grammes de pommes de terre, qu’on pèle soigneusement, et qu’on râpe. On les fait macérer pendant trois ou quatre heures dans un litre d’eau. On tamise, et on laisse déposer pendant toute une nuit. On décante le liquide et on lui ajoute 150 à 250 grammes de gélatine. On fait dissoudre à feu doux. Ce milieu est très acide- On ajoute 20 à 30 centimètres cubes d'une solution de soude, jusqu'à ce que la réaction devienne faiblement mais encore nettement acide. On filtre, on stérilise et on répartit en ballons de 100 grammes environ. Quand on veut se servir de cette gélatine, on ajoute à chaque ballon de 100 grammes, 1 gramme d’iodure de potassium, et on le répartit en larges tubes à essai destinés à être roulés, d'après la méthode d’EsMARCH. Pour Grimbert, le milieu d’ELSNER devrait ses qualités à l’acidité de la gélatine.
Grimbert a modifié la technique de la fabrication de la gélatine d’Elsner. Après macération, le liquide est filtré pour le débarrasser de l’amidon, puis porté à l’autoclave pendant dix minutes pour coaguler les matières albuminoïdes. On filtre de nouveau. On ajoute 15 p. 100 de gélatine. L’acidité est alors titrée de façon que 10 centimètres cubes soient neutralisés par 4 à 5 centimètres cubes d’eau de chaux.
E. Gélatine de Piorkowsky. — On prend un litre d'urine, émise depuis quarante-huit heures, ayant donc une réaction alcaline. On y fait dissoudre à chaud, 5 grammes de peptone et 33 grammes de gélatine. On refroidit à 55° et on ajoute un blanc d’œuf battu dans 50 grammes d’eau. On stérilise à -f- 115°. On répartit en tubes à essai. On peut stériliser à nouveau à -}- 110°.
F. Raisin gélatiné. — Le raisin gélatiné est une décoction de 250 grammes de raisin sec dans un litre d’eau, avec 10 p. 100 de gélatine. Ce milieu a été utilisé pour cultiver les levures.
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G. Gélatines colorées. — Les gélatines colorées sont constituées par de la gélatine peptone ordinaire additionnée de différents mélanges de substances colorantes. Les .microbes, en se développant, produisent, sur ces milieux, des changements de coloration qui peuvent servir à la différenciation de l’espèce. Les gélatines colorées n’ont pas donné tous les résultats qu’on espérait à ce point de vue. Elles se décolorent spontanément à l’air si on tarde à les employer.
Spina, dès 1887, avait montré qu’en colorant de la gélatine avec quelques gouttes d’une solution concentrée de sulfo-indigotate de soude ou de bleu de méthylène, on avait un milieu qui changeait de teinte suivant le microbe cultivé. C’est Noeggerath (1888) qui fit la première application de ces faits pour le diagnostic des microbes en général et du B. typhique en particulier.
La gélatine de Nœggerath est assez difficile à fabriquer. On mélange, dans l’ordre suivant, des solutions aqueuses saturées de couleurs d’aniline :
Bleu de méthylène Violet de gentiane Vert de méthyle .
Chrysoïdine . . .
Fuchsine
centimètres cubes.
et on ajoute de l’eau distillée jusqu’à 200 centimètres cubes. Le liquide ainsi obtenu est brun tirant sur le bleu, et colore le papier à filtrer en gris foncé. On attend une quinzaine de jours ; il se produit des changements de coloration qu’on corrige en ajoutant un peu de l’une ou de l’autre des couleurs ci-dessus de façon à revenir au bleu noirâtre. Il faut 6 à 8 gouttes de cette solution pour colorer à point un tube ordinaire de gélatine. On ensemence par stries et on met à 1 étuve. Chaque microbe fixe telle ou telle couleur qui imprègne la colonie ; autour de celle-ci est une zone décolorée qui peut s'étendre à tout le tube de gélatine. La culture de B. typhique est d’une belle teinte violet évêque.
Gasser (1890) n’ayant pas réussi en employant la gélatine de
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Nœggerath, colora simplement la gélatine de quelques gouttes d’une solution de fuchsine. 11 vit que le Colibacille et le Bacille d'Eberth sont les seuls microbes qui poussent en colonies rouges.
Legrain (1891) a cultivé plusieurs microbes sur les milieux teints à la fuchsine.
Wurtz (1892), mettant à profit la remarque de Chantemesse et Widal sur la mise en liberté d’acide succinique par le B. coli cultivé en bouillon lactosé, a préconisé les milieux tournesolés qui ne changent pas de teinte sous l’influence du B. d'Eberth et deviennent rouges avec le B. coli.,
Ramond a fait remarquer qu’il faut une dose assez forte d’acide pour faire virer la teinture de tournesol ; il propose de la remplacer par la rubine acide, réactif très sensible de l’acidité. La gélatine, ou mieux la gélose lactosée à 4 p. 100, est additionnée de quelques grains de rubine acide jusqu’à coloration rouge cerise. On porte le tube à + 70° ou -f- 80°, et on ajoute deux gouttes de solution aqueuse saturée de carbonate de soude ; le milieu se décolore. On filtre et on stérilise. Ce milieu se colore en rouge, en quelques heures, sous l’influence du B. coli et reste incolore avec le B. d'Eberth.
2° Gélose. — La gélose, ou agar-agar, a, sur la gélatine, le grand avantage de rester solide aux températures inférieures à -f- 70°. Elle peut donc être mise à l’étuve aux mêmes températures que le bouillon. En outre, très peu de microbes liquéfient la gélose ; son inconvénient est d’être toujours plus ou moins louche. Son emploi en bactériologie date des travaux de Koch, enl881.
L agar-agar, ou varech corné , provient d’une algue des mers des Indes, nommée Gelidium spiriforme (ordre des Floridées). La matière gélatineuse qu'on en retire a été étudiée, en 1859, par Payen qui lui donna le nom de Gélose. C’est une substance amorphe, isomère de la cellulose, dure et cornée à l’état sec, se gonflant et se dissolvant dans l’eau bouillante. Elle se solidifie en gelée par le refroidissement. Elle solidifie cinq cents fois son poids d’eau, c’est-à-dire forme, à poids égal, dix fois plus de
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gelée que la meilleure gélatine. A elle seule la gélose serait très peu nutritive ; il faut lui incorporer du bouillon. On la trouve dans le commerce sous forme de longs filaments roulés en paquets.
Miquel a conseillé, en 1885, l'emploi de la mousse d’Irlande , gelée provenant du Chondrus crispsus, algue également de l’ordre des Floridées, qu’on rencontre sur les côtes de l’Atlantique. Ce milieu a été peu employé.
A. Gélose-peptone. — Pour préparer la gélose-peptone, on se sert, comme pour la gélatine, de bouillon peptonéet alcalinisé, qu’on solidifie avec la gelée d’agar-agar.
Deux procédés sont préconisés. Le premier est une modification de celui de Macé, recommandé par Thoinot et Masselin ; le second est dû à Roux.
a. Premier procédé. — On fait digérer pendant vingt-quatre heures 10 à 15 grammes de gélose coupée en petits morceaux, dans un demi-litre d’eau acidulée à l’acide chlorhydrique, à 6 p. 100 ; on remue à plusieurs reprises. On filtre sur un linge, on lave largement à l’eau distillée la gélose qui reste sur le filtre ; on lave enfin à la solution de carbonate de soude jusqu’à ce que l’eau de lavage ne présente plus de traces d’acidité. L'algue gonflée qui est restée sur le filtre est alors1 jetée dans 500 grammes de bouillon peptoné, neutre ou alcalin, sans dépôt, chauffé préalablement au bain-marie à l’ébullition. On s’assure que le mélange est neutre (la gélose bouillant en milieu acide se transformerait en sucre ) ; on agite constamment avec un agitateur en verre. Dix minutes d'ébullition suffisent en général à incorporer la gélose au bouillon. Quelques auteurs ajoutent alors 10 grammes d’une solution aqueuse concentrée de gommet arabique, pour faire adhérer plus intimement la gélose aux tubes à essai ; mais la gomme rend la gélose assez louche ; nous
1 Macé recommandait de maintenir pendant vingt-quatre heures l’algue gonflée dans 500 grammes d’eau additionnée de 25 grammes d’ammoniaque, avant de la jeter dans le bouillon. Ce temps est inutile.
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ne l’employons pas en général. La solation de gomme arabique doit être conservée neutre et stérile.
O.n filtre alors sur papier Chardin. Cette filtration doit se faire à chaud, plus nécessairement encore que pour la gélatine, car la gélose se solidifie vers 4- 50°. On opérera avec un des dispositifs décrits pour la gélatine, page 98. Nous conseillons de faire cette filtration avec un simple entonnoir en verre, garni de papier filtre, introduit dans un flacon; le tout sera placé dans l’autoclave sans pression. On répartit alors en tubes à essai, en ayant soin de ne pas souiller de gélose la partie supérieure du tube qui touchera le tampon de ouate. La stérilisation se fera en portant, pendant quinze à vingt minutes , les tubes de gélose dans l’autoclave à + 115°. Le chauffage à. de hautes températures présente moins d’inconvénients pour la gélose que pour la gélatine.
Les tubes, une fois stérilisés, seront refroidis dans la position inclinée pour que la gélose présente la surface nécessaire aux cultures par stries ; son peu de transparence ne permet pas d’apprécier les cultures par piqûre, néanmoins on les utilise pour conserver la vitalité des bactéries. En raison de l’élévation de son point de fusion, la gélose ne peut être enroulée en tubes d’Esmarch.
Le tampon de ouate sera entouré de papier filtre ou d’un capuchon de caoutchouc lavé au sublimé, et le tube sera conservé dans une armoire après avoir été éprouvé vingt-quatre heures à l’étuve à -f- 38°. On aura soin de conserver les tubes verticalement , car la gélose rend souvent une notable quantité d’eau qui viendrait souiller le coton; après l’ensemencement la même position verticale est de rigueur pour ne pas diluer les colonies.
b. Procédé de Roux. — 11 diffère du précédent pour les premiers temps de l’opération. A 1.000 grammes de bouillon peptoné alcalinisé, on ajoute 15 grammes de gélose en morceaux; on chauffe à -f- 100° pendant une heure, en agitant; on tamise sur de la mousseline; on laisse refroidir à -f- 50°, et on ajoute un blanc d’œuf. On mélange intimement, on réchauffe à -j- 110° pendant trois quarts d’heure, on filtre à chaud, etc.
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Procède rapide. — On prépare, d’une part, du bouillon par macération de 500 grammes de viande dans 500 grammes d’eau, on filtre sur un linge et on chauffe jusqu’à l’ébullition pour coaguler les matières albuminoïdes après avoir ajouté le sel et la peptone. On fait dissoudre, d’autre part, 15 grammes de gélose dans 500 grammes d’eau. Lorsque les deux liquides sont en ébullition, on verse la dissolution de gélose dans le bouillon en maintenant quelques instants sur le feu pendant l’alcalinisation. La filtration, à chaud, sur papier Chardin, se fait très rapidement. Répartir, stériliser.
B. Géloses glycérinées, lactosées. — La gélose glycérinée est, depuis les travaux de Nocard et Roux, en 1887, très employée pour la culture du Bacille de la tuberculose , elle constitue également un bon milieu pour le Bacille de la morve. On se servira, de bouillon glycériné à 5 p. 100 et on opérera comme ci-dessus. Il en sera de même pour les géloses glycosée. laclosêe , glycoglycérinée, etc. On prépare le milieu nutritif qu’on désire et on solidifie avec la gélose.
La gélose glycérinée se dessèche moins que la gélose-peptone ordinaire.
c. Gélose de Veillon. — Pour la culture des anaérobies on fait macérer 600 grammes de viande de bœuf haché, pendant 2 à trois jours, dans un litre d’eau, puis on fait bouillir 10 minutes. On ajoute 1 p. 100 depeptone, 0,5 p. 1 00 de chlorure de sodium (le sel n’est pas indispensable) et 1,5 p. 100 de gélose. On porte à l’autoclave à 100° pendant vingt minutes. On alcalinise. Lorsque la température est descendue à 45° on ajoute un blanc d’œuf, puis du glucose dans la proportion de 1,5 p. 100 (ou 0,8 p. 100 de sucre dont 0,4 de glucose et 0,4 de lactose ou de saccharose, Tissier). On porte 45 minutes à 120°, on filtre à chaud sur papier Chardin et on répartit dans des tubes de 17 centimètres de hauteur et sur 17 millim. de diamètre à raison de ^centimètres de gélose. On stérilise 20 minutes à 110°.
C. Gélatine-gélose. — La gélatine-gélose (Jensen) est un milieu où la solidification du bouillon est obtenue par un mélange de gélose et de gélatine. Les avantages de ce mélange sont les
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suivants : transparence, liquéfaction à basse température, mais au-dessus de + 30°. C’est donc un milieu clair, malléable et moins liquéfiable que la gélatine, il sera très utile en été.
On prépare de la gélatine comme il a été dit plus haut et on ajoute 1/2 p. 100 de gélose. Il faut veiller à ce que cette addition n’acidifie pas le milieu.
D. Gélose sanglante. — On puise aseptiquement du sang dans l’artère fémorale du chien, dans la carotide du lapin, et on mélange, à + 40°, à la gélose (1/3 de sang) (Bezançon et Griffon). On incline les tubes. On peut aussi (Pfeiffer) étaler simplement quelques gouttes de sang sur la surface de la gélose solide.
E. Géloses colorées. — Les géloses colorées se prépareront exactement comme les gélatines colorées (voir p. 102). L’usage en est le même.
Voir les géloses colorées (: milieux de Digralski ; milieux au vert malachite ) destinées à la différenciation du B. d’Eberth et du Colibacille, page 42 i.
F. Gélose Wertheim. — Le milieu de Wertheim, est un mélange d’une partie de sérum du sang (homme, veau) et de deux parties de gélose. Ajouter le sérum stérile à un tube de gélose qu'on fait liquéfier; agiter et laisser refroidir.
G. Gélose Ghantemesse. — On fait bouillir 10 grammes de gélose dans 500 grammes d’eau peptonée à 3 p. 100 (peptone Defresne). On ajoute ensuite 10 grammes de lactose. On filtre sur papier, on stérilise à -f- 120°.
Au moment de s’en servir, on ajoute, par 10 centimètres cubes du mélange, IV gouttes d'une solution phéniquée à 3 p. 100 etl centimètre cube de teinture de tournesol bleu sensible.
Ce milieu a été préconisé pour cultiver le bacille d’Éberth .
h. Gélose-pomme de terre. — Nicolle a recommandé pour obtenir rapidement des cultures abondantes du bacille de la morve un milieu préparé de la façon suivante : on fait macérer 12 heures 500 grammes de viande hachée dans un litre d’eau.
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d'autre part, 500 grammes de pomme de terre coupées en gros morceaux dans un second litre. On mélange les deux macérés, on ajoute 30 grammes de peptone, 10 grammes de sel, 20 grammes de glycérine et 60 grammes de gélose. Le reste de la préparation n’offre rien de spécial. Le milieu doit être alcalinisé.
i. Mousse d’Irlande. — La mousse d’Irlande se prépare comme il suit : d’après Miquel, 300 grammes d'algue sont mis à digérer dans 10 litres d’eau bouillante ; on maintient l’ébullition pendant plusieurs heures, et on passe au tamis. Le liquide est de nouveau porté à l’ébullition, et filtré à chaud. La liqueur est évaporée au bain-marie, et on la laisse sécher dans des cuvettes de porcelaine. Ce résidu dur est ajouté au bouillon dans la proportion de 1 p. 100, pour faire une gelée nutritive, qu’on stérilise à + 110°. Le milieu ainsi obtenu ne fond qu’à + 55°.
En 1890, Puccinelli a conseillé de mettre simplement 6 grammes de Fucus crispas dans 200 grammes de bouillie de viande neutralisée, et de placer le tout pendant une heure dans le stérilisateur à vapeur. Le liquide, filtré à chaud, se solidifie par le refroidissement.
j. Moût de bière-agar. — Le moût de bière-agar (parties égales de moût et d’eau avec 1,5 p. 100 d’agar) sert surtout à cultiver les levures.
k. Gélose-placenta. — 250 grammes de placenta sont mis dans 500 grammes d’eau : ébullition pendant quarante-cinq minutes : filtration; ramener à 500 centimètres cubes; ajouter 1 p. 100 de peptone sèche, 0,5 p. 100 de chlorure de sodium et 1,5 p. 100 de gélose. Ce serait un excellent milieu. (Vicarelli. 1903.)
3° Mie de pain. — La mie de pain a été utilisée comme milieu de culture des champignons.
On peut se servir simplement de tranches de pain blanc stérilisées à la chaleur sèche, et imbibées d’eau, de bouillon, de jus de prunes, de décoction d’engrais, etc. (Brefeld).
Il est préférable de préparer de la poudre de pain. On émiette de la mie de pain blanc et on la laisse sécher à l’air. Lorsqu'elle est bien sèche, on la moud très finement dans un mou-
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lin à café. On met quelques grammes de cette poudre au fond d'un ballon, on ajoute deux fois et demie le poids d’eau et on stérilise à la vapeur pendant une demi-heure, deux fois avec un jour d’intervalle.
4° Substances inertes imbibées de liquides nutritifs. —
On a imbibé de liquides nutritifs des substances solides inertes, telles que le sable ou le plâtre .
Soyka (1886) a cultivé le B. anthracis dans un « sol artificiel » composé de 25 grammes1 de sable stérilisé, imbibé de 2 à 4 centimètres cubes de bouillon peptoné. La formation de^ spores serait ainsi considérablement activée.
Engel, Hansen ont cultivé des levures sur du plâtre humide . On fabrique des blocs de plâtre, en forme de tronc de cône de 3 centimètres de hauteur, et on les place dans des cristallisoirs de verre contenant lcm,5 de hauteur d’eau stérilisée pour faire tremper la moitié du cône. Le cristallisoir est recouvert et le tout stérilisé. La sporulation des levures s’opérerait très rapidement dans ces conditions.
Salomonsen a utilisé des cylindres de plâtre, moulés dans des tubes de verre, et stérilisés à l’étuve sèche à 4- 115° dans une éprouvette bouchée à la ouate.
MUSROB. DES MAL. INFECT. DES ANiM.
CHAPITRE IV
ÉTUVES ET RÉGULATEURS
La plupart des bactéries végètent à la température de la chambre, soit -f- 15° à -f- 20°. Mais, outre qu’en hiver la température d’un laboratoire s’abaisse bien au-dessous de + 15° pendant la nuit, certains microbes exigent des températures allant jiisqu’à -f- 38°, ou davantage, tout au moins pour se développer abondamment et régulièrement. Enfin, les cultures ont besoin de pousser à des températures constantes pour pouvoir être étudiées ; il est évident que l’âge d’une culture a une signification à la seule condition de connaître la température à laquelle s’est faite constamment la végétation. On a d’ailleurs encore besoin de températures basses constantes, par exemple pour empêcher la fonte des tubes de gélatine en été ; on emploie aussi des températures fixes supérieures à -f- 38° pour connaître la température maxima à laquelle pousse un microbe (détermination de l’espèce : B . coli, B. d’Eberth,e te.), ou pour l’atténuer (fabrication des vaccins) ou pour le tuer (isolement des produits solubles). Il faut donc avoir, dans un laboratoire, des étuves chauffées à des températures constantes pour recevoir les milieux ensemencés. Cette fixité de la température est obtenue au moyen de régulateurs automatiques. Il est nécessaire de posséder une grande étuve générale à température moyenne (+ 38°), une étuve à + 22° pour les cultures sur gélatine, et une ou plusieurs étuves qu’on réglera différemment, suivant les besoins du moment.
| 1 . — Étuves
Une étuve, composée d’un simple compartiment chauffé en un point, ne saurait être convenablement réglée ; un corps
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solide, liquide ou gazeux, doit être interposé entre ses parois et la source de chaleur pour répartir celle-ci uniformément, empêcher le refroidissement trop rapide lorsqu’on ouvre l’étuve, et servir d’enveloppe aux régulateurs : ce corps constitue le volant de chaleur. La valeur du volant est en raison directe de sa capacité calorifique. Citons les principaux volants de chaleur employés.
L’huile est utilisée depuis un siècle par les chimistes dans les étuves de Gay-Lussac. Elle conduit très (mal la chaleur ; aussi nécessite-t-elle beaucoup de temps pour obtenir un bon réglage.
L’eau lui a été substituée dans la plupart des étuves. Elle a de son côté l’inconvénient de s’évaporer et d’oxyder le fer.
L’air chaud serpentant autour de l’étuve dans des conduits métalliques serait préférable, s’il n’exigeait la combustion d’une grande quantité de gaz.
La vapeur d'eau a été employée dans l’étuve Pasteur ; il faut des réparations fréquentes à la chaudière.
La fonte recouverte de sable constitue le volant de chaleur de l’étuve Chauveau.
Toùte étuve devra, autant que possible, être recouverte d’un corps mauvais conducteur de la chaleur : (feutre, plumes, etc.), c’est-à-dire être à l’abri des variations de la température ambiante. Une bonne régulation et une économie de combustible en seront les conséquences. Pour la même raison, une étuve doit être placée loin des portes, dans une pièce sans courants d’air.
Les cultures doivent végéter à l’abri de la lumière ; les portes vitrées des étuves seront donc en verres de couleurs ou peintes en noir.
A) — Chambre étuve
Il est indispensable, à l’heure actuelle, de posséder, dans un laboratoire de bactériologie, une chambre étuve, c’est-à-dire une étuve très spacieuse (grandes cultures), et aménagée pour certaines opérations, telles que l’aération continue des cultures.
11 s’agit alors d’une véritable chambre, bien close, obscure,
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à doubles parois, et munie d’un appareil de .chauffage convenablement réglé.
La chambre étuve de l’Institut d'Hygiène de Lyon a 28 mètres cubes environ (hauteur 3 mètres; largeur : 2m,60; profondeur: 3m,60). Elle n’a point de fenêtres. 11 y a double porte. Les rayons sont constitués par des plateaux de verre placés sur des supports de fonte, mobiles. Une rampe à air communique avec une pompe aspirante et foulante située à l’extérieur ; des tétines, embranchées de distance en distance sur cette rampe, permettent de faire passer jour et nuit un courant d’air dans des ballons de culture.
On peut maintenir la température à l’aide d’un système d’eau chaude, qui circule dans de grands conduits, placés sous les rayons, constituant le serpentin d’une petite chaudière qui occupe un des coins de la chambre. L’eau est alors chauffée au gaz et la régulation obtenue par un régulateur métallique de Roux (voir p. 127).
On peut plus simplement placer (dispositif du Laboratoire d'hygiène) au milieu de la chambre, un poêle à gaz construit comme l’indique la figure 57. Une enveloppe en tôle (A), de 0m,90 de hauteur et de 0m,35 de diamètre, percée de trous à la partie inférieure, se continue, à la partie supérieure avec un tuyau (C) de 0m,06 de diamètre, qui conduit les gaz de la combustion dans une gaine de cheminée. Deux petites fenêtres en mica (D) s’ouvrent au niveau des brûleurs. Ceux-ci (E) sont constitués par une couronne de dix-huit becs Bunsen (fig. 57, vue latéralement en I, et représentée en projection en II). Cette couronne est partagée en trois secteurs (1, 2, 3) par deux robinets (b et b'), de façon qu’on puisse ouvrir à volonté 1, 2 ou les trois secteurs. Au-dessus de cette couronne chauffante : trois disques superposés de terre réfractaire (I, F et I") ; le plus bas I, perforé seulement d’un large trou central, écrase les flammes des becs. Les deux supérieurs sont percés d’une vingtaine d’orifices. L’arrivée du gaz par (F) est réglée au préalable par un régulateur métallique de Roux. Un petit tube (H), indépendant du régulateur, entretient toujours une veilleuse (G), pour éviter les extinctions.
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La température est constamment maintenue à -j- 37°.
On pourrait évidemment chauffer et régler une chambre étuve au moyen de l’électricité (voir plus loin), mais le prix
Schéma du poêle à gaz pour chambre-étuve (J. Courmont) :
I, le poêle; II, la rampe E de I.
I, A, enveloppe de tôle. — B, couvei’de. — C, tuyau d’échappement des gaz. — D, fenêtres. — E, couronne de becs Bunsen. — F, tuyau d’arrivée du gaz de la couronne. — G, veilleuse. — H, petit tuyau alimentant la veilleuse, avec un robinet H’. — 1, I’, 1”, disques de terre réfractaire. — S, S’, S”, supports métalliques de ces disques.
II. a, tuyau d’arrivée de la couronne. — G, veilleuse. — 1,2, 3, compartimenté de la couronne. — b, b\ robinets séparant les trois compartiments.
d’entretien est considérable. (Laboratoire des fermentations, Institut Pasteur) .
B) — Grandes étuves
Tous les laboratoires ne peuvent pas posséder une chambre étuve ; ils doivent au moins avoir une étuve spacieuse.
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1° Étuve Pasteur. — L’étuve Pasteur consistait en une grande armoire en bois, à doubles parois et à double porte vitrée. La vapeur d’eau circulait dans un serpentin situé à la partie inférieure et provenant d’une chaudière distincte de l’étuve. Un réfrigérant condensait la vapeur et la ramenait à la chaudière. On ajoutait un peu d’eau tous les 15 jours. Le régulateur était celui de d’AttsoNVAL (à membrane de caoutchouc).. Le chauffage était au gaz. Ce dispositif compliqué, encombrant, exigeant de fréquentes réparations^ a été rapidement abandonné. L'étuve Pasteur primitive n’a plus qu’un intérêt historique.
Elle a été diversement et successivement modifiée. Elle a d’abord été chauffée au gaz, d’après le système préconisé par M. Schribaux. E. Roux lui a ensuite adapté son régulateur métallique.
2° Étuve Schribaux-Roux. — L’étuve de Roux, très employée aujourd’hui, est une étuve à air, avec système Schribaux et munie d’un régulateur Roux (fig. 58). En outre, une série de tubes de cuivre sont disposés verticalement le long de la paroi interne, destinés à recevoir les produits de combustion dégagés par les brûleurs et à les conduire au dehors par une cheminée disposée à la partie supérieure.
3° Étuve Chauveau. — L’étuve Chauveau diffère profondément des étuves Pasteur, tout en ayant le même aspect extérieur. Elle est beaucoup plus simple.
Le volant de chaleur (fig. 59) est constitué par une plaque de fonte (A) formant le fond de l’étuve, et recouvert supérieurement par une couche de sable fin (B). Cette plaque est supportée par quatre pieds également en fonte. Une rampe à huit becs de gaz (C) court sous la fonte. Le régulateur à éther de Chauveau (D) (voir p. 125) règle la température qui varie à peu près d’un degré par rayon (espacés de 30 centimètres) , on a ainsi quatre ou cinq températures différentes (augmentant de haut en bas), mais constantes pour le même rayon.
4° Étuve Arloing — S. Arloing s’est servi longtemps d’une
GRANDES ETUVES
Fig. 58.
Étuve Sc/iribaux-Roux avec régulateur métallique.
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par exemple, à -j- 39°, celui du milieu à -f- 30° et le dernier à + 22°, pouvant servir pour la gélatine.
On peut adapter à l’étuve Arloing un régulateur quelconque.
5° Étuves électriques. — L’emploi du courant électrique comme générateur de chaleur a permis de réaliser des progrès notables, dans la construction et dans la régulation des étuves.
Regaud et Fouilliand 1 ont imaginé un régulateur électro-
1 Cl. Regaud et R. Fouilmand, Chauffage et régulation des étuves par l'électricité. Journal de physiologie, et de pathologie générale, t. II, n« 3, p. 457, 1899.
Fig. 59.
Coupe schématique de la partie inférieure de l'étuve de Chauveau, avec régulateur Chauveau.
étuve très simple, modèle Chauveau, mais pour ainsi dire couchée sur le côté, à trois compartiments juxtaposés, reposant sur la plaque de fonte. En n’allumant la rampe à gaz que sous un compartiment extrême, on a trois températures différentes régulièrement décroissantes. Le compartiment chauffé sera,
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Fig. 60.
Étuve électrique de Regaud et Fouilliand.
thermique qui peut être adapté à des étuves de formes et
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dimensions diverses. La figure 60 représente une étuve grand modèle. Voici les principales particularités de ces appareils.
La chaleur se dégage au niveau de résistances métalliques disposées contre les parois intérieures de l’étuve [chauffage direct de l'air), sur une surface aussi grande que possible, et en quantité décroissante de bas en haut. L’homogénéité du chauffage est assurée grâce à une répartition convenable des fils.
La chaleur produite par la transformation de l’énergie électrique étant encore très coûteuse, on a rendu aussi athermanes que possible les parois de l’étuve, de' façon à dépenser cette chaleur très économiquement et obtenir un rendement pécuniaire comparable à celui des étuves chauffées par le gaz. L'athermanéité des parois est très favorable à une bonne régulation. Elle permet aussi de supprimer les manchons liquides employés comme réservoirs de calories. Ces nouvelles étuves, ayant une faible capacité calorique, étant chauffées intérieurement, et perdant peu de chaleur, peuvent être amenées très rapidement à la température de réglage. On peut les mettre en marche et les arrêter aussi souvent qu’on veut, les faire fonctionner pendant le temps strictement nécessaire.
Pour régler l’étuve, il suffit, lorsque la température voulue est atteinte, d’incliner le régulateur, du dehors, jusqu’à cessation du contact. Une lampe rhéoscopique, qu’on peut intercaler à volonté sur le courant de chauffe, au moyen d'un commutateur, rend visibles les alternatives de passage et d’interruption du courant. Pour modifier la température de réglage on augmente ou on diminue l’inclinaison du régulateur. Pour une position donnée du régulateur, la température de réglage se maintient indéfiniment, et se rétablit automatiquement à chaque nouvelle mise en marche.
La consommation d’une étuve ayant les dimensions intérieures de lm x 0m,70 x 0m,32 (fig. 60) est de 1 amp., 2 sous 110 volts. Mais le courant ne passe pas continuellement : suivant la différence des températures ambiante et intérieure, le régulateur laisse passer le courant pendant 1/4 à 2/3 du temps.
Le chauffage électrique est très favorable à la propreté des
PETITES ÉTUVES
étuves et ne comporte pas les accidents (extinction, explosions déréglage, etc.) inhérents à l’emploi du gaz d’éclairage.
C) — Petites étuves
On a construit un grand nombre d’étuves portatives.
Fig. 61.
Étuve de Salomonsen sans régulateur.
1° Étuve Salomonsen. — On pourrait, à la rigueur, si on se contente d'une étuve variant de quelques degrés, en faire construire une très simple, sans régulateur, comme l’indique la figure 61, empruntée à Salomonsen.
Le gaz est remplacé par une veilleuse à huile. Une écuelle est remplie d’eau jusqu’à 2 centimètres du bord (À) ; on verse par dessus une couche d’huile (B) de 2 centimètres sur laquelle on met plusieurs flotteurs (C) avec des mèches à veilleuses
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qu’on changera matin et soir. La distance entre les flammes et le fond de l’étuve servirait à la régulation.
2° Étuve Gay-Lussac. — L’étuve Gay-Lussac est une caisse à doubles parois, portée par*quatre pieds en fer et munie d’une porte vitrée. L’intervalle des deux parois est rempli d’eau ou d’huile. Un thermomètre traverse la paroi supérieure. Le chauffage s’obtient par un bec Bunsen, recevant le gaz d'un régulateur qui plonge dans l’eau.
3d Étuve d’Arsonval. — L’étuve d’Arsonval se compose de deux vases cylindro-coniques concentriques limitant deux cavités : l’une centrale destinée à constituer la chambre, l’autre annulaire remplie d’eau (volant de chaleur). Le couvercle est également à doubles parois et rempli d'eau. Une rampe à gaz circulaire chauffe l’eau à la partie inférieure. La régulation s’obtient par une tubulure latérale, fermée à l'extérieur par une membrane de caoutchouc si on se sert du régulateur à membrane de d’ARsoNVAL ou par un régulateur quelconque plongeant dans l’eau par l’orifice supérieur (régulateur de Chauveau (fig. 65), d’ARLOiNG). L’étuve d’ARsoNVAL, généralement abandonnée, a le grand inconvénient d’avoir une cavité très étroite, nécessitant la superposition des cultures. Il faut la vider pour prendre un ballon placé à la partie inférieure.
La nouvelle étuve de d’Arsonval s’ouvre latéralement par une porte transparente à double verre. Le chauffage du matelas d’eau se fait par deux cheminées métalliques qui traversent le liquide dans toute sa hauteur. Le réglage se fait comme précédemment ou par un régulateur métallique placé à la partie inférieure, permettant de régler l’étuve à des températures très élevées.
Les étuves d’Arsonval seront remplies d ’eaurécemment bouillie , c’est-à-dire privée d air.
4° Chambres chaudes. — Notons encore les chambres chaudes pour cultures sous le microscope , que nous décrirons au chapitre v .
En résumé , nous considérons comme indispensables à posséder trois modèles d’étuves ;
RÉGULATEURS
1° Pour l'ensemble des cultures à -f- 38° : une chambre étuve réglée par un régulateur métallique Roux, ou une étuve-armoire modèle de Roux, ou une armoire électrique.
2 °Pour les cultures sur gélatineà- j-2201 :une étuve Gay-Lussac, par exemple, avec régulateur.
3° Pour des cultures nécessitant des températures spéciales supérieures à -f 38° et très exactes : une ou plusieurs petites étuves avec régulateur ou, mieux, une étuve électrique.
| 2. — Régulateurs
Ces appareils sont indispensables à la régulation automatique des étuves.
A) — Régulateurs de pression
Des variations de pression se produisent journellement dans les conduites de gaz.
Elles peuvent être suffisantes pour troubler le fonctionnement des régulateurs et entraîner l’extinction des brûleurs, ou tout au moins un réglage imparfait. On remédie quelquefois à cet inconvénient en interposant un régulateur de pression entre l’arrivée du gaz et l’appareil de réglage. La figure 62 représente le régulateur Moitessier construit par Wiesnegg. On remplit le réservoir d'eau glycérinée jusqu'à l’affleurement de la petite tubulure latérale gauche. Deux manomètres enregistrent la pression du gaz avant et après la régulation. On règle le second manomètre d’après la pression minima des conduites de la ville.
B) — Thermo-régulateurs
Les modèles en sont extrêmement nombreux. Tous sont basés sur le principe de la dilatation des corps par la chaleur : le corps dilaté rétrécit l’orifice d’arrivée du gaz, ou ferme le courant électrique si l’étuve s’échauffe trop ; lorsque celle-ci se
1 II faut, bien entendu, pour qu’une étuve puisse se régler à -f-22°que la température ambiante ne défasse pas culte température. En été, on placera les étuves à -j- 22° dans un sous-sol; sinon il faudrait installer un appareil réfrigérant à entretien coûteux. On a
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refroidit, il se rétracte et agrandit l’orifice d’arrivée du gaz ou rétablit le courant électrique.
Ainsi s’établit automatiquement le réglage à une température constante.
Fig. 62.
Régulateur de pression Moitessier.
1° Régulateurs à liquides. — Le corps dont la dilatation
opérera le réglage est un liquide.
construit des étuves Schribaux-Roux entourées d’un serpentin de tubes métalliques servant à faire circuler un courant d’eau froide autour des parois, pour abaisser la température ambianle et permettre le réglage à -j- 22°. On trouvera au chapitre xiv (p. 402) une ligure (fig. 178) représentant l’étuve glacière de Miquel destinée à l’analyse des eaux.
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A. Régulateurs directs. — Dans les régulateurs directs, ce corps liquide est le volant de chaleur lui-même.
Le régulateur à membrane d’Arsonval, adapté à l’étuve d’Arsonval premier modèle, en était un exemple. 11 n’est plus employé.
Le régulateur métallique d’Arsonval est un perfectionnement du précédent. Dans le modèle fixe (à eau) la membrane de caoutchouc est remplacée par une lame métallique très mince et le régulateur est situé à la partie inférieure de l’étuve. On a construit un modèle mobile pouvant se fixer à toutes les étuves.
B. Régulateurs indirects. — Le liquide dilatable, enfermé dans un récipient, plonge dans le liquide du volant de chaleur.
Ce liquide peut agir indirectement ou directement sur l’arrivée du gaz.
Beaucoup de régulateurs indirects ont eu successivement la faveur des laboratoires. Ils sont actuellement très délaissés. Nous ne ferons que mentionner les régulateurs de Schloesing, de Raulin qui ne sont plus employés.
Le régulateur Reichert ou Chancel est une heureuse modification de celui de Raulin. Il est peu coûteux. L’arrivée du gaz est réglée par une colonne de mercure dont on peut faire varier la hauteur au moyen d'une vis. Malheureusement la vis cède à la longue, et le réglage esta recommencer.
Le régulateur A. et L. Lumière utilise l’acétate d’amyle.
La partie thermométrique A C (fig. 63), évasé en entonnoir, peut être fermée par un bouchon en verre rodé (K). Le tube branché D E F est fermé par un bouchon de caoutchouc (F), traversé par un tube de verre (H) portant un petit orifice.
On met du mercure en (I), et on remplit d’acétate d’amyle A C D 1. Le gaz de chauffage arrive phr (H) et sort par (G). La partie A D est plongée dans le volant de chaleur de l’étuve. On enlève le bouchon (K) et on allume. Lorsque la température voulue est presque atteinte, on met le bouchon en place. Les oscillations de volume de l’acétate d’amyle obturent ou débouchent l’arrivée du gaz par le tube (H). Si la température obtenue n’est pas assez élevée, on soulève légèrement le bouchon (K). On achève le réglage en montant plus ou moins le tube (H) .
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L'entonnoir (G) doit toujours contenir assez d’acétate d'amyle pour que le bouchon (K) soit noyé.
Le coefficient de dilatation et le point d’ébullition de l'acétate d’amyle étant élevés, le régulateur est très sensible.
On peut régler l’arrivée du gaz au moyen de régulateurs électriques . Le mercure, en se dilatant, prend contact avec un fil qui ferme le circuit. Le courant agit alors sur un électro-aimant qui ferme 1 arrivée du gaz; une veilleuse empêche l’extinction.
La distance entre le mercure et les points du fil sert au réglage.
2° Régulateurs à gaz. — Le corps dilatable est gazeux.
A. Régulateurs a air. — On a employé Y air. Le régulateur de Bohr se compose d’un réservoir rempli d’air, avec son robinet, et d un tube en U dont la seconde branche contient un tube taillé en bec de flûte, et muni d’un orifice de sûreté. Du mercure occupe le fond de FU. On ferme le robinet lorsque la température cherchée est obtenue. Le tube doit être très sec. On peut régler à toutes les températures pourvu qu’elles soient au-dessous du point de fusion du verre.
Régulateur des frères Lumière.
B. Régulateurs a vapeurs sous tension. — Les modifications considérables de la tension des vapeurs aux différentes températures ont servi de base à la construction d’un certain nombres d’excellents régulateurs. Leur sensibilité est incomparablement supérieure à celle des appareils précédents. Ils sont chargés d’un liquide se vaporisant à quelques degrés au-dessous de la température cherchée : on réglera de -f- 30° à + 60° avec de l’éther, de -f 60° à + 100° avec de l’alcool, de + 10°° à
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+ HO0 avec de l’eau distillée, de + 110° à -f- 120° avec une solution de chlorure de calcium. V éther sera donc le liquide le plus fréquemment employé pour les étuves à culture ; les autres liquides sont applicables aux étuves à stérilisation ou à préparation de vaccins.
Le régulateur Rohrbeck est représenté figure 64. Le gaz suit la voie (a, b, c ) à travers le tube ( d ) taillé en bec de flûte à angle très aigu, sauf la petite quantité nécessaire à la veilleuse qui traverse directement l’orifice (e).
Un diagramme de verre (h), en forme d’entonnoir, à extrémité allongée inférieure, plonge dans le mercure. L’éther remplit la chambre {g). Lorsque l’éther se vaporise, le mercure est refoulé jusqu’à la ligne pointillée (i) et ferme en partie l'orifice triangulaire, laissant au gaz un passage de plus en plus étroit. On soulève plus ou moins le tube ( d ) pour le réglage. Ce tube ( d ) peut être en acier et se régler au moyen d’une crémaillère.
Le régulateur Chauveau est le meilleur des régulateurs à tension de vapeur. Il a été imaginé par Chauveau, il y a longtemps. Régulateur de avant tout autre appareil analogue. Le réser- Rohrbeck. voir à mercure est mobile, flexible, et permet donc, sans changer la quantité de mercure introduite, d’exercer sur le liquide vaporisable une pression plus ou moins forte en modifiant le niveau du mercure. Le tube d’arrivée du gaz est ainsi fixe. Le réglage se fait par le niveau plus ou moins élevé de la surface du mercure, et peut se calculer mathématiquement, dès qu’on connaît la température d’ébullition du liquide et la pression exercée sur lui. Il faut pour le régulateur un support extérieur à* l’étuve ; ce sont de simples clous superposés en série verticale plantés sur la paroi externe des étuves armoires : c’est un support métallique vissé aux étuves métalliques. Il va sans dire qu’on
Fig. 64.
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Fig. 65.
Régulateur Chauveau adapté à une étuve Chauveau. Se reporter à la figure 59 qui complète celle-ci.
peut employer les divers liquides vaporisables cités plus haut. L’éther à lui seul est capable de régler toutes les températures, c’est ainsi qu’on arriverait à régler des étuves à des températures inférieures à + 30° avec de l'éther, en faisant de la dépression, mais des rentrées d’air seraient alors difficiles à empêcher.
Pour régler au-dessus de + 50°, l’emploi de l’éther exigerait une trop haute colonne de mercure.
Le régulateur Chauveau, schématisé dans la figure 65, se compose essentiellement de deux pièces en verre reliées par un tube en caoutchouc. La première pièce (A) contient du mercure et le liquide vaporisable (l’éther pour la pratique courante) ; c’est un tube en U qui aura différentes formes suivant l’étuve à régler. 11 aura une forme appropriée pour pénétrer dans l’eau ou l’huile des étuves Gay-Lussac, d’Arsonval, etc., à travers un étroit orifice . 11 aura la forme de la figure 59 (D) pour pénétrer dans la cavité d’une étuve en bois (armoires Pasteur, Roux, Chauveau). Cette première pièce est donc fixée à l’étuve, plongeant dans le volant de
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chaleur ou dans la cavité intérieure. Elle est reliée, par un tube de caoutchouc (G) assez fort et rempli de mercure, à la seconde pièce, la plus compliquée (B). Le gaz suit le trajet (E, b, H). Un mince tube de caoutchouc muni d’un petit robinet (G) met en rapport les tubulures médianes ; c’est la sauterelle, dont le robinet à moitié ouvert laissera toujours passer assez de gaz pour empêcher l’extinction des brûleurs. On commence par remplir (A) de mercure sans y laisser une seule goutte d’air, et on y introduit 1 ou 2 centimètres cubes d’éther ; on adapte alors le tube (G) et on le remplit de mercure jusqu’à affleurement. On enfonce alors à frottement le tube (B) dans le tube de caoutchouc, et on met de bonnes ligatures. Si on veut faire monter un peu plus le mercure dans le tube (B), il suffit de l’enfoncer davantage dans le tube (G). L’appareil est alors mis en place, la pièce mobile (B), fixée à un support métallique à glissière, ou simplement suspendue à un clou par une forte ficelle (F). Cette hauteur pourrait se calculer ; en pratique on tâtonne jusqu’à ce que la différence de niveau entre les deux surfaces de mercure convienne à la température cherchée.
Une sauterelle comme celle qui est employée dans le régulateur Chauveau est préférable aux petits orifices pratiqués dans le verre des autres régulateurs, car elle peut être réglée.
Le régulateur Pittion est un régulateur Rohrbeck avec adjonction d’une sauterelle entre (a) et (c) remplaçant l’orifice (e).
3° Régulateurs métalliques. — Le corps dilatable est métallique.
A. Régulateurs en U pour les températures moyennes. — Le principe repose sur le fait de l’inégalité de dilatation des métaux par la chaleur.
L’excellent régulateur de Houx est représenté, en place dans l’étuve armoire de Schribaux, figure 58. Schématiquement, (fig. 66) ce régulateur « est formé de deux barres métalliques, l’une en acier (1), l’autre en zinc (2), soudées ensemble sur toute leur longueur et recourbées ensuite en forme d’U (B). Le métal le plus dilatable, le zinc, étant en dehors, toute élévation dans la température tendra à rapprocher les branches,
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et tout abaissement les écartera l’une de l’autre ». Une des branches (la plus éloignée) est fixée à la paroi de l’étuve (A). Une tige (3) ajustée à angle droit sur l’autre branche en suivra tous les mouvements et ira au dehors ouvrir ou obstruer
l’arrivée du gaz allant au brûleur ; elle sortira de l’étuve par une petite ouverture où elle puisse se mouvoir librement. Cette tige est courbée à angle droit après sa sortie de l’étuve et est traversée par une vis (5) qui peut être fixée à un point quelconque de sa course au moyen d'un écrou (4). L’extrémité de cette vis peut être amenée au contact d’une petite soupape qui règle l’écoulement du gaz. Cette soupape est un obturateur conique en laiton (6) qui termine une tige (7) située dans le prolongement de la vis, et ayant traversé le tube de sortie du gaz. Un petit ressort (8) placé dans ce tube maintient l’orifice de sortie fermé tant qu’on n’appuie pas sur l’extrémité de la tige de l'obturateur î(.c’est la position de la figure 66). Si celle-ci est légèrement repoussée, le tube est ouvert, le gaz sort de la petite chambre en verre (C) et se rend au brûleur par le tube qui coutient le ressort à boudin. Une petite ouverture (9), pratiquée dans l’obturateur suffit à maintenir le brûleur en veilleuse. Tout l’appareil extérieur à l'étuve est fixé, à celle-ci en face de l’ouverture qui livre passage à la tige (3) .
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Pour régler l’étuve, on tourne la vis jusqu’à ce que, pressant sur l’extrémité de la tige, elle ouvre largement la soupape, et on allume le brûleur. Lorsque le thermomètre de l’étuve atteint une température inférieure à 0°,5 à celle qu’on veut obtenir, on tourne la vis jusqu’à ce qu’elle effleure l’extrémité de la tige. L’étuve est réglée. Si elle se refroidit, les branches du régulateur s’écartent, et la vis appuyant à nouveau sur la tige ouvre l’arrivée du gaz .
B. Régulateurs pour hautes ou basses tempértures. — Le régulateur de Roux ne peut pas être utilisé pour régler une étuve aux hautes températures (par exemple -f- 110° ou + 115°, pour la fabrication du vaccin du Charbon symptomatique), qui altéreraient les soudures ou même le zinc.
Lequeux l’a modifié pour l’adapter aux étuves à hautes températures (fig. 67) . il a utilisé l’action directe de la dilatation d’un tube unimétallique. Pour ne pas avoir d'effet en sens contraire, le centre de ce tube est occupé par une tige d’acier au nickel ayant un coefficient de dilatation linéaire nul ou presque nul. De cette façon, la dilatation du
tube (A) se trouve totalisée à l'extrémité (B) de la tige d’acier. Gomme cette action est excessivement énergique et indépen-
Régulateur métallique de Roux, à tube.
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dante de l’élasticité du métal, la multiplication du mouvement est possible sur une lame d’acier (D) fortement encastrée dans une plaque (K), de façon à ne perdre aucun des mouvements, par suite d’axes plus ou moins bien ajustés. La lame (D) doit être très rigide et sans aucune articulation.
Lorsque le tube -(A) se dilate, la lame d’acier (D) se rapproche du tube et le piston contenu dans l’appareil (P) se ferme en obstruant en totalité ou en partie l’orifice d’arrivée du gaz.
Le réglage se fait en tournant le bouton molleté (I), de façon à faire appuyer une vis contre la barre (B) en bandant plus ou moins le ressort au moyen de ce bouton et du contre-écrou (Y). On appuie plus ou moins la lame (D) sur la tige du piston suivant l’allure qu’on veut donner au régulateur.
Ce régulateur est également excellent pour les étuves à basse température (étuves à -j- 22° pour cultures sur gélatine ; voir p. 4021.
4° Brûleurs à fermeture automatique. — Tout régulateur, employante gaz comme combustible, doit posséder une sauterelle ou un petit orifice pour empêcher l’extinction des brûleurs. Cet accident est malgré tout possible ; le gaz sort alors en abondance et forme un mélange détonant.
Koch a imaginé des brûleurs à fermeture automatique. Deux lames métalliques, disposées en spirale, touchent la base de la flamme du bec. En s’échauffant, ces lames subissent une torsion ; elles se plient en sens inverse en se refroidissant. Ce dernier mouvement ferme, au moyen d’un levier, un robinet dont est muni le brûleur. Ces brûleurs donnent une sécurité trompeuse, car les ressorts se détrempent rapidement.
Muncke, de Berlin, a imaginé un système de fermeture automatique basé sur les oscillations d’un petit volume de mercure déterminées par la dilatation d’une masse d’air. Un tube thermométrique à grand réservoir, courbé en V en son milieu, est suspendu de manière à pouvoir osciller dans un parcours limité par des buttoirs. Le tube est rempli de façon à basculer du côté du réservoir, à la température ordinaire. Un petit bec à veilleuse chauffe l’air du réservoir ; celui-ci se dilate et chasse
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le mercure du côté opposé ; le tube bascule. Si le bec vient à s’éteindre, l’air retombe à la température ordinaire, le mercure revient dans la branche du réservoir, et le tube, rebasculant dans la position première,* ferme un robinet qui se trouve sur la conduite du gaz.
CHAPITRE Y
CULTURE ET ISOLEMENT DES AÉROBIES
Les microbes sont aérobies ou anaérobies. Nous définirons ces termes au chapitre vi (p. 162). L’immense majorité des microbes est aérobie ; ce chapitre, exclusivement consacré à la culture et à l’isolement de ceux-ci, constitue donc une étude de la technique la plus courante.
| 1. — Culture des aérobies
Nous supposons d’abord qu’on possède une culture pure, et qu’on veut la propager. Lorsqu’on tient à conserver une culture vivante et virulente , il faut assez fréquemment la reporter en milieu nutritif neuf. C’est ce qu’on appelle le r&ensemencement ou encore le repiquage , s’il s’agit de cultures solides.
Le microbe, en effet, arrive rapidement à user le milieu nutritif dans lequel il végète, par un double mécanisme : il utilise des substances nutritives qui finissent par manquer, et il déverse autour de lui des produits solubles qui modifient la composition du milieu au point de le rendre inhabitable. A ce moment, le microbe souffre, devient moins vivace, perd sa virulence, et finit par mourir. Il faut donc, sans attendre cette période de vieillesse, régénérer la culture en en transportant une parcelle dans un milieu nutritif neuf. Le temps au bout duquel une culture doit être régénérée est excessivement variable suivant le microbe, le milieu employé, la température ambiante, etc. Dune façon générale, une culture en milieu liquide doit être réensemencée tous les six ou huit jours environ ; une culture en milieu solide, tous les quinze jours ou
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tous les mois ; mais, nous le répétons, il n’y a pas de règle. Il vaut toujours mieux pêcher par excès de zèle, et régénérer ses cultures le plus souvent possible. Certains microbes sont très difficiles à conserver vivants et virulents, tels le Pneumocoque , le Gonocoque, etc., d’autres sont très vivaces : Bacille de la tuberculose, etc. Les microbes qui se reproduisent par sporulation (Bactéridie charbonneuse), sont naturellement plus résistants que les autres.
1° Cultures ordinaires en milieux liquides. — Nous supposons qu’on veut ensemencer un ballon chargé de bouillon stérilisé avec une goutte de culture liquide ou une parcelle de culture solide. Nous savons déjà (voir ch. iii, p. 81) comment on obtient des ballons chargés de bouillon stérile ; ceux-ci devront toujours avoir été préalablement éprouvés à -f 38°, et être restés clairs après vingt-quatre heures d’exposition ; nous avons décrit la pipette de Pasteur et l’aiguille de platine (p. 20 et 21, fig. 8 et 9); avec une lampe à alcool ou un bec Bunsen, l’outillage sera complet.
Il faut d’abord stériliser la pipette ou l’aiguille de platine. La pipette, déjà stérilisée au four Pasteur, est flambée, d’abord du côté du coton qui doit être mis à la bouche, puis tout le long de la partie effilée ; on casse alors la pointe avec une pince flambée, et on stérilise à nouveau la surface de section.
Quelques expérimentateurs (J. Colrmont) recommandent de courber à angle droit la partie effilée. Il faut conserver une longueur de tube effilé au moins égale à la profondeur du récipient dans lequel on doit puiser la semence. Cette courbure a pour but d’empêcher la bouche et la barbe de l’expérimentateur d’être situées, pendant les opérations, dans l’axe de l’orifice ouvert des récipients ; elle n’est pas indispensable. Il faudra tenir la pipette en l’air jusqu’à complet refroidissement avant de s’en servir, sous peine de stériliser au passage la semence puisée.
L’aiguille de platine sera portée au rouge d’un bout à l’autre ; on attendra également qu’elle soit refroidie pour l’employer; les aiguilles faites avec un fil un peu épais restent chaudes assez longtemps.
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L’aiguille de platine oula pipette, stérilisées et refroidies, seront conservées entre deux doigts de la main droite ou saisies avec les lèvres par l’extrémité qui ne plongera pas dans les liquides, ou encore déposées sur deux porte-couteaux en verre flambés.
11 faut alors déboucher le récipient contenant la semence. On le saisit avec la main gauche et on l’incline aussi horizontalement que possible; la main droite le débouche. S’il faut enlever un tampon de ouate avec une pince, il est préférable de porter la pipette ou l'aiguille aux lèvres et d’avoir toute la main droite libre : si le ballon est bouché avec un capuchon de papier, on saisit simplement l’extrémité supérieure de celui-ci avec deux doigts libres de la main droite qui a conservé la pipette. On fait alors passer ouate ou capuchon entre deux doigts de la main gauche qui les tiendront pendant toute l’opération, en même temps que le récipient (fig. 68). Les capuchons de papier pourront être maintenus verticaux, l’ouverture en bas, comme le montre la figure 68.
On flambe alors le goulot du récipient, en le passant deux ou trois fois dans la flamme, et on le maintient aussi immobile que possible, dans la position horizontale, pour empêcher l’introduction des germes de l’atmosphère.
La main droite fait passer rapidement une dernière fois l’extrémité effilée de la pipette ou l’aiguille dans la flamme et la plonge dans la culture.
S’il s’agit de culture solide, on gratte légèrement la surface avec l’aiguille de platine ; s’il s’agit de culture liquide, la capillarité suffit à faire monter quelques gouttes dans la pipette. L'aspiration par la bouche est utilisée lorsqu’on veut prélever une quantité plus notable de culture (examen microscopique, plusieurs ensemencements successifs, etc.).
On retire alors aiguille ou pipette, en ayant soin de ne pas heurter les parois du goulot, et on referme le récipient après avoir flambé le goulot ; on flambera aussi mais légèrement le tampon de ouate. Le capuchon en papier, maintenu bien vertical depuis l’ouverture, n’a pas besoin d’être flambé. Lorsqu’on a prélevé une quantité assez notable de bouillon de culture avec la pipette, il faut éviter que des gouttes de semence ne
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s’échappent en coulant avant le réensemencement ; il suffit pour cela de boucher l’orifice supérieur de la pipette soit avec l’extrémité de l'index droit, soit avec celle de la langue, si la pipette est maintenue avec les lèvres.
La main gauche redresse alors le récipient qui contenait la culture, le repose sur la table et prend de même le ballon de bouillon qui doit être ensemencé. La série des opérations est la même jusqu’au moment où la pipette ou l’aiguille plongent
Fig. 68.
Ensemencement de ballon en ballon.
dans le ballon. 11 suffit alors de laisser tomber une goutte de la pipette dans le bouillon ou d’agiter l’aiguille chargée de semence : il est quelquefois nécessaire de souffler avec la bouche dans la pipette. On retire la pipette ou l’aiguille, on flambe le goulot et on rebouche. L’aiguille ou la pipette sont aussitôt portées dans la flamme, pour détruire les germes non employés de la semence.
On collera immédiatement une étiquette sur le ballon ensemencé ; celle-ci devra indiquer d’une façon précise le nom du microbe ensemencé, la date de l’ensemencement, le nombre des générations précédentes et toutes les indications particulières nécessaires, il faut savoir que les étiquettes se décollent facilement sous l'influence de la chaleur de l’étuve ; on peut écrire directement sur le verre.
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Le ballon ensemencé est alors porté à l’étuve à température convenable. Lorsqu’on désire simplement propager des cultures, il est préférable de ne pas les laisser trop longtemps à l’étuve ou la végétation marche trop vite; dès que le trouble est manifeste, on transporte le ballon dans une armoire bien fermée du laboratoire1 II.
Toutes les notions précédentes se rapportent à l'ensemencement dans un milieu liquide quelconque d’une culture dont la prise vient d’être faite immédiatement. Si l’ensemencement est tardif , c'est-à-dire si la semence, puisée dans un culture ou dans un produit pathologique (pus, sérosité, sang, etc.) recueilli aseptiquement, a été enfermée dans une pipette, et celle-ci scellée ensuite à la lampe, il faut un tour de main spécial pour ensemencer un ballon avec succès bien qu’avec asepsie. La surface extérieure de la pipette a été contaminée par les germes de l’atmosphère, des doigts, des objets, etc. Si on stérilise cette surface à la chaleur, on risque de détruire la semence incluse ; si on stérilise avec un antiseptique, on ajoute forcément des traces de ce dernier au bouillon qui peut alors devenir impropre à la culture ; d’autre part, la stérilisation n’est rien moins que sûre. 11 faut laver d’abord l’ex-
trémité de la pipette au sublimé 1-^, rincer ensuite avec soin à l’eau stérilisée, casser le bout de la pointe effilée avec une pince flambée, et griller seulement l’extrémité de celle-ci au bec Bunsen. On entrera le moins possible la pipette dans le ballon. Il faudra habituellement souffler pour faire sortir les produits pathologiques visqueux ou coagulés.
Une autre manœuvre est plus sure, mais plus compliquée et
I La lumière est très nuisible aux microbes. S. Arloing a démontré (1885) que les rayons solaires, indépendamment de leur température, sont désastreux pour la végétabilité et la virulence des microbes. En trois quarts d’heure à six heures d’exposition (suivant la pureté de l’atmosphère), une culture mycélienne de Bacillus anthracis est stérilisée. Les spores elles-mêmes peuvent être tuées. Voir Gaillard (thèse Lyon, 1887. Action de la lumière sur différents microorganismes). Si la lumière n’a pas tué une culture, elle peut, en tout cas, l’avoir considérablement modifiée.
II faut donc toujours conserver les cultures à l’abri de la lumière.
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ne s’applique qu’aux cas où le liquide de semence assez abondant remplit une partie de la portion large de la pipette.
On ouvre et on flambe une nouvelle pipette vide (B) qu’on tient à la bouche ; on enlève le tampon de ouate de la pipette chargée de semence (A), et on le jette. Gn flambe alors a\vec grand soin l’orifice de la pipette chargée, tenue presque horizontalement avec la main gauche ; puis saisissant la pipette vide avec la main droite, on la flambe rapidement une dernière fois, et on la plonge dans le liquide de semence (fig. 69). On opère alors comme il a été dit plus haut.
2° Cultures liquides en sacs de collodion.
— Les cultures en sacs de collodion, imaginées à l’Institut Pasteur, ont pour but de faire végéter le microbe dans le péritoine ou sous la peau d'un animal vivant. Le microbe se trouve à l’intérieur d’un sac de collodion absolument clos ; ce dernier est introduit, aussi aseptiquement que possible, dans le péritoine d’un animal, et la plaie est refermée. L’animal supporte bien ce corps étranger. Les échanges se font à travers la membrane de collodion sans que le microbe puisse sortir ni les leucocytes entrer. 11 y a filtration pour les corps solides, et dialyse pour les liquides. Le microbe végète donc, en réalité, dans la sérosité péritonéale à l’abri des phagocytes ; il fabrique ses produits solubles qui sortent/du sac et se répandent dans l’organisme.
C’est en somme, une culture in vivo , avec une barrière empêchant le microbe soit de se répandre dans l’organisme, soit d’être attaqué par les cellules de celui-ci.
Cette méthode a son origine dans les travaux de Vaillard,
Fig. 69.
Puisage dans une pipette.
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qui entourait les spores tétaniques de papier à filtrer, avant de les inoculer, pour les mettre à l’abri des phagocytes et leur permettre d’engendrer ainsi le tétanos, sans le secours d’associations microbiennes. Les sacs de collodion ont été employés, tantôt pour relever la virulence d’un microbe ( Vibr . du choléra, Metchnikoff, Roux et Taurelli-Salimbeni), tantôt pour obtenir des cultures ( Péripneumonie du bœuf, Nocard et Roux, 1898), tantôt pour modifier les propriétés d’un microbe, l’acclimater à un milieu (B. tuberculeux, Nocard), tantôt pour modifier l’organisme animal récepteur.
On admet, en général, que la membrane de collodion se comporte comme un filtre parfait, c’est-à-dire qu’elle permet l’entrée des substances solubles de l’organisme dans le sac et la sortie du sac des toxines microbiennes. Rodet et Guechoff ont vu qu’il n’en était rien. Toutes les substances solubles ne pénètrent pas également dans les sacs, et les toxines contenues (la toxine diphtérique entre autres) en sortent parfois assez lentement pour ne pas produire leurs effets. L’animal peut, par exemple, être vacciné au lieu d’étre intoxiqué. En somme : le sac de collodion est relativement peu perméable ; des expériences négatives réalisées avec lui n’ont aucune signification. Gela n’empêche pas les résultats positifs d’être très appréciables. Il ne faut demander à cette excellente méthode que ce qu’elle peut donner.
On se contentait, au début, de faire des sacs en moulant du collodion autour d’un agitateur en verre. On obtenait ainsi, avec un peu d’habitude, de petits boyaux de collodion, fermés à une extrémité, ouverts à l’autre. Ils étaient alors stérilisés. L’ensemencement une fois pratiqué, on obturait l’ouverture en liant et en ajoutant un peu de collodion. Ces sacs étaient friables, s’aplatissaient, étaient difficiles à manier; en outre, une fois enkystés dans le péritoine, ils étaient presque impossibles à enlever, sans se crever ; aussi a-t-on modifié la fabrication du sac en le moulant autour d’un support en verre qui reste à demeure.
J. Courmont recommande la technique suivante. On a une provision de tubes en verre perforés, de la dimension reproduite
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figure 70, A : ils serviront de tuteurs aux sacs de collodion. On prend un tube à essai ordinaire de diamètre un peu supérieur à celui du tuteur (A), et on le nettoie avec soin. On le plonge successivement et à plusieurs reprises dans le collodion riciné. On place le tube verticalement et on laisse s’écouler
ABC Fig. 70.
Sacs de collodion.
A, Tuteur en verre. — B, Le même avec son sac de collodion. — C, Le même, rempli et fermé, prêt à être introduit dans le péritoine.
l’excès de liquide. On laisse sécher en ayant soin que le tube ne touche aucun objet. On décolle alors, avec l’ongle, le sac obtenu, et on l’adapte au tuteur (A). On le fixe au goulot par plusieurs tours de fil fin (fig. 70, B) qu’on recouvre d’une légère couche de collodion. L’appareil est bouché à la ouate et stérilisé à l’autoclave. Quand on veut l utiliser, on le remplit de liquide ensemencé avec une pipette et on ferme le goulot à la lampe (fig. 70, C). C’est ainsi que le sac est introduit, aussi asepti-
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quement que possible, dans le péritoine d’un animal quelconque. 11 est admirablement toléré . Il s’enkyste , au bout d’un certain temps, dans des fausses membranes qui rendent son extraction parfois assez délicate.
Gorsline propose (1903) de se servir d’un tube à essai percé
d’un trou dans le fond qu’on obture au collodion. On se sert de ce tube comme mandrin pour fabriquer le sac. On remplit ensuite le tube d’eau et on souffle ; l'eau passe par le trou, remonte et décolle le sac.
Le collodion rieiné doit être préféré au collodion élastique ordinaire. L’aspect du sac est plus blanchâtre, moins transparent, mais l’élasticité est plus grande; il se déchire plus rarement, surtout pendant la stérilisation à l’autoclave.
La difficulté d’extraire aseptiquement le sac du péritoine, après son enkystement, l'intérêt qu’il y aurait à puiser journellement le liquide du sac sans l’extraire, ont conduit Djounkowsky à imaginer des dispositifs restant en communication avec l’extérieur. Voici le plus intéressant (fig. 71).
Un tube de verre est fermé à une extrémité par une • pellicule de collodion (a), tandis que son goulot donne passage à deux tubes plus petits (d) et (e), serrés par un ajutage [g). Le tube (<?) sert au remplissage et soutient l’appareil par les deux fils (/, f) fixés dans la plaie. Le tube (d) est une pipette plongeante, se continuant par un tube de caoutchouc (6) et un tube de verre ( c ). Ce dernier tube (c) sort de l’abdomen par la plaie et permet de
Fig. 71.
Dispositif de Djounkowsky.
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relever ou d’ajouter du liquide dans le sac, sans faire de nouvelle laparotomie.
3° Cultures sur milieux solides. — Nous supposons qu’on veuille cultiver sur un milieu solide une parcelle de culture solide ou une goutte de culture liquide. L’aiguille de platine sera seule employée. On se servira des tubes chargés de gélatine, de gélose, de sérum gélifié, pomme de terre, etc., préparés et éprouvés à l’étuve comme il a été dit plus haut (ch. m). On s’assurera que la surface des milieux ne soit pas trop desséchée, qu’elle ne se fende pas sous l’action de la piqûre. Nous avons dit comment on régénérait un tube trop sec (p. 97).
On commence par enlever le capuchon de caoutchouc, et on le dépose dans un récipient rempli d’une solution de sublimé à 1/1000; on s’assure ensuite, en les retirant à moitié, que les tampons de ouate n’adhèrent pas aux parois du tube. Les tubes de gélatine peuvent être couchés horizontalement sur une table ; les tubes de gélose, sérum, pomme de terre, contenant souvent de l’eau à-leur partie déclive, devront être maintenus verticalement.
Pour- puiser la semence avec une aiguille de platine dans une culture liquide, on opère exactement comme il a été dit plus haut. Il suffit de tremper l’aiguille dans le liquide. La prise d’une parcelle de culture solide n’en diffère pas essentiellement. On se servira de l’aiguille droite ou à anse, suivant les cas. L’aiguille chargée est prise par son manche entre les deux premiers doigts de la main droite pendant que les deux derniers débouchent le tube à ensemencer maintenu par la main gauche. La pince tenant le tampon de ouate passe dans deux doigts de la main gauche, et la main droite devient libre pour manier l’aiguille de platine. Le tube est incliné aussi horizontalement que possible, flambé à son orifice, et l’aiguille introduite va déposer la semence.
On appelle culture par stries le procédé qui consiste à tracer longitudinalement sur la surface du milieu un sillon ou une série de sillons parallèles ; le microbe se développera en colonies superficielles le long des sillons. La culture par stries est la
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seule employée sur les milieux opaques ou peu transparents : pomme de terre, sérum, œuf, gélose. Elle se fait sur les tubes obliques (voir p. 92, 100, 103).
Sur la gélatine, on pratique concurremment l'ensemencement par piqûre , pour observer, par transparence, les caractères des
colonies développées dans le sillon profond au sein de la gélatine. On emploie alors des tubes solidifiés dans la position verticale ( tubes droits ) ; le tube de gélatine peut être complètement renversé par l'ensemencement (fig. 72), pour éviter les germes de l’air. Cette position n’est pas possible pour les autres milieux solides dont l’eau de condensation balayerait la surface.
Les tubes sont ensuite flambés à l’orifice, rebouchés avec leur tampon et leur capuchon de caoutchouc et placés à température convenable.
Si l’on porte directement une parcelle de culture solide sur un milieu solide avec l’aiguille de platine, il arrive souvent qu’on fait une traînée apparente qui gêne l’observation du développement. Cela est très net par exemple avec les cultures du bacille de la tuberculose. Il vaut mieux, dans ces cas, faire une dilution dans un ballon de bouillon, et ensemencer une goutte de ce mélange.
Lorsqu’on voudra ensemencer sur milieux solides des liquides recueillis aseptiquement sur un animal vivant ou autopsié, on fera exactement comme il a été dit pour les cultures liquides (p. 136). On promènera la pipette (à extrémité très effilée) ou l’aiguille de platine ayant plongé dans la pipette primitive à la surface du milieu solide.
Tous ces principes techniques seront naturellement modifiés
Fig. 72.
Ensemencement de la gélatine par piqûre.
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dans les détails suivant les cas particuliers ; mais les grandes indications subsisteront : transporter aseptiquement la semence d’une culture ou d’un produit pathologique dans un milieu neuf.
4° Cultures sous le microscope. — Le procédé des cultures sous le microscope a permis à Koch d’observer le cycle complet de la Bactéridie charbonneuse et de découvrir sa sporulation. Il est indispensable pour étudier le développement d’un microorganisme. Le problème est le suivant : faire végéter un microbe sous le microscope, en couche liquide assez mince pour qu’on puisse observer d’une façon continue les modifications qui se produisent. Koch employait primitivement le procédé de la goutte suspendue : on se sert aujourd'hui d’une chambre humide [culture en cellules ).
Nous disons une fois pour toutes que les petits appareils que nous allons décriré devront être soigneusement stérilisés, puisqu’ils constitueront en somme des récipients à culture*. Nous ne traitons ici que des aérobies, il faudra donc toujours conserver dans la cellule une quantité d'air suffisante pour la végétation microbienne : il conviendra enfin de chauffer la cellule à la température eugénésique exigée par certains microbes.
Les lamelles couvre-objets seront lavées dans l’acide chlorhydrique, dans l’alcool, puis dans l’eau distillée, séchées, et déposées dans de petits cristallisoirs en verre de Bohême qu’on enveloppe de papier et qu’on stérilise à -f- 150° comme des boîtes de Pétri (voir p. 36). Les lamelles ne seront extraites qu’au moment d’être utilisées.
Les lames et autres pièces seront traitées de même, et stérilisées à la chaleur sèche à -j- 150°. On préparera toujours plusieurs lames en cas de contamination accidentelle.
Le milieu nutritif ne sera pas trop ancien.
Il ne faut pas ensemencer trop abondamment ; trois ou quatre microbes seulement doivent, au début, occuper le champ du microscope. Pour cela, on aura soin d’ensemencer la cellule avec une dilution de la culture-mère. On en met une goutte dans un ballon de bouillon qu’on agite pour bien mélanger ; une
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goutte de ce ballon est portée dans un second et une goutte du second dans un troisième ; c’est avec cette troisième dilution qu’on ensemence la cellule.
Culture en goutte suspendue.
A, B, lame* creuse. — C, lame, lamelle et goutte suspendue.
A. Goutte suspendue. — Le procédé de la goutte suspendue (Koch) exige une lame creuse. C’est une lame semblable aux ; lames ordinaires pour préparations microscopiques, mais présentant à son centre une dépression circulaire de 15 millimètres
de diamètre environ (fig. VJ 73, A, B). On dépose une goutte de la culture à observer, ou une goutte de bouillon récemment ense- I mencé, sur une lamelle j qu’on renverse sur la partie j excavée préalablement en- j tourée de vaseline ; la 1 goutte reste suspendue dans | l’atmosphère de la cavité de la lame (fig. 73, C). Les bords fi de la lamelle sont lutés extérieurement avec de la vaseline H pour empêcher l’air de pénétrer dans la cellule. La goutte ne il doit pas naturellement s’étendre jusqu’aux bords de la cellule, j car elle disparaîtrait par capillarité entre la lame et la lamelle.
La lame ainsi préparée est fixée sur la platine du microscope j qui est mis au point pour l’examen à un fort grossissement. |
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B. Chambre humide dé Boettcher. — La chambre humide de Boettcher (fig. 74, A et B) est une lame à laquelle est fixé un anneau de verre de 25 millimètres de diamètre, au moyen d’une substance adhésive résistant à -f- 150° (solution de gélatine dans l’acide acétique avec bichromate de potasse finement pulvérisé au moment de s’en servir : Hansen). Une lamelle est superposée, adhérant au moyen de la vaseline. Hansen a employé ce dispositif pour étudier le développement de colonies de levures végétant sur une plaque de gélatine étendue sur la lamelle. On met un peu d’eau distillée au fond de la cellule.
Fig. 75.
Chambre humide de Ranvier.
La goutte suspendue a le grand défaut d’avoir une épaisseur trop considérable et inégale ; les microbes peuvent se déplacer pendant l’examen. La petite plaque de gélatine ne peut remplacer les milieux liquides ; il faut donc employer des dispositifs plus perfectionnés. On pourrait à la rigueur écraser simplement la goutte de culture entre une lame ordinaire et une lamelle, ou ajouter un fragment de lamelle qui adhérerait à la face inférieure de la goutte suspendue ; mais ce sont là des procédés bien imparfaits.
C. Chambre humide de Ranvier. — La chambre humide de Ranvier est une lame de verre creusée à son centre d'une rainure profonde circulaire circonscrivant un disque rond dont la surface plane est inférieure d’un dixième de millimètre à celle de la lame (fig. 75, A, B). La goutte de culture est placée sur cette petite plate-forme ; les bords sont enduits de vaseline.
CULTURE ET ISOLEMENT DES AÉROBIES
On applique une lamelle en appuyant un peu, et la goutte est écrasée entre les surfaces planes parallèles, allant par ses bords jusqu’à la chambre à air constituée par la rainure (fig.75, C).
D. Chambre humide de de Bary et Geissler. — La chambre humide de de Bary et Geissler a permis à Brefeld de suivre le cycle entier du développement du Bacillus subtilis. Cet appareil est cher et fragile. Il consiste en un tube de verre de 20 centimètres de longueur, dilaté de sa partie médiane en une cellule ronde, aplatie, de 2 millimètres de hauteur, dont les parois
Fig. 76.
Chambre humide de de Bary et Geissler.
ont l’épaisseur d’une lamelle (fig. 76). Les deux extrémités sont bouchées à la ouate et le tout est stérilisé à + 150°. On ensemence un ballon de bouillon avec la dilution voulue de ; semence et on aspire en plongeant dans le liquide un des bouts du tube privé de son tampon. Quand la cellule est pleine, on laisse tomber au dehors le liquide aspiré, on remet le tampon de ouate, et on obture les deux bouts avec de la cire à cacheter.
La paroi interne de la cellule est ainsi tapissée d’une pellicule de bouillon ensemencé, suffisamment mince pour que les microbes restent immobiles. Les deux extrémités du tube sont ' ensuite fixées sur une lame qui est portée sur la platine du microscope.
E. Chambres humides improvisées. — Il faut pouvoir improviser des chambres humides.
Buchner cultivait le Bacillus anthracis entre une lame et une lamelle maintenues à une distance suffisante l’une de l’autre par des morceaux de lamelles brisées ; il lutait avec de la vaseline.
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Salomonsen découpe un orifice carré dans un morceau de carton épais, le fait stériliser dans l’autoclave et l’interpose entre la lame et la lamelle. Imbibé ensuite d’eau stérilisée, ce carton sert encore à maintenir l'humidité.
Fig. 77.
Chambre chaude de Vignal.
F. Platines chauffantes, chambres chaudes. — Il importe de hâter le développement des microbes en plaçant la chambre humide à une température eugénésique. On peut porter la chambre dans l’étuve à + 38° entre les examens microscopiques. Mais il est difficile de remettre ensuite la préparation exactement au même point qu’auparavant sous le microscope. On peut cependant y arriver au moyen de l’artifice suivant dû à Hoffmann. On trace de chaque côté de l’orifice de la platine du microscope une
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croix, droite d’un côté -f-, oblique de l’autre x ; lorsque le point, intéressant est bien au centre du champ du microscope, on fait à l’encre, sur la lame, deux croix exactement superposées aux deux premières ; elles serviront de points de repère très exacts.
Il vaut mieux employer la platine chauffante qui permet d’examiner, sans la transporter, une culture végétant à température fixe, et de dessiner à la chambre claire les différentes phases de développement d’un même point.
La platine chauffante de Ranvier reliée à une étuve suffit. La platine chauffante de Reichert , reliée à une toute petite étuve de d’Arsonval est le dispositif le plus favorable.
La chambre chaude de Vignal (fig. 77) est elle-même une petite étuve d’Arsonval dont la forme seule est modifiée. La préparation est introduite dans la cavité de l’étuve par la porte (B). On peut se servir du condensateur Abbe, ce qui est impossible avec la platine de Ranvier.
On peut utiliser une chambre chaude, à vaseline, chauffée et réglée à l’électricité, construite par Maury, de Lyon.
On verra, page 186, quels sont les dispositifs employés pour cultiver les anaérobies sous le microscope.
On peut avoir intérêt à compter les microbes d’un volume donné de culture. La meilleure méthode est celle de Klein. On colore un volume connu avec une solution alcoolique de violet de gentiane ; on prend une goutte d’eau qu’on étale sur une lamelle de surface connue et on compte 50 champs, de microscope. On fait le calcul proportionnel.
5° Conservation des cultures. — Pour conserver le plus longtemps possible une culture vivante, il faut la préserver de l’oxygène de l’air. Le meilleur procédé consiste à étrangler une pipette, à la remplir de culture et à sceller les deux extrémités. Le tube ainsi fermé est conservé à froid et à l’obscurité. On agit naturellement de même pour les anaérobies.
Pour conserver des colonies devant servir aux démonstrations on les cultive dans un flacon de Roux (fig. 19) ou dans le dispositif figuré page 26 (fig. 20), sur gélose, on les tue au formol
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ou avec du sublimé à 0,1 à 1 p. 100 ; on lute l’orifice et on conserve à l'obscurité.
§2. — Isolement des aérobies
Nous étudierons plus tard les méthodes spéciales à l’isolement des aérobies de l’eau, de l’air, de la terre, etc. (ch. xiv, xv et xvi). Nous ne voulons traiter ici que des grands principes généraux qui doivent guider l’expérimentateur dans l’isolement des aérobies, c’est-à-dire dans la façon d’obtenir une culture pure d’un microbe aérobie qui est mélangé avec d’autres espèces bactériennes. Cet isolement s’obtient à l’aide de deux méthodes principales : par culture directe ou par culture des produits pathologiques d’un animal inoculé avec le mélange microbien. Dans le premier cas, la séparation est toute mécanique ; dans le second, la séparation se fait par sélection ; l’organisme animal ne se laisse envahir que par l’espèce qui lui est pathogène, et la livre à l’état de pureté. La méthode par culture directe a naturellement besoin d’artifices pour arriver à l’isolement des aérobies : dilution, étalement de la gélatine sur plaques, addition d’antiseptiques, chauffage, exposition à des températures dysgénésiques, emploi de milieux spécialement favorables à telle espèce, prise de la semence après un court espace de temps, etc. Nous allons étudier successivement ces différents procédés.
1° Isolement par l'action de températures variables. — La
température peut être employée^ soit très élevée, soit très basse.
A. Isolement par des températures élevées. — Ces températures seront mortelles ou simplement dysgénésiques pour les autres germes.
a. Température tuant les autres germes. — - On chauffe la semence à une température suffisante pour tuer tous les germes autres que celui qu’on desire cultiver. Cette méthode ne s’adresse naturellement qu’aux microbes très résistants, se reproduisant par sporulation ; on sait que la plupart des spores
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résistent à des températures supérieures à -f 100°. Une des spores les plus résistants est celle du Bacille de la pomme de terre ( Bacillus mesentericus ) qui n'est pas toujours tuée par un chauffage à -f- 130°; aussi voit-on fréquemment les fragments de pomme de terre, quoique stérilisés, se recouvrir d’une pellicule plissée qui n’est autre qu’une culture de Bacillus mesentericus. La stérilisation ayant tué tous les autres germes, avait isolé ce microbe à l’état de pureté.
On savait depuis longtemps que plusieurs liquides organiques, bien que soumis à l’ébullition et maintenus à l’abri des germes de l’air, arrivent à être souillés par des végétations microbiennes. C’est Cohn qui montra le premier, en 1876, par une expérience faite sur l’infusion de foin, que ces cultures sont composées de microbes à spores très résistantes et spécialement de Bacillus subtilis. Brefeld a d’ailleurs vu directement sous le microscope les spores germer après ébullition. C’est en échouant dans la stérilisation des infusions de foin par la simple ébullition que Tyndall a dû imaginer la stérilisation par chauffage discontinu pour se débarrasser des germes provenant des spores du B. subtilis (voir p. 44).
Pasteur a directement appliqué le principe du chauffage à l’isolement des anaérobies et particulièrement du Vibrion septique (voir ch. vi, p. 187), En 1879, Miquel a isolé le Bacillus ureœ en chauffant, à + 80° et -f 90° pendant deux heures, de l’urine putréfiée ou de l’eau d’égout.
Ce procédé d’isolement ne peut être utilisé lorsqu’il existe un mélange de plusieurs microbes à spores résistantes. Il est employé pour l’isolement de la Bactéridie charbonneuse des produits prélevés sur les cadavres putréfiés.
b. Températures dysgénésiques pour les autres germes. — On se sert bien plus souvent de la chaleur, pour isoler les aérobies, en cultivant le mélange microbien à une température dysgénésique pour la plupart des espèces. Tous les microbes, en effet, ne poussent pas dans les mêmes limites de température. La végétation cesse en général vers -{- 40°, mais certains d’entre eux se cultivent encore bien au-dessus de cette température : B. de la tuberculose aviaire , B. coli, B. d’Eberth ; etc.
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11 suffira alors d’ensemencer un ballon de bouillon avec le mélange contenant un de ces microbes, et de le placer dans une étuve à + 42°, 43°, 45°; le bouillon se troublera et fournira seulement les espèces poussant à cette température.
La méthode peut servir pour isoler des eaux le B. coli ou le B. d'Eberth. Ces deux microbes poussent à + 44°, 5. On ensemence du bouillon, et on le dépose dans une étuve réglée spécialement à cette température. S’il ne se produit aucun trouble au bout de quarante-huit heures, on peut affirmer que l’eau ne contenait ni B. coli ni B . d'Eberth ; si les ballons se sont troublés, on a presque sûrement affaire à l’un de ces deux microbes. L’analyse, terminée dans le premier cas en quarantehuit heures, est bien simplifiée dans le second (Rodet).
B. Isolement par des températures basses. — Lorsqu’un microbe pousse à de basses températures, on peut l’isoler en faisant plusieurs passages de culture à une température où il végète seul.
2° Isolement par inoculation. — Lorsqu’on veut isoler une espèce- pathogène d’un produit souillé par d’autres microbes, et qu’on connaît une espèce animale sensible à ce microbe, il suffit d’inoculer le tout à l’animal et de recueillir les produits pathologiques loin du point d’introduction. Il faut, bien entendu, pour que ce procédé réussisse, rechercher un microbe qui ne reste pas cantonné dans la plaie d'inoculation. C’est ainsi que nous verrons au chapitre des Anaérobies (chap. vi) que l’inoculation au cobaye permet de recueillir du Vibrion septique pur dans la sérosité péritonéale, tandis que le B. de Nicolaïer (tétanos) reste localisé au point inoculé.
Le procédé d’isolement par inoculation est le meilleur de tous, lorsqu’il peut être employé. Davaine, Pasteur s’en sont servis pour obtenir le microbe d’une septicémie du lapin ; Koch a de même découvert une septicémie de la souris. Mais l’exemple le plus fameux est celui de la culture du Bacille tuberculeux. On sait, depuis Koch (1882), qu’il suffit d’inoculer un cobaye avec des produits tuberculeux quelconques pour
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avoir, dans les ganglions et la rate de cet animal, une semence absolument pure de bacilles tuberculeux. L’inoculation au cobaye est toujours le premier temps de la préparation d’une culture pure du Bacille de Koch. On peut ainsi isoler le Staphylocoque pyogène, le Streptocoque pyogène, le Bacillus anthracis, etc., en inoculant le lapin et en cultivant son sang. J. Courmont a isolé un Bacille de la tuberculose bovine, différent du Bacille de Koch en inoculant au cobaye et au lapin des produits tuberculeux du bœuf; le bacille était à l’état de pureté dans le sang des animaux. Il en a été de même pour un autre Streptobacille tuberculeux, également d’origine bovine, découvert par J. Courmont et Nicolas (1897). On pourrait multiplier ces exemples.
3° Isolement par cultures liquides. — L’isolement des microbes par les cultures liquides est incontestablement entouré de difficultés. Il ne doit pas cependant être abandonné. 11 faut se souvenir que nombre de microbes poussent bien mieux en bouillon que sur milieux solides, et que la gélatine, qui est le milieu solide le plus maniable, doit être maintenue à + 22° seulement. L’isolement de beaucoup d’espèces et la numération exacte des microbes contenus dans un produit pathologique, une eau, etc., n’est donc pas possible avec la gélatine. Les cultures liquides conservent en somme leur importance.
Nous venons de voir que les cultures liquides chauffées (cultures du B. subtilis) ou mises à des températures dysgénésiques pour la plupart des microbes (cultures de B. coli ou de B. d’Eberth ) pouvaient être pures en raison de l’action de la chaleur. Noùs ne voulons parler maintenant que de l’isolement des aérobies par le simple fractionnement de la semence en cultures liquides. Ce fractionnement peut se [faire par dilution ou par division du liquide en gouttes extrêmement petites.
Nous citerons, en outre, pour mémoire, la méthode, des plus primitives, employée par Klebs, en 1876. Les espèces qui végètent côte à côte dans un bouillon ensemencé avce un mélange microbien ne sont pas fatalement disséminés en proportions égales dans tous les points du liquide. Les bactéries
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immobiles tombent au fond du ballon, les mobiles se retrouvent dans toutes les couches, les aérobies stricts poussent en pellicule à la surface, les autres préfèrent les couches inférieures moins riches en oxygène ; enfin, certains microbes végéteront avec une telle rapidité qu’ils étoufferont pour ainsi dire toutes les autres espèces. Parti de ces données classiques, Klebs était arrivé à avoir des cultures pures en prélevant de très petites quantités de semence impure pour la reporter dans un nouveau ballon, et ainsi de suite. On n’est jamais sur d’arriver au but par cette méthode, en tout cas très longue.
A. Méthode de la dilution. — Elle consiste à diluer une goutte de semence dans une telle quantité de liquide stérilisé qu’une goutte du mélange ne puisse contenir qu’un seul microbe. Cette goutte ensemencée en bouillon donne une culture pure.
Cette méthode, déjà employée, en 1873, par Yan Tieghem et Le Monnier pour l’isolement des champignons (Mucorinées), a été introduite en bactériologie par Noegeli, en 1878, et perfectionnée depuis par Brefeld, Miquel, etc.
La technique de l’isolement par les cultures liquides sera développée tout au long au chapitre de Y Analyse de l'eau (ch. xiv).
La méthode de la dilution est encore employée pour l’ensemencement des cultures solides (voir Cultures sur plaques, p. 57).
B. Méthode du fractionnement en gouttelettes. — Elle est due à Chauveau et S. Arloing et sera décrite au chapitre de Y Analyse de Veau (p. 407). Le principe de la méthode réside dans l’emploi d’une pipette suffisamment fine pour fractionner le centimètre cube en 130 à 180 gouttes. Chaque goutte ensemence un ballon. Une dilution préalable peut-être le premier temps de l’opération et permet l’emploi de pipettes moins fines, ce qui facilite l’ensemencement.
C. Méthode des cultures filtrantes. — Nous avons déjà dit (p. 13) que les microbes ne sont pas toujours retenus par les bougies filtrantes. Cambier (1901) a cherché à utiliser ce passage
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de certains microbes à travers les filtres pour isoler le B. d 'Eberth des autres microbes des eaux ou des selles Une culture impure contenant du B. d,’ Eberth placée dans une bougie, plongeant elle même dans du bouillon nutritif, ensemencerait ce dernier, autour de la bougie, uniquement de B. d’Eberth , ce dernier passant à travers les pores de la bougie, grâce à sa grande mobilité. On verra (p. 434) que cette propriété n’est pas spéciale au B. d’Eberth.
La méthode a été étudiée systématiquement par Lesieur. Le dispositif employé (fig. 78) se compose d’un tube d’Esmarch (A) contenant du bouillon ( l ) dans lequel plonge une bougie Chamberland (B), petit modèle, marque F. On ensemence dans la bougie et on surveille le bouillon extérieur : dès qu’il se trouble, on fait les examens nécessaires pour constater la pureté de la culture.
Voici un tableau montrant la rapidité avec laquelle plusieurs microbes traversent ces bougies.
En bouillon ordinaire.
En
milieu
de Gambier.
Bacille d’Eberth . . . .
en
18 heures.
en
heures
Colibacille
Vibrion cholérique . . .
M. agilis citreus
Staphylococcus aureus . .
Proteus vulgaris. . . .
en
jours.
B. anthracis
en
jours.
M. prodigiosus
B. lactis aerogenes. . . .
B. pyocyanique
B. vert de l’eau
B. mesentericus vulg. .
B. diphtérique
Actinomyces bovis . . .
M. ureæ
B. subtilis .......
Fig. 78.
Méthode de Cambrer. Dispositif de Lesieur.
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On voit que la plus ou moins grande rapidité de passage peut être utilisée pour isoler telle espèce, surtout le B. d’Eberth , le B. coli, le V. cholérique.
P. Carnot et Garnier ont utilisé le même principe pour leurs cultures en tubes de sable. La figure 79 montre le dispositif. Un petit tube de verre en U, avec une branche fine (B), reçoit du liquide de culture (/) sur une hauteur de 0m,10 environ. On projette lentement dans celui-ci du sable de quartz très fin, purifié par un séjour de quarante-huit heures dans l’acide chlorhydrique, bhen lavé pendant plusieurs jours et calciné au four.
La couche de sable (s) charge la grosse branche (A) sur une hauteur de 0m,10. On stérilise à l’autoclave. Un bourron de coton de verre (C) empêche le sable de gagner la petite branche. Il faut verser le sable lentement dans le liquide pour éviter les bulles d’air. On ensemence le bouillon de la petite branche et on attend que le bouillon qui surmonte le sable se trouble.
Le Vibrion cholérique, le B. d’Eberth, le B. de la psittacose, les Colibacilles passent rapidement.
4° Isolement sur les milieux solides.
— C’est la méthode de Koch1; c’est la plus couramment employée. Le principe est simple. Si on ensemence de la gélatine ou de la gélatine-gélose à l’état liquide, de façon que les microbes soient uniformément répartis dans le milieu, et qu’on fasse solidifier celui-ci en couche mince, chaque microbe donnera une colonie pure, végétant à la surface, complètement isolée des autres. On peut alors en prendre une parcelle et avoir une culture pure en tube de
1 Koch, Zur Untersuchung von pathogenen Organismen, Mitteil aus dem kaiserl. Gesundh., 1881.
Fig. 79.
Cultures en tube de sable (Carnot et Garnier).
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gélatine ou en ballon de bouillon. Les temps de l’opération seront donc toujours les suivants : 1° liquéfaction au bainmarie de la gélatine, de la gélatine-gélose, de la gélose ; 2° ensemencement avec une très petite quantité de produit à analyser ; 3° agitation pour répartir uniformément les germes ; 4° étalage du milieu en couche mince et refroidissement ;
Fig. 80.
Colonies sur gélatine en boîte de Pétri.
C, colonies superficielles et c, colonies profondes de B. d’Ebertli; S, colonies de Staphylocoque pyogène (légère liquéfaction) ; B, moisissures.
5° prise aussi hâtive que possible de chaque colonie qui sera réensemencée.
Il est cependant des cas où on procède autremént ; on ensemence, par de nombreuses stries, un milieu déjà solidifié, sans recharger l’aiguille de platine ou la pipette. L’aiguille fait des stries de moins en moins contaminées et les dernières donnent des cultures pures ; nous dirons deux mots de ce procédé.
Enfin nous renvoyons aux chapitres de Y Analyse de Veau , de Vair, de la terre pour la description des appareils spéciaux.
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A. Cultures sur plaques de Koch. — La méthode primitive de Koch, étalant la gélatine sur des plaques , n’est presque plus employée , en raison de l'outillage compliqué et embarrassant quelle nécessite et de son peu de sécurité comme asepsie.
B. Cultures sur plaques en boîtes de Pétri. — Nous avons décrit les boîtes de Pétri (p. 25, fig. 17). Ce sont des cristallisoirs minuscules, à couvercles-, stérilisés, conservés dans leur enveloppe de papier stérilisé, et recevant directement la gélatine liquide ensemencée. Les bords du petit cristallisoir, retenant la gélatine, rendent inutiles les appareils. compliqués. destinés à maintenir l’horizontalité. Le procédé par boîtes de Pétri a définitivement détrôné le procédé de Koch. La préparation des tubes de gélatine est la même [que dans le procédé de Koch, mais chacun d’eux est versé dans une boîte de Pétri, légèrement entrouverte. Une étiquette est collée sur chaque boîte. L'es boîtes de Pétri peuvent être mises dans une chambre humide pour éviter la dessiccation de la gélatine ; il suffit de placer dans l’étuve un cristallisoir rempli d’eau. L’examen des colonies, leur prise se font d’après les principes généraux (fig. 80).
On emploie de plus en plus, même en Allemagne, les dilutions dans la gélose. La gélose fusible à une température élevée, 70-80 degrés, se maintient en surfusion jusqu’au voisinage de 40 degrés.
C. Cultures sur plaques en tubes de Roux. — Le tube de Roux est encore plus parfait que la boîte de Pétri, car il supprime toutes les chances de contamination du transvasement et permet donc la conservation à l’état de pureté des microbes à évolution lente. C’est un tube de verre long de 25 à 30 centimètres et large de 2 à 3 centimètres, sauf à la partie supérieure beaucoup plus étroite. 11 est chargé d’une petite quantité de gélatine ou de gélatine-gélose, fermé à la ouate et stérilisé à l’autoclave (plusieurs séances sans pression). Au moment de l’utiliser, on fond la gélatine, on l’ensemence, on agite vivement, et on
I couche le tube sur le côté. La gélatine s’étend en plaques sans pouvoir pénétrer dans la partie étroite. 11 est bon de coiffer le
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tube d’un capuchon de caoutchouc. On pourra naturellement faire des dilutions dans plusieurs tubes successifs.
Le procédé de Roux réduit l’opération à un seul temps, puisque c’est le tube même qui était versé sur la plaque ou en boîte de Pétri qui est couché et contient la plaque de gélatine.
Si on veut examiner à la loupe une colonie par sa surface libre, on coupe longitudinalement le tube de verre parallèlement à la plaque de gélatine ; un des demi-cylindres contient la culture étalée.
La prise des colonies se fait comme dans un tube ordinaire.
L’inconvénient du tube de Roux réside dans la trop grande épaisseur de la gélatine au milieu de la plaque ; nombre de microbes sont inclus profondément.
On peut remplacer le tube par le flacon représenté fig. 19; - J la gélatine s’étale en couche mince et égale.
D. Cultures sur plaques enroulée^ (méthode d’Esmarch). — J C'est le 'procédé de choix. La gélatine est enroulée le long des j parois du tube. La couche de gélatine a ainsi une minceur très grande et uniforme.
Nous avons déjà parlé (p. 26) des tubes nécessaires à ce pro- ! cédé, et (p. 100, fig. 56) de la façon de les charger de gélatine.
11 faut avoir de larges tubes à essai de la dimension des tubes à I pommes de terre, mais sans étranglement. Ils sont stérilisés I avec une très petite quantité de gélatine formant au fond un I culot de 1 centimètre de hauteur au plus. On les liquéfie, on les I ensemence, on fait une série de dilutions absolument comme I dans les procédés précédents. La gélatine, une fois ensemencée I et agitée, est enroulée. C’est là le point spécial de technique. I On bouche à la ouate et on coiffe d’un large capuchon de caou- i tchouc. On couche alors le tube horizontalement en tenant | chaque extrémité avec une main, et, lorsque la gélatine n'est | plus qu’à un centimètre ou deux du tampon, on imprime au ] tube un rapide mouvement de rotation sur son axe, de façon I à enrouler la gélatine sur tout le pourtour des parois. Lorsqu’on !
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froide 1 faut tube sous l’eau au contact des
voit que tous les points sont bien mouillés par la gélatine 1, on continue le mouvement de rotation sous un filet d’eau tombant d’un robinet sur le tube et s’étalant sur lui. porter alternativement toute la longueur du froide, et spécialement le fond du tube qui, doigts, se refroidit plus difficilement. Le capuchon de caoutchouc est indispensable pour empêcher le tampon de ouate d'être mouillé.
Jamais la gélatine ne doit toucher le tampon.
En quelques minutes la gélatine est solidifiée. Si l’enroulement est bien fait, la gélatine est répandue en couche si mince et si uniforme qu’elle est invisible. Le tube est étiqueté et porté à l’étuve.
On pourrait rouler, par la méthode d’Esmarch, les tubes de Roux précédemment décrits ; on serait plus sûr que la gélatine ne viendrait pas souiller la ouate.
L’examen des colonies (fig. 80), leur prise avec l’aiguille de platine ne présentent aucune difficulté avec la méthode d’Esmarch. On peut marquer d’un point à l'encre, sur la surface externe du tube les colonies qu’on veut continuer à examiner; il n’en existe jamais deux superposées en épaisseur.
L’inconvénient des cultures liquéfiantes subsiste naturellement comme dans toutes
les cultures sur gélatine.
Fig. 81.
Tube d’Esmarch avec 3 colonies de Colibacille [a, a’ a”) etplusieurs petites colonies de microbes divers.
E. Cultures d'isolement par stries sur gélose. — On ne peut faire servir l'isolement par cultures sur gélatine à tous les besoins de la bactériologie. Le B. de la morve , le Pneumocoque et bien d’autres microbes, ne végètent pas aux températures inférieures à -f- 23° où la gélatine reste solide. D'autre part,
1 On peut s’aider de l’aiguille de platine pour bien mouiller de gélatine toute la superficie du tube.
CULTURE ET ISOLEMENT DES AÉROBIES
on ne peut ensemencer de la gélose à l’état liquide sous peine de tuer ou d’atténuer les germes de la semence, en raison de la haute température (-f- 70°) à laquelle se liquéfie ce milieu. On ne peut donc enrouler ou étaler la gélose ensemencée. On se sert alors de la méthode suivante. On coule de la gélose dans une boîte de Pétri et on laisse refroidir. On fait ensuite, sur la surface de la gélose, avec l’anse de platine chargée de la semence, et promenée très légèrement, une série de stries disposées, par exemple, en quadrillage. L’anse de platine se dépouille des germes au fur et à mesure qu’on l’essuie ainsi sur la gélose, et les dernières stries donneront des colonies suffisamment isolées.
On peut faire la même opération en faisant des stries successives sur plusieurs tubes de gélose à surface oblique. Les derniers tubes offriront des colonies séparées.
On peut opérer identiquement avec des tubes de sérum, ainsi que nous allons le voir.
Veillon épuise successivement la semence dans l’eau de condensation de 3 ou 4 tubes de sérum ou de gélose, puis il incline les tubes pour que l'eau ensemence la surface solide. La dilution favorise l’isolement des colonies.
5° Isolement par l’emploi de milieux spéciaux — L’idéal, en bactériologie, serait de posséder un milieu spécial â chaque espèce microbienne, permettant la végétation de ce microbe, à l’exclusion des autres. L’isolement serait alors facile. Si nous ne possédons pas de méthode générale aussi commode, nous savons cependant isoler certains microbes en nous servant de leur prédilection pour tel ou tel milieu ; pour certains même la composition d’un milieu spécial est chose indispensable.
Le B. subtilis , le Vibrion cholérique poussent en voile à la surface du bouillon : une parcelle de ce voile, réensemencée, aura des chances de donner une culture pure. Le Vibrion cholérique pousse même en six à dix heures dans une simple solution salée de peptone (p. 85), c’est-à-dire avant le développement de la grande majorité des microbes des selles. Koch a utilisé cette
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propriété pour faire rapidement le diagnostic du choléra et isoler son vibrion.
L’addition de phénol (p. 100) à la gélatine empêche la pullulation des microbes léquifiants des eaux, et permet la culture du B. coli et du B. d’Eberth qu’elles peuvent contenir (Chantemesse et Widal) en tubes d’Esmarch.
La carotte est le milieu que préfère le champignon du Muguet (Roux et Linossier, Yellat). La pomme de terre convient au Bacille de la morve, l’apparition tardive de ses colonies pigmentées permet de le distinguer des autres germes du jetage dont les colonies se développent plus rapidement. Le Streptocoque pousse très vite sur les milieux au touraillon (G. Roux, Ghatin).
Le Bacille de la tuberculose , au sortir des ganglions du cobaye, doit être isolé sur sérum gélifié, et ne pousse sur gélose glycérinée qu’après un acclimatement à ce milieu.
Le même bacille, végète parfois directement si on l’ensemence sur sang gélose (voir p. 107).
Est-il besoin de rappeler la préférence de Y Aspergillus niger pour le liquide de Raulin (p. 75), et sa sensibilité aux moindres modifications de ce liquide, même à celles aussi insignifiantes que l’exposition dans un vase d’argent?
CHAPITRE VI
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La découverte des microbes anaérobies , faite par Pasteur i, en 1861, fut une véritable révolution scientifique. On croyait jusqu’alors que tout être vivant avait besoin d’oxygène libre pour vivre et pulluler. Pasteur montra qu’à côté des microbes aérobies, c’est-à-dire exigeant pour vivre de l’oxygène libre, il y avait des microbes anaérobies pour lesquels l’oxygène est un véritable poison, microbes ne poussant que dans un milieu complètement dépourvu de gaz. Les premiers anaérobies connus furent le Vibrion butyrique et celui du lactate de chaux. Pasteur décrivit aussi des microbes facultatifs pouvant indifféremment végéter à l’air libre ou dans une atmosphère privée d’oxygène.
Presque tous les microbes aérobies sont facultatifs. Voici un tableau comprenant la nomenclature des principaux types de ces trois classes de microbes :
M. AÉROBIES
Bactéridie charbonneuse.
B. de la morve.
B. de la tuberculose, etc.
M. FACULTATIFS
Staphylocoque pyogène.
Streptocoque pyogène.
Bacille du rouget.
Bacille d’Eberth.
B. pyocyanique, etc.
M. ANAÉROBIES
Bacille de Nicolaïer.
Vibrion septique.
Bactérie du . charbon symptomatique.
Vibrion butyrique, etc.
1 Pasteur. Animalcules infusoires vivant sans gaz oxygène libre. C. R. Ac. des Sciences, 1861, p. 344.
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On voit, par ce tableau, que les microbes anaérobies actuellement connus tiennent déjà une grande place dans la pathologie infectieuse ; ils sont les agents des maladies les plus redoutables (tétanos, gangrène gazeuse, charbon symptomatique, pleurésies putrides, abcès gangréneux, etc.). Ils sont d’ailleurs très répandus dans la nature. La plupart se reproduisent par des spores extrêmement résistantes. 11 suffira pour s’en procurer d’inoculer sous la peau d’un cobaye un peu de terre végétale, de vase, chauffée à -J- 100° pendant dix minutes (pour la débarrasser des microbes non sporulés). Le cobaye mourra, en vingtquatre ou trente-six heures, de septicémie gangréneuse ou de tétanos. L’ensemencement de la sérosité péritonéale donnera des cultures pures de Vibrion septique dans le premier cas; l’ensemencement du liquide de la plaie, dans le second, fournira aussi des cultures de Bacille de Nicolaïer , mais le plus souvent impures. On peut aussi se procurer du Bacillus butyricus en immergeant un haricot dans un tube à essai rempli aux 3/4 de gélose bouillante qu’on met à l'étuve à + 38°.
En résumé, la gravité des accidents qu’ils engendrent, leur fréquence dans la nature, la résistance de leurs spores placent les anaérobies au premier rang des microbes pathogènes; leurs exigences biologiques imposent une technique spéciale.
Nous supposerons d’abord l’élève en possession d’une culture pure d’un anaérobie pour décrire les procédés habituels de culture de ces microbes ; nous étudierons ensuite les méthodes d'isolement des anaérobies .
Une question théorique se pose avant d’aller plus avant dans ce chapitre : l’anaérobie vrai se passe-t-il réellement d’oxygène ou l’emprunte-t-il aux substances du milieu nutritif qui en contiennent *? Craint-il seulement l’oxygène libre ? On admet actuellement qu’un microbe peut vivre et se multiplier sans fixer aucune molécule d’oxygène. Il n’en est pas moins vrai que beaucoup d’anaérobies utilisent l’oxygène des substances nutritives qu’ils dédoublent par fermentation.
Il est facile de mettre en relief la différence dans les besoins
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en oxygène de différents microbes : il suffit pour cela d’examiner les cultures par piqûre sur un milieu solide d’un grand nombre de microbes. Le Bacille du charbon, par exemple (fig. 82 a), qui a beaucoup d’affinité pour l’oxygène, poussera abondamment à la surface de la gélose, et la vigueur de la culture diminuera progressivement le long du sillon de la piqûre à mesure que celui-ci s’éloignera de l’atmosphère. Le Bacille de la septicémie de la souris , au contraire, est surtout anaérobie ; il ne se développera pas à la surface de l’agar, mais bien dans la profondeur de celui-ci, et d’autant plus abondamment qu’on s’éloignera de l’atmosphère du tube (fig. 82 b).
Ces deux colonies représentent deux cônes : le cône du microbe aérobie a la pointe dirigée en bas, et celui de l’anaérobie l’a dirigée en haut. La colonie du microbe facultatif a la forme d’un cylindre (fig. 82, c).
Pour Rosenthal (1908) la distinction classique en aérobies (stricts ou mixtes) et anaérobies est artificielle. On peut adapter les anaérobies à la vie aérobie (aérobisation des anaérobies), par différents artifices. Cette théorie est encore vivement controversée.
Cultures de microbes sur gélose.
a, culture d’aérobie. — b, culture d’anaréobie. — c, culture de facultatif.
Culture des anaérobies
Nous supposons qu’on veuille propager une culture pure de microbe anaérobie déjà isolé.
CULTURES DANS LES MILIEUX AÉRÉS
1° Cultures dans les couches profondes des milieux exposés à l'air. — Certains anaérobies poussent dans les couches inférieures des liquides nutritifs qui remplissent des récipients suffisamment étroits et profonds (éprouvettes, tubes à essai, flacons, etc.), sans qu’il soit besoin de faire le vide. Ce n’est pas un procédé à employer ; l'expérience prouve simplement que tous les anaérobies ne sont pas également exigeants et que certains supportent la présence d’une quantité notable d’oxygène.
Liborius a préconisé (1886) la culture des anaérobies dans les couches profondes des milieux solides et particulièrement de la gélose sucrée. La méthode de Liborius, modifiée par Veillon a permis de pousser très loin la connaissance des anaérobies.
2° Cultures dans les milieux aérés mais isolés de l’atmosphère. — Un procédé de culture assez employé consiste à recouvrir d’une couche d'huile de vaseline ou d’huile stérilisée de deux centimètres de hauteur le milieu nutritif liquide ou solide ensemencé. 11 vaut mieux faire stériliser l’huile dans le récipient en même temps que celui-ci vide ou déjà chargé du bouillon, de la gélatine ou de la gélose; ces milieux, privés d’air pendant le ch auffage, ne peuvent le reprendre pendant le refroidissement, l'huile surnageant à la surface. On obtiendra ainsi facilement des cultures du Bacille de Nicolaïer, de Baclerium Chauvœi , etc. L’huile, même très pure, est parfois émulsionnée au cours de la végétation de certains microbes, tels que le Vibrion cholérique : elle n’est cependant pas dédoublée, il n’y a pas production de glycérine (J. Courmont et Doyon).
Il est préférable d’employer Yhuile de vaseline.
Koch a proposé de recouvrir la surface de la gélatine, coulée sur plaques, d’une mince plaque de verre ou de mica qu’on dépose sur la gélatine encore molle. Ce procédé n’est plus employé. La culture en couche mince rend à peu près impossible une anaérobiose parfaite. Les variantes proposées (emploi de la gélose par Marino) n’ont pas permis de pallier aux inconvénients de la méthode.
Rosenthal cultive en tubes ; sur le liquide, il verse de la lano-
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Pipette pour conserver les cultures anaérobies.
A, pipette vide. — B, pipette chargée et fermée.
line liquéfiée à la chaleur (couche de 1 centimètre et demi). On bouche à la ouate et on stérilise à 4- 120°. On refroidit rapidement.
Pour ensemencer, on chauffe légèrement la lanoline (qui fond à -j- 42°) ; on refroidit rapidement.
C’est le procédé du tube cacheté.
Si le microbe doit dégager beaucoup de gaz, on étrangle la partie du tube occupée par la lanoline,
3° Cultures dans des récipients scellés à la lampe après
Fig. 84.
Tube à essai pour la culture des anaérobies.
A, tube rempli. — B, tube après la fermeture de l’étranglement à la lampe.
ébullition des milieux nutritifs. — L’ébullition chasse Pair
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contenu dans les milieux nutritifs ; on peut alors fermer le récipient avant le refroidissement. Il n’y a aucun inconvénient à porter pendant quelques minutes à l’ébullition du bouillon ensemencé avec des anaérobies à spores très résistantes tels que le Bacille du tétanos ou le Vibrion septique. On se sert pour cela de pipettes munies d’un étranglement (a) comme le montre la figure 83 (A), qui sont stérilisées à + 150° au four Pasteur. On chauffe le bouillon, la gélatine ou la gélose ensemencés, et on aspire dans la pipette après avoir cassé et flambé la pointe. Dès que la substance nutritive a atteint l’étranglement (a), on met le doigt sur l’ouverture supérieure, on relève le tube dans une position oblique et on ferme à la lampe l’étranglement, puis la pointe. Le tube complètement plein est figuré en (B). Cette méthode est un excellent moyen de conserver pendant de longs mois en bouillon des cultures anaérobies virulentes , par exemple le Bacille de Nicolaïer. On peut remplir ces tubes avec de la gélatine ou de l’agar et les ensemencer ensuite par piqûre en cassant une pointe pour quelques instants. Des tubes à essai avec étranglement (fig. 84) remplis de bouillon, ensemencés et fermés à la lampe, même sans ébullition préalable, suffisent pour cultiver les anaérobies peu exigeants. On peut en somme combiner les méthodes 3° avec celles décrites à 2°.
4° Cultures sur des milieux exposés à l’air mais additionnés de substances très oxydables. — Kitasato et Weyl (1890) ont proposé d’ajouter à la gélose peptonée des substances très oxydables, telles que : le formiate de soude, le sulfindigotate de soude, le pyrogallate de potasse, le chlorhydrate d'hydroxylamine, la résorcine, l’hydroquinone, etc. Dans le même but, Liborius ajoutait à la gélose une certaine quantité de glucose. Le milieu le plus employé est ainsi fabriqué :
Gélose peptonée 4 000 grammes.
Glucose 20 —
Sulfindigotate de soude 1 —
Cette gélose, de couleur bleu noir, est coulée dans un tube à essai jusqu’à quelques centimètres du bord. L’ensemencement
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se fait par piqûre aussi profonde que possible, avec une longue aiguille de platine. Les tubes ensemencés sont mis à l’étuve à + 38°. Au bout de quelques heures, des gaz abondants se produisent qui peuvent même faire sauter le bouchon de ouate. La gélose se décolore ; le glucose et le sulfindigotate s’oxydent sous l’influence du développement microbien (le même phénomène se produirait à la longue sans culture) et s’emparent de l’oxygène dissous ; le tube bleu noir passe au jaune foncé, l’indigo bleu s’étant transformé en indigo blanc.
On peut également se servir, dans le même but, de gélose ordinaire additionnée de 0,5 p. 1000, de formiate de soude, ou colorée en violet par quelques gouttes de teinture de tournesol.
Tarozzi (1905) cultive les anaérobies, en bouillon, à l’air, en ajoutant au milieu des fragments de foie, de rate, de rein, de ganglions, fraîchement excisés au lapin, au cobaye, à la souris (mettre un jour ou deux en présence et faire bouillir 5 minutes), Bandini et Gerardi, plus récemment Guillemot et Szcawinski ont confirmé ces recherches.
H Arras (1906) obtient de bons résultats avec du bouillon de foie ou de cerveau.
Wrzosek, Pfuhl (1907), Kata (1908) ajoutent au bouillon 0,3 à 0,7 p. 100 de Na2 SO3 et un fragment de gélose ; les anaérobies se développent, lentement d’abord, puis de façon intense et produisent leurs toxines habituelles, Pour Kata, le sérum frais, à la place de la gélose, augmente la production de toxines.
Grixoni cultive les anaérobies en présence de l’air en ajoutant au bouillon des sels d’ammonium. Ori ajoute 10 gouttes d’extrait glycériné de foie par 5 centimètres cubes de bouillon.
5° Cultures dans une atmosphère confinée dont l’oxygène est absorbé par des substances très oxydables. — ;
La substance oxydable n’est plus mélangée au milieu nutritif, comme dans la méthode précédente, mais est déposée autour de lui dans l’atmosphère restreint d’un tube clos qui enveloppe le tube à culture.
Hans Buchner (1889) fait absorber l’oxygène par l’acide
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pyrogallique (fig. 85). Le petit tube (A), chargé d’agar ensemencé avec l’anaérobie, bouché à la ouate, est soutenu dans le grand tube (B) par un support en fil de fer (C) ou un ressort à boudin. Une solution alcaline d’acide pyrogallique (1 gramme d’acide pyrogallique dans 10 centimètres cubes d’une solution
Fig. 85. Fig. 86.
Appareil de H. Buchner. Appareil de Turro.
de potasse caustique à 10 p. 100) est versée dans le tube (B) qui est fermé à frottement par un bouchon de caoutchouc. Le tout est mis dans une étuve à + 38°. De légères secousses imprimées fréquemment au tube activent l’absorption de l’oxygène. Buchner a pu cultiver ainsi le Vibrion septique.
Turrô (1902) emploie le dispositif représenté ligure 86. Il s’agit d’un tube à culture (a) dont le col (c) est entouré d’un ballon (6) destiné à contenir l’acide pyrogallique.
Bordet (1904) place ses cultures sous une cloche à vide et ne fait le mélange de potasse et d’acide pyrogallique, grâce à une dispositif ingénieux, que lorsque le vide est déjà réalisé.
MICROB. DÉS MAL. INFÊCT. DES ANIM.
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Les plaques de Stüller sont de petites boîtes de Pétri (voir p. 25), retournées après avoir été chargées en agar. On verse dans le couvercle devenu la partie inférieure, 2 grammes de pyrogallol et 20 centimètres cubes de solution à 10 p. 100 de KOH. On coule 5 centimètres cubes de paraffine liquide dans la rainure et, par-dessus, 10 centimètres cubes de KOH à 10 p. 100. On peut examiner les colonies avec un grossissement de 60 D.
Sellards (1904) utilise les propriétés réductrices bien connues du Phosphore. En deux heures, le phosphore absorbe tout l’oxygène, les vapeurs ne sont pas nuisibles aux microbes. L’anaérobiose se conserve pendant des semaines et des mois ; 'jj elle n’est pas gênée par le prélèvement des colonies. La méthode est applicable aux milieux solides ou liquides.
6° Cultures dans des milieux dont l’oxygène est absorbé par des microbes aérobies. — U utilisation de V oxygène libre par les microbes aérobies peut faciliter la culture des anaérobies ; les aérobies remplissent le rôle de substance oxydable. Dès 1886, Liborius avait obtenu des cultures anaérobies sur gélatine recouverte d’une culture des microbes de la putréfaction.
Roux (1887) a institué l’expérience de la façon suivante :
On met dans un tube à essai bouché à la ouate quelques centimètres cubes de gélose ; on fait bouillir et refroidir rapidement dans l’eau froide. On ensemence l’anaérobie par piqûre aussitôt la solidification effectuée. On verse sur la gélose une petite quantité de gélatine liquide qu’on laisse également solidifier. On verse ensuite sur la gélatine quelques gouttes d’une culture d’aérobie, de Bacillus subtilis par exemple. On ferme le tube à la lampe et on dépose dans l’étuve à -f- 38°. L’aérobie consomme tout l’oxygène et l’anaérobie se développe bien. Il faut casser le tube pour prélever de la semence anaérobie non contaminée par le B. subtilis.
Cet inconvénient n'existe pas avec le dispositif représenté figure 87 et dù à Sai.omonsen. Le petit tube (A) chargé de gélose est destiné à l’anaérobie ; le grand (B), chargé de bouillon, est ensemencé avec un aérobie. On ferme à la lampe en (a).
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J. Courmont et Nicolas sont arrivés, les premiers, à cultiver un anaérobie (le Vibrion septique) à l'air libre, dans du bouillon étalé en couche mince mais contenant en même temps un microbe aérobie (un diplocoque) qui absorbait l’oxygène (le bouillon en était dépourvu malgré sa grande surface d’exposition à l’air). Toutes les cultures mixtes d’un aérobie et d’un anaérobie ne donnent pas ce résultat : ainsi le mélange du Vibrion septique et du Staphylocoque pyogène ne laisse pas pousser l’anaérobie parce que le staphylocoque sécrète des substances solubles qui entravent la pullulation du Vibrion septique. Ces expériences expliquent bien la végétation possible des anaérobies dans la nature.
La culture des anaérobies peut être réalisée à la faveur du Proteus vulgaris et du m. prodigiosus (Penso et Noog), d’un tétragène (Van ErxMengen) du Micrococcus candicans (Kaninsky), du bac. fluorescens var. non liquefaciens, du B. du rouget 1, et des blastomycètes (Beyerinck).
Pour expliquer la culture des anaérobies en présence de certains aérobies, on a invoqué, outre l’utilisation de l’oxygène, la présence de ferments solubles (Kedrowski), de ferments organisés (von OEttingen) , de substances réductrices (Tarozzi). Il est certain que, dans certains cas, la culture de l’anaérobie a lieu sans que l’aérobie ait consommé l’oxygène.
Toutes les méthodes précédentes ne sont pas essentiellement pratiques; la plupart constituent simplement des expériences curieuses2.
1 Le B. du rouget agirait à la faveur de l’hydrogène sulfuré qu’il produit. On peut remplacer le B. du rouget par l’addition à un milieu glucosé de traces de sulfure de calcium (M. Nicolle; Alleaux et Césari),
2 Voir page 790 l’utilisation de ce procédé pour obtenir en grand la culture du B. de Nicola'ier à l’air libre.
Fig. 87.
Dispositif de Salomonsen pour la culture des anaérobies en présence d’un aérobie.
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7° Cultures dans une atmosphère confinée dont l’air a été refoulé et remplacé par un gaz inerte. — Un appareil à faire le vide n’est pas indispensable pour chasser l’air d’un récipient à culture. Il peut être remplacé par le refoulement de l'air à l’aide d’un gaz inerte. Wurtz a proposé, en 1889, l’artifice suivant : on charge de gélose un tube à essai et on le bouche par un bouchon de caoutchouc muni de deux tubes de
Fig. 88. Fig. 89.
l Appareil de Wurtz pour la cul- Appareil de Roux pour la culture des anaérobies dans une ture des anaérobies dans un atmosphère de gaz d’éclairage. gaz inerte.
verre (A) et (B) (fig. 88). Le tube (A) effleure la gélose et est embranché sur un tube de caoutchouc qui amène du gaz d'éclairage. On fait passer le courant de gaz pendant cinq minutes en même temps qu’on fait bouillir la gélose à l'aide d’un bec Bunsen pour empêcher qu’elle ne s'imprègne de gaz. Au bout de cinq minutes on verse par le petit entonnoir (B) 1 ou 2 centimètres cubes de pétrole stérilisé. On enlève le bouchon de caoutchouc et on le remplace par un tampon de ouate. Pour ensemencer, on incline le tube de façon à mettre à nu la
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moitié de la surface de la gélose, et on fait la piqûre au moyen d'un fil de platine monté sur la paroi d’un tube en verre (G) en rapport lui-même par un tuyau (D) avec une conduite de gaz qui reste ouverte pendant tout le temps de l’opération.
Pasteur avait déjà employé Y acide carbonique dans le même but. Ce gaz, ainsi que le gaz d’éclairage, peuvent être nuisibles à la culture de plusieurs microbes (Frænkel, Kladakis, 1890) et doivent donc être rejetés de la technique générale.
Roux a indiqué un procédé beaucoup plus simple de refoulement de l’air par un gaz inerte. La gélatine nutritive est contenue dans un tube à essai, étiré à sa partie supérieure en un tube assez mince pour qu’il soit facilement fermé au chalumeau et fermé par un tampon de coton (fig. 89). On liquéfie la gélatine dans un bain d’eau chaude, on fait pénétrer à travers la ouate jusqu’au fond de la gélatine un tube de petit calibre, une pipette courbée qui amène un courant de gaz privé d’air. Ce petit tube a été stérilisé ; il porte un tampon de coton pour filtrer le gaz à son arrivée. Lorsque le gaz a suffisamment barboté dans la gélatine, on soulève le tube à la., surface de la gélatine qu’on laisse refroidir. Le gaz continue à passer. On ensemence par piqûre. On soulève le petit tube au-dessus de l’étranglement qu’on ferme à la lampe. Il n’y a pas d’air dans un tube ainsi préparé.
8° Cultures dans le vide obtenu par aspiration. — La
méthode la plus employée et la plus commode consiste à faire le vide dans les récipients destinés à cultiver les anaérobies. C’est d’ailleurs la seule qui permette d’analyser les gaz produits par les anaérobies.
A. Machines pneumatiques. — Toutes les machines pneumatiques peuvent servir à faire le vide dans les récipients à cultures. 11 sera utile d'intercaler sur le tube en caoutchouc qui relie le récipient à culture à la chambre de l’appareil un tube de verre en T, dont la branche inférieure sera munie d'un tube de caoutchouc à parois suffisamment épaisses pour tenir le vide, et lui-même fixé à un autre tube de verre long de 90 centimètres environ et plongeant dans un vase rempli de mercure.
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Le tube constitue un tube barométrique qui permettra d’apprécier la perfection du vide obtenu; il servira aussi à introduire un gaz inerte dans le récipient à culture (voir 9°). 11 est facile de modifier ainsi soi-même une machine pneumatique quelconque.
La trompe à eau donne un vide moins parfait que la machine pneumatique, mais toujours suffisant pour cultiver les microbes les plus anaérobies.
Fig. 90.
Trompe avec récipient de sûreté R. G.
Pour augmenter la puissance des trompes métalliques adaptées'aux robinets des laboratoires on peut ajuster, à la partie inférieure de la trompe, un tube en plomb, de 0m,01 de diamètre qui descend jusque dans le sous-sol.
Certaines installations (fig. 90) ont un récipient de sûreté (R) interposé entre la trompe et le tube à vide (B), pour éviter les refoulements d’eau dans ce dernier. On peut y suppléer en plaçant de suite après la trompe un flacon à deux tubulures.
B. Récipients. — On peut se dispenser d’avoir des récipients spéciaux pour les cultures dans le vide. 11 suffirait de placer ceux qui ont été décrits pour les cultures aérobies sous des cloches
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à vide ordinaires. On compléterait le vide pneumatique obtenu par l’addition d’un vase contenant un milieu avide d’oxygène, l’acide pyrogallique par exemple.
Le grand inconvénient de ce dispositif tient dans la difficulté de transporter la cloche dans l’étuve et de trouver une substance d’ajutage qui maintienne la fermeture hermétique des joints à -f- 37°.
On peut utiliser l'étuve à vide de Wiesnegg, représentée page 183, figure 99.
Aussi préfère-t-on faire directement le vide dans les récipients eux-mêmes. Les récipients, destinés aux cultures qui pousseront dans le vide, doivent remplir une condition essentielle : ils auront des parois suffisamment épaisses et des ajutages assez parfaits pour pouvoir tenir le vide sans se briser.
a. Récipients à cultures anaérobies liquides. — On se servait autrefois du tube Pasteur simple ou double. On peut utiliser la 'pipette à boule* 1 (fig. 91) munie de plusieurs rétrécissements séparant deux ou trois bouchons de ouate. Ce petit appareil peut servir autant de fois qu’il possède de rétrécissements et de tampons ; il est très commode. La forme courbée de sa pointe effilée a cependant l’inconvénient de le rendre encombrant dans une étuve et par conséquent fragile. Il est bon d'avoir dans la chambre étuve une petite caisse dans laquelle sont placées (la pointe effilée en bas, pour
que la culture ne touche pas le coton) toutes
— - -- les pipettes à
boules.
Fig. 91.
Pipette à boule pour la culture des anaérobies en bouillon.
une pipette à
1 II faut nécessairement introduire les tampons de ouate successivement avant de faire les rétrécissements suivants. C’est donc le fabricant de pipettes qui doit placer le coton.
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boule (préalablement stérilisée), il faut d’abord ensemencer le liquide nutritif dans un petit ballon ordinaire comme s’il s’agissait d’une culture aérobie. On casse alors avec une pince l’extrémité du tube effilé, on flambe avec soin la surface extérieure de ce dernier sur une hauteur de plusieurs centimètres, on attend quelques secondes le refroidissement, et on plonge le tube ouvert dans le petit ballon de bouillon ensemencé. On aspire jusqu’à ce que le liquide ait rempli les deux tiers de la boule ; on applique alors le doigt sur l’orifice supérieur, on retire l’appareil, on l’incline, la pointe dirigée vers le haut, de façon à ce que l’extrémité du tube soit privée de liquide, et on ferme de nouveau à la lampe la pointe du tube effilé. On adapte alors le tube supérieur au tube de caoutchouc de la machine pneumatique ou de la trompe, et on applique sur cet ajutage une ligature bien serrée au moyen d’une petite lanière coupée dans une bande plate de caoutchouc. Un peu de vaseline facilitera l’entrée du tube de verre dans le tube de caoutchouc, lorsque les parois de ce dernier seront trop rigides. 11 va sans dire que l’orifice supérieur de la pipette à boule doit avoir des bords plutôt rentrants qu’évasés ; un léger rétrécissement facilite la ligature.
L’appareil ainsi mis en place, on fait le vide. Bientôt (s’il n’y a pas de fissures dans l’ajutage), de nombreuses bulles d’air se détachent des parois du tube et viennent éclater à la surface du bouillon. Le liquide nutritif se purge donc d’air, par cette méthode, sans qu’on ait besoin d’avoir recours à l’ébullition à + 100°. On peut activer l’opération en chauffant très légèrement le liquide ; il suffit pour cela de serrer la boule dans la main ; les bulles d’air se précipitent avec rapidité ; ce petit artifice est souvent indispensable pour dilater et chasser la bulle d’air qui se trouve presque toujours à l’extrémité effilée de la pipette à boule , le liquide prend sa place et choque le fond du tube avec un bruit perceptible qui indique le vide. Lorsque celui-ci est aussi parfait que peut le fournir l’appareil employé, on scelle à la lampe le rétrécissement le plus rapproché de la machine pneumatique et la culture est prête à être mise à l’étuve. Il faut avoir soin de fermer le robinet qui commande le récipient,
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avant de sceller ce dernier. Le rétrécissement sera étiré avec une rapidité suffisante pour empêcher l’air atmosphérique de crever le verre et d’envahir le tube ; il se produit presque toujours une petite dépression en ombilic qui témoigne de la réalité du vide.
11 doit toujours reste? un tampon de coton dans le tube Pasteur ou dans la pipette pour permettre de réensemencer plus tard avec pureté la culture obtenue. Supposons que l’on veuille propager une culture anaérobie ayant végété en pipette à boule : 1° Il faut d’abord briser avec une pince l’extrémité scellée qui avoisine le tampon de coton : l’air se précipite dans le tube ; mais, filtré à travers le coton retenu par l’étranglement, il ne peut contaminer le bouillon. Ce premier temps est indispensable ; si on ouvrait d’abord l'extrémité chargée de liquide, l’air pénétrerait directement dans celui-ci et le souillerait de tous les germes qu’il contient, en même temps qu’il le projetterait contre le coton; 2° le second temps consiste à déboucher un petit ballon stérilisé qu’on place dans un cristallisoir ; 3° le troisième temps est le plus délicat : il faut stériliser le tube effilé jusqu’au coude, en le passant plusieurs fois dans la flamme d’un bec Bunsen, tout en ayant soin de ne pas trop chauffer le liquide de culture dont les microbes ne doivent être ni tués, ni atténués. On casse alors la pointe avec une pince flambée, et on l’introduit immédiatement dans le petit ballon qui reçoit toute la culture ; 4° l’ensemencement se fait alors comme pour les cultures aérobies, et ainsi de suite. Le cristallisoir est destiné à recevoir les quelques gouttes de culture qui peuvent tomber de la pipette avant son introduction dans le ballon et qui souilleraient le laboratoire; la stérilisation du tube jusqu'au coude est utile dans le cas où, la pipette étant tenue la pointe en l’air, une goutte de culture viendrait couler sur la surface extérieure jusqu’au coude qui est la partie la plus déclive, et retomberait ensuite dans le petit ballon ; de cette façon, la goutte ne peut être contaminée.
Une simple pipette est plus Commode que la pipette à boule, si on n’a pas besoin d’une quantité notable de culture, par exemple lorsqu’on veut simplement propager un anaérobie sans
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l’inoculation. 11 faut alors faire des pipettes avec des tubes de 10 millimètres de diamètre en verre un peu fort. La manœuvre est la même. La figure 92 nous dispense de toute description. La pipette simple peut aisément se faire au laboratoire : elle est en outre moins friable à l’étuve, si on a soin de la fermer aussi près que possible du corps.
On peut faire des cultures liquides dans le vide avec un tube à essai quelconque, pourvu que ses parois soient suffisamment épaisses. 11 est stérilisé avec un tampon d’ouate, chargé de bouillon et ensemencé. On étrangle le tube au chalumeau au milieu de sa longueur et on adapte à l’extrémité au-dessus du coton un bouchon de caoutchouc percé d’un orifice central, lequel donne passage à un tube de verre muni d’un tampon de ouate situé entre deux rétrécissements.
On opère alors exactement comme avec une pipette à boule, et on ferme le tube de verre à la lampe.
Les dispositifs précédents ne permettent pas d’obtenir des cultures liquides en grandes quantités, comme cela est nécessaire dans certains cas (obtention des toxines du Bacille de Nicolaïer, en vue de l’immunisation des grands animaux; préparation des vaccins contre le charbon symptomatique). On se servira alors de grands flacons de un ou deux litres (fig. 93). Un bouchon en caoutchouc (b) livre passage à un tube de verre (c) présentant deux étranglements entre lesquels est, pour plus de sûreté d’asepsie lors de l’ouverture, un tampon d’ouate. Un second tampon d’ouate (a) volumineux ferme le goulot au-dessous du bouchon et suffira à filtrer l’air de ren-
Fig. 92.
Pipette pour cultiver les anaérobies dans le vide.
A, pipette prête à servir. — B, pipette contenant la culture dans le vide.
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trée, lors de l’ouverture. Les joints du bouchon sont enduits de cire d'Espagne. Les temps de l’opération sont exactement les mêmes que pour le tube à essai fermé avec un bouchon de caoutchouc. Le tube (c) sert à faire le vide et est fermé à la lampe.
Fig. 93.
Grand flacon disposé pour la . culture en bouillon d'un anaérobie.
Fig. 94.
Dispositif pour les cultures anaérobies sur gélatine dans des tubes à essai.
Le tube de Roux (fig. 95) est un tube à essai surmonté d’un tube plus étroit (B) muni d’une branche latérale (A) ; deux tampons de ouate ferment les orifices.
Après stérilisation au four, ce tube est chargé de gélatine jusqu’au quart inférieur avec un entonnoir capillaire ; on replace le tampon supérieur et on stérilise à la chaleur humide comme toute gélatine. On ensemence par piqûre à travers le tube (B) et on le ferme à la lampe (fig. 96) . On fait alors deux étran-
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glements autour du tampon du tube (A) qu’on adapte à la machine à faire le vide. Celui-ci fait, on ferme à la lampe. Nous préférons le simple tube à essai fermé par un bouchon de caoutchouc, lorsqu'on ne veut pas faire circuler le gaz inerte.
Pour faire des cultures anaérobies sur pomme de terre, on
Tube de Roux pour la culture des anaérobies sur milieu solide.
Le Tube de Roux de la figure 95, au moment de faire le vide.
peut encore se servir d’un gros tube à essai disposé comme dans les cas précédents. Roux soude à son tube à pomme de terre, au-dessous de l’étranglement, une branche latérale (a) avec un tampon de ouate entre deux rétrécissements (fig. 100). On ensemence la pomme de terre, on ferme à la lampe la partie supérieure, on fait le vide par la branche latérale qu’on ferme aussi (fig. 101).
CULTURE DANS UN GAZ INERTE
. On consultera les figures 97, 98, et 99 qui représentent : l'appareil dé Tretrop , une cloche pour cultures et évaporation dans le vide, et une étuve pour cultures dans le vide. La description est inutile.
9 Cultures dans le vide comblé par un gaz inerte. —
Fig. 97.
Appareil de Tretrop pour cultures dans le vide.
Les méthodes de culture où le vide est obtenu par une machine pneumatique, sont très largement suffisantes dans l’immense majorité des cas. Cependant, les milieux solides conservent une assez grande provision d’air qui peut nuire au développement de certains microbes ; il est recommandé de chasser cet air, avant solidification, et par conséquent avant l’ensemencement, au moyen du barbotage d’un gaz inerte; c’est le refoulement combiné avec l’aspiration mécanique. On peut ainsi arriver à faire le vide avec des appareils assez imparfaits. On se servira toujours d 'hydrogène comme gaz inerte; l’acide carbonique, le
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gaz d’éclairage pouvant nuire au développement microbien.
Le gazomètre à hydrogène le plus simple est le suivant : deux grands flacons de Mariotte unis par leur tubulure inférieure de
Fig. 98.
Cloche pour culture et évaporation dans le vide.
façon à constituer un récipient en U étranglé à sa partie inférieure. L’un des flacons n’est pas bouché, il contient de l’acide sulfurique ou chlorhydrique dilué. L’au,tre flacon muni à sa partie supérieure d’un bouchon de caoutchouc percé d’un orifice livrant passage à un robinet, il renferme des morceaux de zinc. Il suffit en déplaçant les flacons de faire passer l’eau acidulée sur le zinc pour obtenir de l’hydrogène.
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Jorgensen a montré qu’on pouvait fabriquer très économiquement un générateur d’hydrogène (fig. 102). Un verre de lampe ordinaire est fixé à l’aide d’un bouchon perforé (a) dans une éprouvette à pied contenant la solution d’acide sulfurique
En (b) est une lame de plomb perforée et couverte de mousseline pour supporter les petits morceaux de zinc. Le bouchon (c)
Étuve pour culture dans le vide, avec régulateur Roux.
en caoutchouc doit fermer très exactement. L’hydrogène passe dans un flacon laveur (e) contenant une solution alcaline d’acide pyrogallique (1 partie d’une solution aqueuse d’acide pyrogallique à 25 p. 100, mélangée à 10 parties d’une solution de potasse à 60 p. 100), pour enlever toute trace d’oxygène (Salomonsen) .
Si on tient à avoir un hydrogène absolument pur, on le fera passer dans une série de flacons laveurs contenant eau, potasse, azote d’argent, acide sulfurique, avant de l’envoyer dans le récipient à culture.
Un tube en T adapté à la machine pneumatique ordinaire (p. 173) sert à amener le gaz, les robinets en cuivre de la
avec deux gouttes d’une solution de chlorure de platine
Fig. 99.
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trompe étant percés en T à trois voies. La manœuvre est la suivante : on fait le vide, puis on remplit le tube à culture avec un courant d’hydrogène ; on refait le vide et ainsi de suite quatre ou ‘cinq fois. On peut laisser la culture dans l’hydrogène en fermant le tube pendant qu’il est plein de ce gaz.
Fig. 100.
Tube de Houx pour culture des anaérobies sur pomme de terre.
culture sur pomme de terre dans le vide.
Pour les cultures en milieu solide, il faut faire pénétrer (le faire barboter serait mieux) l’hydrogène sur la gélatine ou la gélose avant la solidification, et ensemencer, après celle-ci, dans le courant de gaz inerte. Supposons qu'on utilise le tubexle Houx (fig. 95) : on le ferme en (B) après stérilisation de la gélatine. On fond la gélatine dans un bain-marie à une température aussi basse que possible, et on adapte (A) à la machine pneumatique. On fait pénétrer l’hydrogène à deux ou trois reprises en
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laissant entrer davantage de gaz toutes les fois que l’ébullition devient trop tumultueuse. On laisse refroidir le tube en le maintenant en communication avec le gazomètre. Lorsque la gélatine est solidifiée, on élève le flacon à eau du gazomètre de façon à produire une légère pression dans l’intérieur du tube.
Fig. 102.
Générateur d'hydrogène de Jorgensen. •
(La légende est dans le texte).
Fig. 103.
Tube de Salonwnsen pour la culture des anaérobies dans un gaz inerte.
On casse alors la pointe (B) dans la flamme d'un bec Bunsen : le gaz sous presssion s’échappe et empêche l’entrée de l’air. On en profite pour l’ensemencement avec une aiguille de platine pénétrant à travers l’orifice (B) qu’on referme immédiatement à la lampe. On ferme ensuite (A) après avoir chassé ou conservé l’hydrogène.
Si on tient à faire barboter le gaz dans la gélatine, il suffit
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d’avoir deux tubes pénétrant dans le récipient 'à culture, le tube d’arrivée plongeant au fond. Il en sera de même pour le bouillon.
Salomonsen se sert, pour faire passer un courant d’hydrogène dans une culture liquide, du tube dessiné figure 103. La partie destinée à la culture mesure 10 centimètres de long sur 2 centimètres de diamètre. L’ensemencement se fait par le tube vertical, fermé à son extrémité par un bouchon tubulaire en caoutchouc («) ; l’hydrogène a accès par le tube courbe, muni en (6) d'un
Fig. 104.
Chambre humide de Ranvier pour la culture des anaérobies sous le microscope.
tampon d’ouate. Des rétrécissements arrêtent les tampons. On ferme à la lampe dès qu’on arrête le passage du gaz.
10° Cultures anaérobies sous le microscope. — On a vu
(ch. v, p. 143) comment on peut cultiver un microbe aérobie sous le microscope. Pour examiner le développement d’un anaérobie, on peut sceller simplement une goutte de culture entre une lame et une lamelle avec du baume de Canada ou de la paraffine. On utilisera de préférence la cellule de Geissler (fîg. 76) dans laquelle on fera passer de l’hydrogène et qu’on scellera aux deux bouts, ou mieux encore la chambre à gaz de Ranvier (fîg. 104). C’est une chambre humide de Ranvier ordinaire avec deux tubulures latérales qui permettent de
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faire circuler un gaz inerte dans la rigole qui entoure la goutte de culture. On pourrait se servir de la chambre humide de Ranvier ordinaire en mettant dans la rainure quelques gouttes d’un liquide réducteur (pyrogallate de potasse, formiate de soude, etc.).
On a également construit des platines chauffantes avec deux tubulures permettant d’amener un gaz inerte dans la cavité centrale.
11° Réactifs de l’oxygène. — L’indigo blanc se colore en bleu sous l’influence de traces d’oxygène. Il suffit de faire barboter un gaz dans une solution d’indigo blanc pour s’assurer qu’il est bien privé d’oxygène.
Pour savoir si une culture renferme encore de l’oxygène, on ajoute de la solution à 2 p. 1000 de sulfo-indigotate de soude jusqu’à coloration bleue, puis 1 p. 100 d’une solution normale de soude et 1 p. 100 de glucose. Dès que tout l’oxygène a été extrait, la coloration bleue disparaît, l’indigo étant réduit par le glucose.
§ 2. — Isolement des anaérobies
Nous supposons maintenant qu’on veuille obtenir une culture pure d’un anaérobie mélangé à d’autres microbes dans le sol, dans un produit pathologique quelconque, dans une culture mixte, etc. Les méthodes d 'isolement des anaérobies doivent être bien connues puisqu’elles seront la base de toute recherche concernant ces microbes.
1° Isolement par la chaleur. — La plupart des anaérobies pathogènes (Vibrion septique, Bacille de Nicolaïer, etc.) se reproduisent au moyen de spores très résistantes à la chaleur. On peut donc chauffer pendant 10 minutes à -f- 100° le mélange microbien, et tuer ainsi tous les autres microbes. Pasteur a, le premier, indiqué ce procédé pour l’isolement du Vibrion septique, et Kitasato l’a appliqué à celui du Bacille du tétanos. 11 va
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sans dire- qu’on ne pourrait pas isoler l’un de l’autre ces deux anaérobies par cette méthode.
2° Isolement par inoculation. — On inocule à une espèce animale, très sensible au microbe anaérobie à isoler, le mélange qui le contient ; après la mort de ranimai, on ensemence aseptiquement les produits pathologiques de celub-ci. Exemple : on inocule sous la peau de la cuisse d’un cobaye une pincée de terre végétale, de terreau bien fumé, de vase. Le cobaye meurt, au bout de vingt-quatre ou trente-six heures, de septicémie gangréneuse. On ensemence la sérosité péritonéale, on cultive dans le vide, et on obtient une culture pure de Vibrion septique. Pour le Bacille tétanique, l’inoculation est moins utile, parce que le microbe reste cantonné dans la plaie avec les impuretés inoculées.
On fera bien de combiner la méthode de l’inoculation avec celle du chauffage, c’est-à-dire d’inoculer an cobaye des produits chauffés pendant dix minutes à -f- 100°, car certaines espèces facultatives, même non pathogènes, peuvent venir souiller les sérosités pathologiques et donner des cultures mixtes.
3° Isolement par des cultures liquides. — C’est la première méthode de Pasteur, qui faisait le vide et lui substituait de l’acide carbonique dans les milieux liquides. Nous n’entrerons pas dans de grands détails, car elle est facile à concevoir. On opère exactement comme pour les cultures aérobies;(voir p. 152), c’est-à-dire qu’on fait un certain nombre de dilutions et on répartit le liquide dilué par petites quantités dans un très grand nombre de récipients. Ces derniers, au lieui d’être de simples ballons ou tubes à essai, seront les tubes décrits plus haut pour la culture des anaérobies en milieux liquides (tube Pasteur, pipette, tube de Salomonsen, etc., p. 178 et suivantes). On fait le vide, avec ou sans refoulement par l’hydrogène, et on met à l’étuve à -f- 38°. On examine alors les tubes qui se sont troublés. On contrôle la pureté de la culture obtenue par une culture en tube de gélatine enroulée dans le vide, par l’ensemencement à l’air qui doit rester
ISOLEMENT PAR CULTURES SOLIDES
stérile à moins que l’anaérobie soit facultatif, par l'inoculation, par F examen microscopique, et, au besoin, par une nouvelle série de dilutions.
L’obligation de faire le vide dans un grand nombre de tubes rend l’isolement des anaérobies en milieux liquides très long, et, par conséquent, moins pratique que par les méthodes suivantes.
4° Isolement par des cultures sur milieux solides. — On peut employer indifféremment la gélatine ou la gélose.
Comme principe général on commencera toujours par faire des dilutions comme pour les cultures aérobies ; en général, on ensemence un tube de gélatine avec une goutte du mélange ; on prend une goutte de cette première gélatine pour ensemencer un second tube, et une goutte de ce second pour un troisième. La première goutte peut être diluée dans' de l’eau stérilisée, si on suppose très riche la flore microbienne du produit.
Fig. 105.
Tube de Liborius contenant des colonies anaérobies dans la profondeur de la gélatine.
A. Méthode de Koch. — La méthode primitive de Koch consistait à étaler la gélatine ensemencée sur une plaque et à appliquer sur cette gélatine encore chaude et visqueuse une feuille de mica stérilisée ; les bords de cette feuille étaient lutés avec de la paraffine. On pouvait observer le développement à travers le mica. Cornil et Babes conseillaient une lame de verre très mince. Ces méthodes n’appartiennent plus qu’à 1 histoire.
B. Méthode de Liborius. — Liborius a isolé des anaérobies en les cultivant simplement dans un tube de gélatine ou de gélose rempli aux trois quarts de la hauteur (p. 165). On mélange bien la goutte ensemencée à la gélatine ou la gélose en remuant celle-ci encore chaude avec une aiguille de platine, et on laisse refroidir. Les microbes anaérobies poussent dans la profondeur (fig. 105). Pour les recueillir, il faut couper le tube de verre à
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leur niveau avec un couteau à verre et un charbon de Berzélius, et recevoir le morceau de gélose dans une boîte Pétri stérilisée. On coupe celui-ci en tranches minces jusqu’à la colonie -à étudier. On peut aller puiser la colonie avec une pipette sans sacrifier le tube et surtout sans le contaminer (Yeillon). Cette méthode est peu pratique lorsque les microbes liquéfient la gélatine (méthode de Liborius) ou développent beaucoup de gaz (méthode de Yeillon).
C. Méthodes de Klebs et Yignal. — Klebs et Yignal ont conseillé, en 1887, la culture sur gélatine en tubes capillaires pleins. On fait des pipettes longues de 1 mètre, avec un tube
Fig. 106.
Fragments du long tube de Vignal plein de gélatine avec colonies anaérobies.
de verre de 2 ou 3 millimètres de diamètre, et on les stérilise. On fait bouillir la gélatine dans un tube à essai ordinaire, et on la laisse refroidir dans un courant d’hydrogène, amené par une pipette plongeant au fond du tube. Yers -J- 25° on l’ensemence dans l’hydrogène, on l’agite, pour répartir les germes, et on aspire la gélatine encore liquide dans la longue et fine pipette. On ferme à la lampe les deux extrémités et on possède un tube capillaire clos, complètement rempli de gélatine privée d’oxygène et parsemée de germes anaérobies qui donneront autant de colonies (fig. 106) . On fera trois tubes pour diluer comme avec la méthode de Liborius. Pour aller saisir une colonie, on lave le tube de verre au sublimé et à l’alcool absolu, on le sèche avec du papier stérilisé, et on le coupe au niveau de la colonie.
D. Méthodes de Blugher et dé Botkine. — L’isolement peut se faire par cultures sur plaques de gélatine d’après la méthode de Koch pour les aérobies.
Pour priver les plaques d’oxygène, Blücher a recommandé
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un appareil consistant en une petite cloche de verre, en forme d’entonnoir, placée dans un cristallisoir rempli de glycérine diluée ; la cloche est chargée par un poids de plomb et l’hydrogène pénètre par en haut.
Fig. 107.
Tube de C. FrænJcel pour la culture des anaérobies sur gélatine enroulée par la méthode d’Esmarch.
Tube de Roux pour cultures sur plaques de gélatine enroulée par la méthode d’Esmarch.
L’appareil de Botkine est peu différent.
E. Méthode de Marino. — Marino (1907) préconise la gélose glucosée à 5 p. 100, additionnée de 3 p. 100 de sérum de cheval chauffé à 55° pour faire des dilutions successives. La gélose de chaque tube est versée dans la moitié la plus large d'une boîte de Pétri et recouverte de l’autre moitié, l’ouverture tournée vers le haut, on recouvre le tout d’une plaque plus grande .
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Les modifications apportées par Liefmann, Fehrs et Sachsmuke à la technique de Marino n’ont pas remédié aux imperfections de la méthode.
F. Méthode de G. Frænkel. — C. Frænkel isole les anaérobies sur gélatine roulée en tubes d'Esmarch (voir p. 158) avec l’appareil dessiné (fig. 107).
C’est un simple tube à essai fermé avec un bouchon de caoutchouc qui laisse passer deux tubes de verre dont l’un (A)
Fig. 109.
Tube de Roux pour la culture des anaérobies sur plaques de gélatine, dans un gaz inerte.
plonge jusqu’au fond du tube. Le bouchon est recouvert de paraffine. On ensemence la gélatine liquide (on fait toujours plusieurs tubes pour diluer comme il a été dit plus haut), on fait barboter 1 hydrogène pendant quatre minutes, on ferme les deux tubes à la lampe et on enroule la gélatine, comme il a été dit page 158.
Ce procédé est très simple ; il a tous les avantages de celui d’Esmarch; on. peut aller puiser les colonies sans sacrifier le tube et sans le contaminer.
G . Méthode de Roux. — Le procédé de Roux isole aussi les anaérobies sur gélatine enroulée dans un tube. On prend trois tubes de verre ayant la forme figurée page 191, on les charge d’une petite quantité de gélatine stérilisée ; on les ensemence successivement (système des dilutions) avec le liquide à étudier.
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On étrangle le tube en (b), on pousse le tampon et on étire en (a) au-dessus du coton (fig. 108). On met le tube en communication avec une machine pneumatique pendant que la gélatine est encore liquide et on ferme en (a). On roule le tube d’après la méthode d’Esmarch. On peut aussi coucher simplement le tube sur le côté et avoir une culture sur plaque. On puisera avec une aiguille de platine les microbes des colonies par l’ouverture (a) du tube dont on aura cassé la pointe ; on pourra, si cela est nécessaire, couper longitudinalement le tube et détacher la gouttière supérieure lorsque la gélatine aura été simplement refroidie en plaque et non roulée en Esmarch ; la gouttière inférieure sera alors traitée comme une plaque ordinaire.
Pour éviter l’emploi d'une njachine pneumatique, Roux a conseillé le tube représenté figure 109. On remplit de gélatine liquide et ensemencée avec un petit entonnoir capillaire. On étrangle alors en (a) et (a’), on pousse les tampons de ouate (A) et (A’), on effile en (6) et (6’) et on met (b) en rapport avec une source d’hydrogène. On ferme dans le gaz en {b') puis en (6). Le tube peut alors être simplement couché horizontalement pour avoir une petite plaque ou roulé par le procédé d’Esmarch.
CHAPITRE VII
Quels sont les caractères, utiles à la diflérenciation de Tespèce, fournis par l’examen macroscopique des cultures ? Nous allons passer en revue les points principaux sur lesquels doit se porter l’attention du bactériologiste.
1° Aérobiose. — On s’assurera d’abord, par les méthodes décrites dans les deux chapitres précédents, si le microbe est aérobie , anaérobie ou facultatif .
2° Rapidité delà végétation. — Tous les microbes ne donnent pas, sur le même milieu, une culture appréciable à l’œil au bout du même nombre d’heures ; les uns poussent très rapidement, d’autres avec une lenteur désespérante. 11 faudra noter avec soin ces différences. Chaque microbe sera, bien entendu, cultivé sur son milieu favori, et à une température eugénésique. Citons quelques exemples.
La Bactéridie charbonneuse se développe rapidement dans le bouillon, le Bacille de la morve , ne donne de colonies pigmentées, sur la pomme de terre, que trente-six ou quarante-huit heures après l’ensemencement. D’autres microbes, ne commencent à végéter qu’après une longue période d’incubation ; le Bacille dè la tuberculose ne donne, soit en bouillon, soit sur sérum ou gélose, des colonies qu’au bout de quinze jours ou un mois (à moins d’acclimatement ou d’artifices spéciaux) ; toute culture poussant plus rapidement devra être considérée comme due à un autre microbe. C’est surtout en examinant les
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cultures d’isolement sur plaques de gélatine qu’on se rend compte de ces différences dans la rapidité du développement des microbes ; on constate un grand nombre de colonies au bout de deux ou trois jours d’étuve, mais on en découvre de nouvelles encore pendant huit à quinze jours. 11 en est de même pour les ballons de bouillon ensemencés avec des liquides dilués ; certains ballons ne se troublent qu’au bout de cinq et huit jours.
3° Limite des températures eugénésiques. — Chaque microbe a une échelle propre de températures auxquelles sa végétation est possible ; il y a donc une limite inférieure et une limite supérieure de température eugénésique. D’une façon générale, les microbes poussent entre + 15° et -f- 40°.
La limite inférieure de température eugénésique sert assez souvent à la détermination de l’espèce. C’est ainsi que les microbes qui ont besoin d’une température supérieure à -f- 22°, ne peuvent donner des colonjes sur gélatine ; exemple : le Bacille de la morve. On a isolé des microbes poussant à des températures extraordinairement basses et ne végétant pas aux températures eugénésiques ordinaires ( microbes frigoriphiles ) .
La limite supérieure a aussi son importance et devra être déterminée en plaçant les cultures dans des étuves réglées audessus de + 40° l. Nous avons déjà vu (p. 150) que Rodet avait utilisé la faculté du B. d’Eberth et du B. coli, de végéter à -j- 44°5, pour faire rapidement la recherche de ces agents dans les eaux suspectes. Le Staphylocoque pyogène est un des cocci qui a la limite supérieure de température eugénésique la plus élevée : 43° environ. Le B. de la tuberculose humaine ne peut pousser au-dessus de + 42°, tandis que celui de la tuberculose aviaire végète encore à + 45°. Le B. subtilis pousse de -(— 6° à
1 Pour les microbes frigo riphiles, la limite supérieure est bien inférieure à -(- 40°. G. Roux a trouvé, dans l’estomac de l’escargot, des microbes végétant bien à -f- 15° ou -g- 18°, mais ne poussant pas aux températures avoisinant -f- 30°.
-j- 50°. Certains microbes peuvent végéter à des températures encore plus élevées ( microbes thermophiles). Tan Tieghem a décrit, en 1881, un microcoque qui donne des cultures à -j- 74°, et un bacille qui végète jusqu’à -f- 'H0-. Miquel a isolé de l’eau, en 1888, le Bacillus thermophilus qui se développe abondamment à -j-70°. Globig, la même année, observait une bactérie pouvant croître jusqu’à -f* 70°. Ces exemples sont exceptionnels, mais constituent des espèces bien caractérisées par cette faculté de végéter à de hautes températures.
Les microbes thermophiles sont fréquents dans les sources thermales. Leur optimum de croissance est aux environs de + 60° ; il végètent encore à + 70°. Ils sont, en général, incapables de se développer au-dessous de -f- 37°. Ce sont des thermophiles vrais, adaptés aux eaux chaudes (Tsiklinsky).
4° Limite des températures mortelles. — Un microbe n’est pas fatalement tué par une température dysgénésique ; il j/ a, au-dessus et au-dessous des limites de la température eugénésique, une échelle assez étendue, et très variable suivant les microbes, de températures modifiant simplement leur végétabilité ou leur virulence, avant d’arriver aux températures mortelles. Nous avons déjà dit deux mots de cette variabilité des températures nécessaires pour stériliser les objets contre tel ou tel microbe (p. 34), nous en avons également parlé à propos de l'isolement des aérobies et des anaérobies (p. 149). Ces différences servent, dans certains cas, à la différenciation de l’espèce.
Le refroidissement a peu d'action sur les microbes, et n’a pas d’application pratique. Dès 1861, Pasteur avait montré que les bactéries résistent à —30°. En 1877, Von Frisch a pu abaisser à — 110° la température d’un liquide sans en tuer les microbes. Pictet et Yung (1884) ont soumis des espèces déterminées à des températures très basses ( — 70° pendant cent huit heures, et — 130° pendant vingt heures). Le Bacillus anthracis, à l’état de mycélium, a été tué tandis que ses spores ont parfaitement résisté. Le Bacterium Ckauvæi , le Bacillus subtilis ont également résisté. La lymphe vaccinale a conservé tout son pouvoir. Cer-
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tains microcoques seuls ont été tués. Il n’est donc pas étonnant que la glace puisse transporter des germes pathogènes ; surtout qu’il est démontré qu’une congélation de cent jours (Mittchell, Frænkel, Prudden, etc.) ne tue pas la plupart des microbes.
Le chauffage a une influence très variable et très utile à connaître. D’une façon générale une température de + 50° à + 60° suffit à tuer les microbes non sporulés. C’est en chauffant le vin à cette température que Pasteur est arrivé à le débarrasser des germes de la fermentation acétique et autres. Mais certains microbes végètent à des températures supérieures à+ 60°, et les spores résistent à de hautes températures ; il y a donc une* grande variabilité dans les températures qui tuent les différents microbes, et ces faits sont bien plus utiles à connaître que la limite inférieure de température pour la diagnose de l’espèce. Nous avons déjà vu à propos de Y Isolement des anaérobies (p. 187) de quel secours était le chauffage pour l’isolement, et par conséquent la recherche du Vibrion septique, du Bacille de Nicolaïer, etc. Il en est de même pour les aérobies (p. 149). Les spores du B. subtilis résistent à un chauffage à -f- 100° de une heure et parfois trois heures ; il faut les exposer cinq minutes à -f- 110° pour les tuer (Brefeld). Dans les mêmes conditions, les spores du B. anthracis meurent en moins de cinq minutes (Roux), et celles du B. Chauvæi, en moins de deux minutes (S. Arloing,. Cornevin et Thomas) à -f- 100°. Mais on n’oubliera jamais que ces chiffres ont trait à la chaleur humide ; dans l’air sec les spores sont beaucoup plus résistantes. Celles du B. subtilis et du B. anthracis germent après une exposition à -f- 123° dans L’air sec (Koch). Miquel a pu faire germer des spores qui avaient été chauffées à + 145° dans l’air sec.
D’autres conditions influent encore sur la susceptibilité des spores à la chaleur. S. Arloing, Cornevin et Thomas ont vu que les spores du B. Chauvæi, qui, dans le sang, ne résistent pas plus de deux minutes à l’eau bouillante, exigent pour être détruites une ébullition de deux heures si on les a, au préalable, desséchées à -{-• 33°.
La composition du milieu ambiant a aussi une grande importance. Duclaux a montré que les cellules très jeunes de Tyrothrix tenuis (microbe faisant fermenter la caséine), périssent à -f- 90° dans un liquide neutre, et seulement au-dessus de
100° dans un liquide légèrement alcalin; l’acidité nuit à la conservation de la vitalité. D’autres conditions de vitalité ont aussi leur influence. Les spores de Tyrothrix filiformis périssent à +H00 quand elles proviennent de cultures sur gélatine, et seulement à + 120° quand elles sont puisées dans le lait (Duclaux).
Tous ces exemples montrent que la recherche de la température mortelle peut être utile pour l'isolement et la diagnose d’une espèce, mais elle demande à être faite dans des conditions bien définies.
5° Aspect des cultures liquides. — Il peut quelquefois donner de précieux renseignements.
Certains microbes, extrêmement ténus ( Péripneumonie bovine), peuvent végéter avec des modifications à peine apparentes des milieux de culture. Il ne faudra donc pas rejeter, sans examen très minutieux, comme stérile, une culture qui ne présenterait pas un trouble manifeste.
En général, une culture liquide (en bouillon par exemple) se présente sous l’aspect d’un liquide uniformément trouble ; lorsque le bouillon se clarifie et qu’un dépôt se forme, cela indique l’arrêt de la végétation de la culture. C’est ainsi que se comportent la grande majorité des microbes (Staphylocoque pyogène (fig. 110),B. d’Eberth, B. coli, etc.).
Le trouble peut être léger, épais, boueux, suivant les cas ; le dépôt peut être fin, floconneux, caillebotté, gluant, adhérent, etc., autant de caractères utiles à remarquer. La présence d'un voile épais à la surface appartient à certaines espèces (B. subtilis ). Un voile léger irisé restant adhérent aux parois quand on incline le ballon s’observe souvent (B. coli, B. d'Eberth, Staphylocoque pyogène, etc.).
Certains microbes ne troublent pas le liquide et végètent en véritables colonies isolées, par exemple plusieurs Streptocoques
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(fig. 111). Cultivées en bouillon, certaines générations de ces derniers forment au fond du ballon des masses floconneuses assez difficiles à désagréger, et le reste du liquide est absolument limpide. Il faut agiter le ballon pour savoir s’il contient une culture ; on voit alors des colonies cotonneuses s'élever en spirales jusqu’à la surface. Le Bacille de la tuberculose des mam-
Fig. 110.
Culture en bouillon :
type du trouble uniforme ( Staphylocoque pyogène).
Fig. 111 .
Culture en bouillon :
type du bouillon clair avec flocons [Streptocoque de Marmorek).
Fig. 112.
Culture en bouillon :
type du bouillon clair avec voile à la surface ( Bacillus subtilis).
mifères ne trouble pas normalement le liquide, mais végète sous forme d’un voile plissé sec nageant à la surface.
Le B. subtilis pousse également à la surface du liquide en formant un voile très épais, uniforme, lisse mais plissé par les progrès du développement (fig. 122). Il en est de même du Bacillus mesentericus (de la pomme de terre).
La consistance du liquide de culture est très variable et peut aller jusqu’à un état demi-solide, boueux. Certains microbes donnent un liquide visqueux, filant au point qu’il est difficile
d’en prélever une goutte avec la pipette ( Bacille d’ww tuberculose bovine de J. Gourmont et Nicolas).
6° Aspect des colonies sur milieux solides. — L'importance de la forme des colonies sur milieu solide (méthode de Koch) était considérée comme capitale il y a quelques années. Ne diagnostiquait-on pas le B. coli du B. d'Eberth par l’aspect des colonies de ces microbes sur pomme de terre ? Aujourd’hui, sans délaisser l’examen des colonies microbiennes sur milieux
Colonies de B. d’Eberth sur plaque de gélatine, vues à la loupe (aspect de la montagne de glace).
solides, on est plus réservé dans les conclusions à tirer de cette pratique ; on sait combien variable peut être la forme des colonies d’un même microbe suivant des conditions souvent inappréciables.
Nous ne parlons ici que des colonies non liquéfiantes (voir, page 217, la Liquéfaction de la gélatine ou de la gélose).
A. — Sur gélatine en plaques ou en boites de Pétri (fig. 113), les colonies varient depuis le simple aspect punctiforme jusqu'à la large colonie envahissant plusieurs centimètres carrés de gélatine ; elle peut être épaisse ou mince, à bords réguliers ou festonnés, en forme de montagne de glace ou ressemblant à une tache uniforme, etc., etc. Malheureusement ces caractères ne sont que des indications pour la diagnose. On sait très bien que tel microbe donnera tantôt une large colonie irisée, fes-
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Fig. 114.
Cultures en gélatine par piqûre. Schémas imités de Thoinot et Masselin.
Microbes non liquéfiants : 1, Colibacille. — 2. Streptocoque pyogène. - 3. Rouget du porc. - 4, B, anthracis (48 heures) Microbes liquéfiants : 5, Staphylocoque pyogène. — 6, V, cholérique. — 7, Proteus vulgaris.
tonnée, en montagne de glace (fig. 113), et tantôt une colonie jaunâtre, punctiforme; il suffit pour cela que tel bacille se soit trouvé à la surface de la plaque et tel autre légèrement dans la profondeur, c’est-à-dire privé d’une quantité suffisante d’oxygène. Cela est des plus net avec la méthode d’Esmarch. Une légère différence dans la composition de la gélatine peut aussi modifier complètement l’aspect des colonies.
Les cultures sur gélatine par piqûre s’employaient beaucoup il y a quelques années pour pouvoir observer le développement du microbe le long du sillon de la piqûre. Il se fait tantôt suivant un trait uniforme, tantôt en grappes de raisin ou encore de la piqûre se détachent des fines arborescences qui donnent à la culture l’aspect d’un sapin renversé (charbon bactéridien) ou d’une brosse à bouteilles (rouget). Ces différences ne sont pas toujours caractéristiques, mais néanmoins utiles à noter. Une culture en piqûre dira jusqu’à un certain point si le microbe est aérobie franc ou facultatif. La figure 114 montre quelques types de cultures en gélatine ensemencée par piqûre.
B. — La forme des colonies est moins remarquable sur les milieux moins transparents que la gélatine : gélose, sérum gélifié, ou sur les autres milieux solides : pomme de terre, etc. Dans quelques cas, cependant, elle est presque caractéristique. Le Bacille de la tuberculose humaine pousse en amoncellements croûteux, sec's, durs (fig. 115 ,5) qu’on a voulu opposer aux colonies plus grasses du Bacille de la tuberculose aviaire . Cela est vrai en général et doit être noté, mais certains échantillons de bacille aviaire poussent en croûte, et certains bacilles humains en traînées grasses. Le B. coli pousse en une crème brunâtre et épaisse sur la pomme de terre, tandis que le B. d'Eberth donne une simple traînée brillante à peine visible, ressemblant à une trace d'escargot , qu’il faut regarder à contre-jour pour apercevoir.
Les figures 115 et 116 schématisent quelques types de culture sur gélose.
C. — Nous laissons de côté pour le moment Yodeur, la couleur, etc., des colonies. La pomme de terre est spécialement
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favorable à l’étude des microbes chromogènes. 11 faudra
. Fig. 115.
Cultures sur gélose : Schémas imités de Thoinot et Masselin.
1, Streptocoque pyogène. — 2, Proteus mirabilis. — 3, B. mvcoïdes. — 4, Staphylocoque blanc. — 5, B. de la tuberculose humaine.
Fig. 116.
Cultures anaérobies, par piqûre en milieux solides, sous l’huile.
1, "V. septique (gélatine). — 2, B. du tétanos (gélatine). — 3, V. septique '(gélose). Remarquez le craquellement produit par les gaz dans la culture 3.
cependant se méfier des différentes qualités de pomme de terre.
D. — 0n peut faire l’examen des colonies sur plaques de gélatine à la loupe ou au microscope, avec un grossissement de 25 à 55 diamètres. Pour cela., on place la plaque sur la platine du microscope, et on l’examine avec un objectif faible. On peut ainsi reconnaître de bonne heure des colonies presque invisibles, et en prélever des parcelles avec l’aiguille de platine qu’on conduit sur la colonie en la regardant par l’oculaire. On peut employer l’objectif 2 ou même 4 lorsque la transparence du milieu le permet, mais, en général, le manque de lumière rend leur usage difficile.
Lès objectifs plus forts ont un foyer trop court pour être
POUVOIR CHROMOGÈNE
utilisés. Nous recommandons la loupe montée de Reichert.
7° Pouvoir chromogène. — La couleur des cultures, bien qu’elle soit sujette à varier considérablement suivant certaines conditions, est un caractère très utile pour la différenciation de certaines espèces microbiennes.
Nous ne dirons que deux mots de la teinte plus ou moins blanche ou jaunâtre des bouillons ou des colonies solides; son
importance est minime. Mais il existe des microbes fabriquant une matière colorante spéciale et qui, presque tous, portent un nom rappelant la teinte de celle-ci.
Les microbes chromogènes sont ceux dont le protoplasma sécrète des pigments. Ces derniers sont le plus souvent cantonnés dans le protoplasma du microbe ; un seul élément ne paraît pas coloré, mais l’ensemble de la culture prend la teinte caractéristique. D’autres fois, la matière colorante diffuse dans le milieu de culture et le teint ( B . pyocyaneus, B. vert de Veau).
Fig. 117.
Culture en bouillon du Bacille pyocyanique.
Fig. 118.
Culture en bouillon du Bacille vert de Veau.
La coloration des cultures est surtout bien nette sur les milieux solides, et particulièrement sur la pomme de terre. Les cultures liquides sont en général moins caractéristiques à ce point de vue ; un bouillon où végète du B. pyocyaneus est cependant d’un beau vert (fîg. 117), il est émeraude s’il contient du B. vert de Veau (fîg. 118) \ mais cela tient à des matières colorantes diffusibles.
Citons la couleur des principaux microbes chromogènes. Le Staphylocoque pyogène est jaune orangé (fig. 119), citron (fîg. 120), ou blanc (fig. 121 et 115,4) suivant les variété ( aureus , citreus , albus). Le Bacille de la morve donne sur la pomme de terre un enduit d’abord jaune clair, café au lait, qui plus tard devient fauve, ou chocolat. La Sarcina lutea , le Micrococcus cereus flavus sont jaune d’or. Le Micrococcus prodigiosus est rose. Le Bacillus ruber est rouge vif (fig. 122). Le Micrococcus cinabreus est rouge cinabre. Le B. pyocyaneus (fig. 117) est bleu vert. Le B. vert de l’eau (fig. 118), le B. viridis , le B. virens, le B. chlorinus1 2, le B. de la diarrhée verte des nourrissons donnent des cultures vert clair. Le Bacillus violaceus est violet noir. Le B. brunneus de Schroter est brun. Le Beggiatoa roseo-persicina est parfois tellement abondant à la surface de l’eau que celle-ci est rose rouge (Schnetzler, 1887). On pourrait multiplier les exemples. Thiry (1896) a décrit un bacille polychrome , c’est-àdire donnant sur les mêmes milieux les colorations les plus différentes : violet, rose, vert, or, bleu.
Faut-il se baser sur la couleur des pigments fabriqués pour diagnostiquer une espèce ? Deux échantillons microbiens, semblables par tous leurs autres caractères, mais de teintes différente, peuvent-il appartenir à la même espèce ? La réponse est aujourd’hui toute tracée. La couleur des pigments est un caractère important, mais non spécifique, pour la diagnose. Nous
1 Lorsqu'on analyse l’eau de la plupart des fleuves ou des ruisseaux, on constate la belle coloration vert clair de nombreux ballons. Ce sont des cultures du bacille vert de l’eau ( Bacillus fluorescens liquefaciens) .
- Pour Van Tieghem (1880) et Engelmann (1882), le B. viridis, le B. virens .et le B. chlorinus seraient colorés par de la chlorophylle.
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savons qu’un microbe chromogène peut perdre définitivement la faculté de fabriquer des pigments ; Wasserzug, Charrin et Phisalix l’ont vu avec le B. pyocyaneus, Schottelius avec le
Fig. 119. Fig. 120. Fig. 121.
Culture sur gé- Culture sur gé- Culture sur gélose du Staphy- lose du Staphÿ - lose du Staphylococcus pyoge- lococcus pyoge- lococcus pyogènes aureus. nés citreus. nés albus.
Fig. 122.
Culture sur gélose
du Bacillus ruber.
Micrococcus prodigiosus , J. Courmont et Rodet avec le Staphylocoque pyogène doré qui peut devenir blanc. Nous savons que la coloration varie avec l’âge d’une culture, (B. de la morve, B. vert de Veau). Le microbe de Thiry est polychrome. Nous
savons enfin que la composition du milieu nutritif influe beaucoup sur la fabrication des pigments : on empêche le Staphylocoque doré de conserver sa teinte orangée en le privant d’oxygène, en additionnant son bouillon d’antipyrine. Le Bacillus vio laceus, très coloré sur les milieux solides, et presque incolore en cultures liquides. Le bacille du lait bleu colore les liquides en bleu foncé et donne sur gélatine une colonie blanche se détachant sur la gélatine, etc. Charrin a fait varier la fabrication de la pyocyanine par le B. pyocyaneus au moyen des agents physisiques, par l’addition d’antiseptiques, d’oxygène pur, etc. D une façon générale, il semble que toute condition qui diminue la végétabilité d’un microbe, ou atténue sa virulence, l’atteint aussi dans son pouvoir chromogène ; le simple passage de plusieurs générations successives suffit souvent à décolorer des cultures. La lumière est indispensable à la fonction chromogène du Staphylocoque pyogène doré (Gaillard) ; elle ne l’est pas pour celle du Micrococcus prodigiosus ou du Bacillus violaceus. Le radium diminue la sécrétion de la pyocyanine (Bouchard et Balthazard).
11 résulte de toutes ces remarques que la fonction chromogène n’est pas absolument fixe, et, pour être utile à la diagnose de l’espèce, ne peut, à elle seule, caractériser une espèce. On a voulu faire autant d’espèces de staphylocoques que de teintes des cultures ( aureus , albus, citreus ) ; l’espèce est unique « et des mieux définies » ; elle comporte de simples variétés qu’on distingue par la couleur des pigments sécrétés. V albus est naturellement moins virulent que Y aureus, d’après la loi énoncée plus haut. 11 faut donc se placer dans des conditions bien définies, quand on veut se servir du pouvoir chromogène comme élément de diagnose. Son existence est un signe précieux, son absence peut tenir à une foule de causes.
Si les pigments étaient bien définis chimiquement, leur composition serait une base très sérieuse de détermination biologique. Malheureusement, nous savons peu de chose à ce sujet, sauf pour le pigment du Bacille pyocyanique, la pyocyanine, qui se répand dans les liquides de culture et a une réaction spéciale. La pyocyanine a été isolée par Fordos, bien
PHOSPHORESCENCE
étudiée par Gessard, Charrtn, Wasserzüg, etc. Elle est bleue ; la coloration verte des bouillons est due au mélange de pyocyanine bleue avec un pigment fluorescent vert (Gessard) ; plus tard, dans les vieilles cultures, la pyocyanine se transforme en une substance jaune, la pyoxanthose, qui colore le bouillon en brun. Pour obtenir la pyocyanine, on alcalinise le bouillon de culture avec l’ammoniaque, et l'on agite avec du chloroforme. Le chloroforme dissout la pyocyanine et se colore en bleu de ciel foncé. Si on ajoute de l’eau, acidulée avec de l’acidé sulfurique ou chlorhydrique, la pyocyanine passe dans l’eau acidulée qu’elle colore en rouge. Le chloroforme retient les matières grasses et la pyoxanthose. La solution aqueuse rouge, saturée par la potasse ou l’ammoniaque, repasse au bleu. Si on traite par le chloroforme, celui-ci s’évapore et la pyocyanine cristallise en bleu foncé. Toute oxydation transforme la pyocyanine en pyoxanthose. Ces réactions sont caractéristiques de la pyocyanine, et du B. pyocyaneus.
Voir page 644, les pigments du B. pyocyanique .
Malheureusement, les autres pigments sont presque inconnus dans leur composition, même le pigment vert du B. pyocyanique (Gessard) cité plus haut, qui paraît avoir les mêmes propriétés que celui du B. vert de l’eau.
Les microbes chromogènes n’ont pas simplement un intérêt de curiosité : beaucoup sont pathogènes. Le Staphylocoque pyogène est l’agent le plus répandu de la suppuration (ostéomyélite, furoncle, abcès, etc.) ; le B. de la morve ; le B. pyocyanique est celui du pus bleu ; le B. syncyaneum donne le lait bleu ; le B. synæantum le lait jaune ; le B. erythrogenes le lait rouge.
Nous parlerons plus loin des cultures sur milieux colorés qui n’ont aucun rapport avec les microbes chromogènes.
8° Phosphorescence. — A côté des microbes chromogènes se placent les microbes photogènes {phobactéries) , c’est-à-dire capables de luire dans l’obscurité. Le premier, Pflüger 1
1 Pflüger, Ueber die Phosphoreszenz verwesenden Organismen. Arch. für die Physiologie, 1875.
a démontré que les lueurs émises par de la chair de morue fraîche étaient dues au développement de bactéries, auxquelles il attribuait la phosphorescence de la mer du Nord à certains jours. Cohn rencontra la même espèce sur du saumon et l'appela Micrococcus phosphoreus. Le même phénomène fut observé sur de la viande de boucherie, ou sur de la chair de poissons de mer, et attribué à des microbes par Nuesch, Bancel et Husson, Lassar, Ludwig, etc. Fischer et Forster ont séparément décrit le Bacillus phosphorescens. Giard a isolé sur les talytres '(crustacés marins) une autre bactérie lumineuse, pathogène pour ces animaux. Les géophiles (vers luisants) doivent probablement leur phosphorescence à un microbe.
La lumière produite est blanche et contient les différentes radiations du spectre, que Ludwig a d’ailleurs obtenues avec le Micrococcus phosphoreus.
L’oxygène est nécessaire à la phosphorescence ; la température influe peu. Le sel (eau de mer, bouillon salé) favorise l’apparition des lueurs. Le microbe phosphorescent ne luit pas sur tous les milieux de culture.
Les liquidés organiques peuvent être phosphorescents, grâce à des microbes. Henkel, il y a plus d’un siècle, Nuesch, récemment, ont signalé des individus à sueurs phosphorescentes.
R. Dubois a étudié avec soin le Photobacterium sarcophilum, microbe photogène, mobile, recueilli ,sur un lapin devenu lumineux après sa mort. C’est la première photobactérie isolée et cultivée. Le milieu employé, chimiquement défini, était le suivant :
Eau 100
Asparagine 1
Glycérine 1
Phosphate de chaux 0,10
NaCl 3
Ce microbe brille aussi spontanément sur la gélatine-peptone non neutralisée ou acidifiée avec l’acide lactique, mais au bout de quelques jours seulement, après avoir alcalinisé le point où il se développe. Ces cultures restent brillantes pendant un an
PRODUCTION DE GAZ
dans l’obscurité, mais perdent leur phosphorescence après une exposition de quelques jours à la lumière à -f- 10°. En réensemençant dans l’obscurité, la luminosité reparaît.
Quelle est la matière photogène? Dubois, étudiant le manteau phosphorescent de la Pholade dactyle (mollusque marin), aurait isolé deux substances cristallisables qui brillent en présence de l’eau. L’une d’elles, diastasique, a été nommée par l’auteur : luciferase. Peut-être les microbes photogènes fabriquent-ils des diastases phosphorescentes. Cependant, la substance phosphorescente n’est pas soluble, puisque le liquide de culture filtré sur porcelaine est dépourvu de toute luminosité.
Lepierre (1895) a obtenu des cultures phosphorescentes avec un microbe trouvé dans l’eau. Il fallait certains milieux pour observer le phénomène ; la teneur en phosphates n'influait pas.
9° Odeur. — L’odeur des cultures est parfois très particulière, mais ne pourra jamais qu’être un moyen très secondaire de diagnose. Celles que dégagent les cultures du Bacille de Nicolaïer est très pénétrante et fécaloïde ; il suffit de déboucher un tube de culture, même filtrée, de ce bacille pour empester le laboratoire. L’odeur des cultures de B. pyocyanique est légèrement fécaloïde, et se retrouve dans les pansements des abcès à pus bleu. Les cultures du bacille de Koch ont une odeur très agréable.
10° Production de gaz. — Plusieurs microbes, et spécialement des anaérobies, agissent comme ferments et engendrent des gaz qu’on a relativement peu étudiés. La gangrène gazeuse a tiré son nom des gaz produits dans les tissus par le Vibrion septique. Le nom de charbon emphysémateux caractérise la présence des gaz élaborés par Baclerium Chauvœi dans les tumeurs musculaires. D’autres affections gazeuses ne sont pas mortelles et sont déterminées par des microbes différents ; S. Arloing a étudié un de ces, microbes i.
• 1 S. Arloing, Leçons sur la tuberculose et les septicémies, recueillies par J. Courmont, 1892, p. 485.
S. Arloing a étudié l’action zymotique du Vibrion septique et du B.Chauvæi sur la peptorie, l’albumine et le jaune d’œuf; il y avait principalement production d’azote, d’hydrogène et d’acide carbonique.
Les gaz produits dans les cultures anaérobies peuvent être quelquefois si abondants qu’ils font sauter le bouchon. On les voit nettement creuser des cavités dans la gélatine ou la gélose. Ce sont eux qui causent l’odeur de certaines cultures. Pour analyser les gaz, on peut cultiver le microbe dans un tube à essai rempli de mercure et renversé sur un verre à pied également plein de mercure; après passage à l'autoclave, on introduit du bouillon ensemencé, sans bulle d’air, dans le tube à essai et on met le tout à l’étuve. Les gaz se voient bientôt au-dessus de la culture1. On les analyse d’après les méthodes ordinaires. On peut aussi cultiver l’anaérobie dans le vide et casser le tube de verre sous une cloche à mercure.
Pour avoir des gaz en grande quantité, et pour pouvoir les analyser de jour en jour et même d heure en heure (car leur composition change à mesure que la fermentation avance), au lieu d’opérer sur un mélange de plusieurs jours, on doit se servir d’un dispositif rappelant celui employé par Pasteur pour l’étude des fermentations (fig. 123).
Un grand ballon à deux tubulures (A) est rempli aux deux tiers de liquide nutritif ; la tubulure recourbée plonge dans un autre ballon rempli également du même liquide nutritif et bouché avec du coton ; le robinet (a) de la seconde tubulure est laissé ouvert. Deux fourneaux à gaz sont placés sous les deux ballons, qui sont chauffés à l’ébullition pendant une demiheure. Ils sont ainsi stérilisés et purgés d’air. On éteint alors le fourneau du ballon (A) qui se refroidit et on ferme le robinet (a). La vapeur d'eau se condense en (A) ; le vide se fait; le liquide du second ballon se précipite et remplit complètement le ballon (A) et ses deux tubulures. On remplace ensuite le second ballon par une capsule en porcelaine (B) remplie de mercure et stérilisée. On ensemence en mettant quelques centimètres cubes de culture dans l'entonnoir de la tubulure droite, au préalable rempli d’acide carbonique pour éviter les rentrées
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d’air ; on ouvre le robinet (a) et la semence va se mélanger au liquide nutritif ; on referme le robinet. Le tout est mis à l’étuve à + 37°. Pour recueillir les gaz (c) on place une éprouvette (G) remplie de mercure au-dessus du tube recourbé, et fait ensuite l’analyse pour les moyens ordinaires. Certains microbes fabriquent plusieurs litres de gaz par jour.
Dispositif de Pasteur pour f étude clés gaz produits par les microbes dans leurs milieux de culture.
Les produits volatils des cultures peuvent avoir une action physiologique spéciale (Charrin) (voir p. 647) et favoriser le développement de divers microbes (Trillat).
11° Réactions spéciales. — On peut se servir de réactions chimiques très simples pour compléter le diagnostic d’une culture. Malgré les espérances basées sur ces procédés (réaction de l’indol, rouge-choléra), on ne devra jamais s’en servir comme base unique de différenciation d’une espèce.
A. — La réaction la plus communément recherchée est I’acidité
ou F alcalinité de la culture au moyen de papier tournesolé sur lequel on laisse tomber une goutte de culture puisée avec une pipette. Certains microbes ont des alternatives d’acidité et d’alcalinité dans la même culture.
Cette réaction sera importante comme recherche de la production d’un acide, témoin de la fermentation d’un milieu spécial. C’est ainsi que le Colibacille donne une réaction acide si on le cultive en milieu lactosé (p. 830), par fermentation du lactose. L’acide produit serait de l’acide lactique, tantôt droit (i Colibacille du nourrisson), tantôt gauche ( Colibacille de l’enfant dès qu’il a mangé) (Péré). Pour Grimbert, l’acidité est plutôt due à l’acide succinique.
La constatation de l’alcalinité du milieu de culture indiquera parfois le moment où un microbe va diminuer en virulence (exemple : les cultures de Vibrion cholérique, en solution peptonée, qui deviennent alcalines vers le quatrième jour). Le Pneumocoque périt, dans ses cultures, lorsque le milieu devient acide : on peut prolonger sa vitalité en neutralisant par addition de carbonate de chaux.
B. — Deux réactions principales peuvent être utilisées pour la recherche de Lindol dans les milieux de culture.
La première en date, celle de Salkowski est basée sur la formation de nitroso-indol par l’action de l’acide sulfurique sur la culture additionnée de nitrite de soude.
A 10 centimètres cubes de la culture liquide, on ajoute 1 centimètre cube d’une solution aqueuse de nitrite de sodium (0sr2 de ce sel pour 1 litre d’eau distillée) puis on fait tomber goutte à goutte et très lentement de l’acide sulfurique concentré. Des stries rouge foncé apparaissent et par agitation, la liqueur se colore en rouge cramoisi. La couleur peut être facilement rassemblée par l’alcool amylique.
La réaction de -Salkowski peut être effectuée sur la culture même mais il ne saurait en être ainsi de la deuxième réaction dont nous allons parler, la réaction d'Ehrlich ou réaction à la p. diméthylaminobenzaldéhyde.
Les solutions d’indol, aqueuses, alcooliques ou éthérées addi-
RÉACTIONS SPÉCIALES
tionnéesde quelques gouttes d'une solution alcoolique de p. diméthylaminobenzaldéhyde (aldéhyde : 5 grammes ; alcool à 95° : 200 grammes), puis de quelques gouttes d’HCl donnent une belle coloration rouge.
Les matières protéiques qui contiennent le noyau tryptophanique, substance mère de l’indol donnent également des réactions colorées dans les conditions précédentes, aussi est-il indiqué d’isoler l’indol du milieu de culture. Porcher et Panisset agitent très vigoureusement 10 centimètres cubes de culture avec 4 à 5 centimètres cubes d’éther.
Celui-ci se rassemble en formant souvent une sorte de gelée que l’on disloque par l’addition de III à IV gouttes d’alcool fort.
On puise 1 ou 2 centimètres cubes de l’éther, on y ajoute IY à V gouttes de la solution de p. diméthylaminohenzaldéhyde et on fait ensuite arriver dans le fond du tube quelques gouttes d’HCl fort.
Un anneau rouge apparaît à la limite de séparation des deux couches, éthérée et acide. En agitant le mélange et en l’additionnant d’une quantité suffisante d’alcool, on homogénéise la liqueur qui prend une coloration rouge plus ou moins accentuée.
Au spectroscope, on observe deux bandes d’absorption, l une nette dans le jaune vert l’autre sur la droite de celle-ci et beaucoup plus faible.
La réaction d’Ehrlich est d’une très grande sensibilité.
Aj outons de suite que tel microbe peut perdre la propriété de présenter la réaction de l’indol ; c’est ce qu’on a vu pour le Colibacille ; faudrait-il donc le qualifier de typhique toutes les fois qu’il ne donne pas la réaction? Nous dirons pour la réaction de l’indol ce que nous avons dit pour la plupart des caractères des microbes : caractère important, surtout lorsqu’il existe, mais nullement pathognomique, et dont l’absence n’a pas grande signification.
Voici, d’après Kitasato (1889), un tableau des cultures étudiées à ce point de vue :
MICROBES NE PRODUISANT PAS
d’indol :
DE i/lNDOL :
Vibrion cholérique.
B. du choléra des poules.
B. de la septicémie du lapin.
B. tétanique.
B. du choléra des porcs.
B. du charbon symptomatique.
Vibrion septique.
Spirille de Finckler.
B. lactique.
B. coli, etc.
B. de la septicémie de la souris.
B. du rouget du porc.
B. charbonneux.
B. de Friedlander.
B. de la diphtérie.
Pneumocoque de Frænkel.
M. tetragène.
Streptocoque pyogène.
B. typhique.
B. pyocyanique.
Staphylocoque pyogène.
B. butyrique.
B. phosphorescent, etc.
C. — La réaction du rouge-choléra, découverte par Poelh, en 1886, et simultanément, en 1887, par Bujwid et p*ir Dunham, a eu des fortunes diverses. Si on ajoute 5 à 10 p. 100 d’un acide minéral (sulfurique, chlorhydrique) à une culture pure de Vibrion cholérique, on voit celle-ci tourner au rose violet en quelques minutes. La réaction se fait, grâce à la production antérieure dans la culture d’indol et d’acide azoteux. Alin-Cohen démontra bientôt que tous les microbes engendrant de l’indol donnent la réaction du choléra, parce que la plupart des acides minéraux sont impurs et contiennent de l’acide azoteux. Dunham, Koch montrèrent alors que la réaction du rouge-choléra a une réelle valeur, mais à condition : 1° de n’opérer que sur des cultures en solution de peptone (l’addition d’un peu de nitrate de potasse favorise) et non en bouillon même peptoné ; 2° de se servir d’acide sulfurique absolument pur , privé d’acide azoteux. En d’autres termes, le Vibrion cholérique serait le seul à fabriquer simultanément dans une solution de peptone de 1 indol et de l’acide azoteux. D’autres vibrions (V. de Finkler-Prior ; V. Metchnikowi ) présentent cette réaction. Certains V. cholériques ne la présentent pas. Brieger a étudié la matière colorante du Choléra Both, qu’il a pu reprendre par l’éther.
D. — Recherche de l'hydrogène sulfuré. — On peut mettre en évidence la formation d’hydrogène sulfuré en réalisant la culture dans un milieu additionné d’acétate de plomb ou
ACTION SUR MILIEUX SPECIAUX
mieux de sous-nitrate de bismuth (1-2'p. 400), ou encore par la réaction de Legal qui se caractérise par l’apparition d une coloration bleue par addition de nitroprussiate de soude en solution alcaline diluée. 11 est préférable de recourir aux réactions qui aboutissent à la formation de bleu de méthylène ou de thionine. On opère sur la culture elle-même (toutes les cultures ou même les solutions depeptone donnent de l’hydrogène sulfuré par distillation). On acidulé par II Cl fort (l p. 40 environ) et on ajoute un petit cristal de p. phénylène diamine, on verse goutte à goutte du perchlorure de fer dilué, il apparaît une belle coloration violette due à la thionine formée. Avec le dérivé méthylé de la p. phénylène diamine il se forme du bleu de méthylène (Fischer, Porcher et Hervîeux, Porcher et Panisset) .
12° Action particulière sur certains milieux de culture ; aspect des colonies sur milieux spéciaux. — Pour faire la diagnose d’uue espèce microbienne, il faut, autant que possible, essayer de la cultiver sur des milieux spéciaux qui lui conviennent particulièrement, ou sont modifiés par elle d’une façon caractéristique, ou enfin lui donnent un aspect tout spécial.
Nous ne pouvons revenir ici sur tous les milieux spéciaux que nous avons décrits au chapitre ni. On trouvera à la Deuxième Partie la façon d’employer les plus utiles d’entre eux pour le diagnostic des maladies infectieuses.
Nous insisterons seulement sur quelques modifications importantes de milieux courants, opérées sous l’influence de certains microbes, et pouvant servir à les distinguer.
A. - — La liquéfaction de la gélatine par diverses cultures est un caractère précieux à noter. Il est assez fixe, sans cependant être absolument constant pour une même espèce. Tel microbe liquéfiant peut perdre cette propriété, au moins temporairement (B. pyocyanique, J. Courmont). Cette liquéfaction est une véritable digestion par les diastases sécrétées par les microbes ; ceux-ci peuvent à un moment donné cesser de fabriquer ces ferments solubles.
Parmi les microbes qui liquéfient la gélatine, certaines différences sont à noter (lig. 124 et 125). Les uns liquéfient très rapidement, d’autres lentement , progressivement , formant une cupule dans la gélatine et n’arrivant que très tardivement à la liquéfaction complète. Avec le Staphylocoque pyogène, la liquéfaction se fait lentement et progressivement ; au bout de quinze jours ou trois semaines, le fond du tube est encore solide et transparent supportant la partie liquéfiée et trouble.
Fig. 424.
Culture de Staphylocoque pyogène en tube de gélatine, âgée de huit jours.
1, colonie liquéfiante. — 2, gélatine liquéfiée et trouble — 3, gélatine claire non liquéfiée.
Fig. 125.
Culture de Bacillus anthracis j en tube de gélatine, âgée de.
huit jours.
1, capu&hon de caoutchouc. — 2, tampon de coton. — 3, colonie liquéfiante.
— 4, gélatine non liquéfiée.
Le Bacillus anthracis liquéfie lentement en forment une eupule (fîg. 125).; on n’observe pas de liquéfaction dans les cultures jeunes.
La simple culture sur gélatine est donc très précieuse puisqu’elle permet de distinguer : 1° les microbes qui ne poussent pas sur ce milieu (B. tuberculeux) ; 2° ceux qui y poussent en liquéfiant ; 3& ceux qui y poussent sans liquéfier.
Voici quelques exemples de microbes qui poussent sur la gélatine :
agglutinabilite
MICROBES LIQUÉFIANTS :
V. cholérique
B. de rouget.
B. coli.
B. d’Eberth.
Micrococcus tetragenus.
Bacille de la diphtérie, etc.
Mavrojannis (1904) avait cru pouvoir diviser en deux classes les microbes liquéfiant la gélatine : 1° ceux qui produisent des gélatoses (la gélatine liquéfiée soumise aux vapeurs de formol se resolidifierait) ; 2° ceux qui vont jusqu’à la gélatine-peptone qui ne pourrait se resolidifier.
Tiraboschi (1905) a montré que ce n’était qu’une question de degré, d’àge de la culture d’une même espèce et non une différence ; les deux liquéfactions sont successives.
B. — La LIQUÉFACTION DE LA GÉLOSE OU du SÉRUM GÉLIFIÉ est très rare. Le Vibrion cholérique liquéfie le sérum.
La coagulation du Zaz'Z.dans lequel on cultive un microbe est assez caractéristique. C’est ainsi que le B. coli coagule le lait tandis que le B. tiyphique le laisse liquide ; le B. coli sécrète un ferment caséifiant, et le B. typhique n’en sécrète pas. Malheureusement, certains échantillons du B. coli ont perdu la faculté de caséifier le lait ; ce moyen de diagnostic n’est donc pas infaillible l.
13° Sporulation. — On a un grand intérêt à savoir si un microbe se reproduit par spores. On est encore bien indécis sur l’existence des spores d’un grand nombre d’espèces, Nous verrons au chapitre suivant la façon de reconnaître les spores au microscope ; rappelons simplement ici que les spores étant très résistantes à toutes les causes de destruction, on soupçonnera leur existence toutes les fois qu’une semence aura résisté à la dessiccation, à la lumière, à un chauffage à -f- 100°, etc.
1 On lira la thèse de Grimbert (Paris, 1903), sur le diagnostic des bactéries pour leurs fonctions biochimiques.
220 EXAMEN macroscopique des cultures
14° Agglutinabilité. — L’agglutinabilité des cultures mi- i crobiennes par certains sérums, vue, en 1889, avec le B. pyo- J cyanique, par Charrin et Roger, a été bien mise en relief par | Pfeiffer, en 1894, avec le Bacille du choléra. Les noms de Gruber et Durham, de Widal sont les plus importants à citer.
Les agglutinines résistent au chauffage à -f- 55° (ce qui les ] sépare des substances bactéricides), sont précipitables par j; l’alcool, ne traversent pas les filtres.
Depuis la découverte de la propriété agglutinante de certains J sérums d’individus soit immunisés (sérum antidiphtérique, etc.) J [réaction d'immunité) soit simplement malades (fièvre typhoïde, j morve, tuberculose) ( réaction d'infection) , sur les cultures du l microbe causal, on a voulu faire inversement, de l’agglutina- j bilité de ce microbe, par un sérum connu, un moyen de j diagnose. En principe, la méthode est excellente. Il faut, cepen- I dant, ne lui demander que ce qu'elle peut donner. Sous sa forme j absolue (tout microbe agglutiné par le sérum a est le mi- jj crobe a ; tout microbe non agglutiné par le sérum a n’est pas le f microbe a), elle donnerait des résultats inexacts.
D’abord, la question de dose est très importante. L’agglutina- i bilité n’a de valeur que dans certaines limites qu’il ne faut pas f dépasser. L’effet obtenu doit donc être comparé à la propor- j tion du mélange de sérum et de culture. C’est ainsi, par exemple, que le sérum normal du cheval agglutine le bacille de la morve à 1 p. 200, à 1 p. 400 et quelquefois au delà; le | sérum des chevaux infectés de morve agglutine toujours à j 1 p. 1000, 1 p. 1200. Le taux de l’agglutination varie avec le ba'cille utilisé, les passages par l’organisme favorisent le phénomène, j
En second lieu, tel microbe peut avoir perdu sa faculté agglutinative, de même qu’il peut la récupérer.
Les cultures du bacille d'Eberth sont d’autant plus agglutinables qu’elles sont plus anciennes dans un laboratoire (Rodet) ; j la faculté agglutinative augmente avec le nombre des généra- g tions artificielles, jusqu’à un certain taux où elle reste fixe. Bien , plus, certains B. d’Eberth récemment retirés des organismes des | typhiques ou des eaux ne sont pas dut^out agglutinables, tout en ^ étant de véritables B. d'Eberth.
PRECIPITABILITE
L’absence d’agglutinabilité ne doit donc pas modifier définitivement la diagnose d’une espèce microbienne.
Lesieur a vu que des modifications de la mobilité ne marchaient pas de pair avec l’agglutinabilité.
G. de Rossi (1904) a remarqué qu’on peut facilement débarrasser les bactéries de leurs cils par centrifugation : ces cils traversent les bougies Berkefeld V. Ils existent donc dans les filtrats et joueraient un rôle actif comme formateurs ou fixateurs d’agglutinine (récepteurs libres) ; c’est-à-dire que ces filtrats contenant des cils, injectés, produisent de l’agglutinine.
Certains microbes ne paraissent pas propres à la recherche de l’agglutinabilité, parce qu'ils ne végètent pas en cultures homogènes (ils sont naturellement agglutinés) : on peut rendre les cultures homogènes par certains artifices. On verra que le B. de Koch végète en cultures homogènes si on les agite (S. Arloing; p. 478); il en est de même du B. de la diphtérie (Nicolas).
Ch. Nicolle (1904) a bien étudié le phénomène de l’agglutination. 11 a insisté sur la nécessité d’une technique uniforme pour l’étude du phénomène, établi la courbe de l’agglutinine présente dans le sang d’un lapin inoculé dans le sang avec du B. typhique, courbe assez régulière ; il a montré l’influence des saignées qui, pratiquées pendant la descente de la courbe, arrêtent la baisse; la température qui détruit l’agglutinine typhique (60° à 70°) ; le peu de puissance dialysante de l’agglutinine, etc.
15° Précipitabilité. — Les sérums d'individus ou d’animaux immunisés ou infectés mélangés à la culture filtrée du bacille originel donnent un précipité ; ils contiennent des précipitines. C’est Krause qui, en 1897, a vu que le sérum antityphique mélangé à la culture filtrée du B. d’Eberth donnait un précipité. Précipitines et agglutinines sont assez concordantes dans un même sérum, mais ne sont pas identiques.
La recherche des précipitines a été appliquée au diagnostic des maladies infectieuses, tuberculose des bovidés (Vallée et Finzi), morve (Miessner, Panisset).
Les précipitines (comme les agglutinines) résistent au chauf-
fage à + 55°. Pour Wassermann, ces substances sont identiques.
16° Réaction de fixation ou de déviation du complément
(Bordet-Gengou). — Cette réaction est basée sur la mise en évidence de la fixation ou de la déviation du complément par l’addition, au mélange du microbe causal et du sérum suspect, d’un système hémolytique.
Lorsqu’il ne se produit pas d’hémolyse, le complément a été fixé par l’intermédiaire de la sensibilisatrice du sérum suspect, le résultat est positif. Le microbe utilisé est l’agent de l’infection présumée. L’hémolyse implique l’absence de fixation par le sérum à étudier, le résultat est négatif.
Pour bien comprendre la technique de cette réaction il faut lire, page 354, la signification des termes.
Pour l’expérience, il faut un certain nombre d’éléments.
A. Antigène. — L’antigène est, en général, constitué par une culture (jeune) qu’on dilue dans une solution de chlorure de sodium à 8 p. 1 000, de façon à avoir une émulsion trouble. On peut utiliser des bactéries tuées par la chaleur, des extraits microbiens.
B. Sérum a étudier. — On le centrifuge pour le débarrasser de tout élément figuré, on le chauffe à -f 56° pendant 30 minutes. L 'alexine ( complément ) est détruite, étant thermolabile ; tandis que la sensibilisatrice ( ambocepteur ) n’est pas altérée, étant thermostabile.
C. Complément. — On prend un sérum, non chauffé (en général de cobaye) . Le sérum recueilli depuis quelques jours, convient mieux que le sérum frais (M. Nicolle).
D. Sérum hémolytique. — On a du sérum de lapin traité par les globules rouges d’une autre espèce (de mouton ou de bœuf). Ce sérum est chauffé (comme B) à 56° pour détruire le complément et ne conserver que la sensibilisatrice hémolytique.
E. Glorules rouges. — De l’espèce dont les globules ont servi à la préparation du sérum hémolytique ( mouton ) . Bien lavés, avec la
ABC
Fig. 126.
Fixation du complément.
A. Pas de fixation du complément. — Hémolyse. — Diagnostic négatif. — B. Résultat intermédiaire. — Légère hémolyse. — C. Fixation du complément. — Pas d’hémolyse. — Simple culot de globules au fond du tube. — Diagnostic positif.
F. Technique. — On place sur un support plusieurs tubes à essai. On met dans chacun, dans des proportions variables avec
l'antigène et le sérum à étudier : 1° le sérum B ; 2° l'antigène A ; 3° le complément C. On agite. On porte à l’étuve.
On retire de l’étuve et on ajoute : 1° les globules rouges E ; 2° le sérum hémolytique anti-mouton D. On agite. On laisse reposer une demi-heure. On examine.
G. Résultats. — 1° Si le sérum étudié B contient l’anticorps spécifique que l’on recherche, les microbes fixeront l’alexine et la feront disparaître. L’ambocepteur hémolytique ne pourra agir sur les globules rouges, qui ne seront pas hémolysés ; le liquide restera clair (fig. 126, C). La réaction de fixation a été positive ; le complément C a été dévié. 11 y a des anticorps spécifiques dans le sérum étudié. Diagnostic positif.
2° Si le sérum B ne contient pas d’anticorps spécifique, de sensibilisatrice, les microbes ne fixeront pas le complément qui restera libre. L’ambocepteur hémolytique agira sur les globules rouges, qui seront hémolysés, détruits ; le liquide sera teinté par l’hémoglobine (fig. 126, A). Le complément n’a pas été dévié ; la réaction de fixation n’a pas eu lieu. Diagnostic négatif.
17° Passage des microbes à travers les parois poreuses.
— Lorsqu’on filtre une culture ou de l’eau à travers une bougie poreuse (Chamberland ou autre) on arrête tous les microbes (voir: Filtration, p. 47). On savait, cependant, depuis longtemps, que cette propriété d’aryéter les microbes n’est pas absolue. Au bout de quelques jours, la bougie Chamberland, adaptée à un robinet d’eau sous pression, laisse passer les microbes en assez grande abondance. Ce qu’on ignorait, c’est l’extrême facilité avec laquelle certains microbes peuvent traverser les bougies. C’est là une donnée d’une importance considérable, très précieuse pour le bactériologiste.
a) D’abord, certains microbes dits invisibles sont capables de traverser les filtres.
,8) Des microbes de dimensions ordinaires, le plus souvent très mobiles, peuvent traverser très rapidement les bougies filtrantes si celles-ci sont plongées dans un liquide nutritif et placées à l’étuve. Ces microbes ne traversent pas la paroi poreuse, mais végètent dans son épaisseur et la culture se propage d’une paroi
PASSAGE DES MICROBES A TRAVERS DES PAROIS POREUSES
sur l'autre. Cambier, eu 1901. a attiré l'attention sur cette curieuse propriété. Il avait cru trouver là un moyen de séparer le B. d’Eberth des autres microbes des eaux (voir p. 434). Il n’en est rien, mais le procédé est intéressant.
On le trouve décrit, page 153, avec les expériences de Lesieur, de Carnot et Fournier et les dispositifs recommandés par ces auteurs.
EXAMEN MICROSCOPIQUE DES MICROBES MÉTHODES DE COLORATION
Jusqu’à présent, nous n’avons étudié que la technique de Yexamen macroscopique. Ce chapitre sera consacré à Yexamen microscopique ; il traitera de la technique usitée pour étudier Yindividu microbien isolé. Nous avons vu, dans Y Introduction. que la morphologie du microbe est une des bases de la classification ; c’est dire que l’examen microscopique est indispensable à la détermination des microbes. Pour être fructueuse, cette étude microscopique doit disposer de moyens appropriés aux faibles dimensions des infiniment petits : de microscopes à forts grossissements et suffisamment éclairés, et, en outre, de procédés de coloration permettant de différencier le microbe du fond de la préparation.
On n’oubliera pas qu’il est des microbes invisibles qui échappent aux plus forts grossissements, à nos procédés d’éclairage ou de coloration.
Siedentopf et Zsigmondy (1903), puis Cotton et Mouton, ont indiqué des artifices pour voir et mesurer les corpuscules ultramicroscopiques. On sait que la limite de visibilité au microscope est de 0[jl 010.
§ 1. — Le microscope
Nous n’avons rien de particulier à dire des loupes ou des microscopes à faibles grossissements employés pour l’examen
LE MICROSCOPE
direct des colonies sur milieux solides (p. 204). Nous avons également parlé des instruments destinés à faire des cultures aérobies ou anaérobies sous le microscope (p. 143 et 186).
Nous ne décrirons pas le microscope : mais nous insisterons sur les accessoires indispensables au bactériologiste, pour pouvoir obtenir des grossissements allant jusqu'à 1500 diamètres l'image étant toujours suffisamment lumineuse.
Un bon microscope de bactériologie doit avoir un excellent pouvoir définissant (les bords des microbes très nets), avec un pouvoir pénétrant (netteté des microbes hors du foyer) suffisant, et un pouvoir résolvant intense (bonne image des détails).
L’éclairage au bec Auer ou électrique est excellent. 11 est bon d’interposer un écran entre le microscope et la source lumineuse.
1° Objectif à immersion homogène. — Le principe de l'immersion (Amici) consiste à relier l’objectif à la préparation par une couche de liquide dont l’indice de réfraction se rapproche-sensiblement de celui du verre. On évite l'inconvénient des réfractions multiples. On s’est d’abord servi de l’eau. Il vaut mieux employer de Y huile de cèdre ; l’indice de réfraction de l'huile étant le même que celui de la lentille de l’objectif. Y immersion est homogène. Les objectifs à immersion sont des instruments très délicats ; ils seront conservés dans des étuis en cuivre à couvercle soigneusement vissé, pour échapper à l’action si nocive des vapeurs acides du laboratoire. Pour employer un objectif à immersion, on place la préparation sur la platine et on dépose sur le point à examiner, une goutte d’huile de cèdre au moyen du bouchon plongeur du flacon. La goutte doit être suffisante pour s’étaler uniformément sous la lentille de l’objectif.
On abaisse alors le tube du microscope, au moyen de la grosse crémaillère, jusqu'à ce que l’objectif plonge dans la goutte d’huile. A ce moment on fixe la préparation, on avance l’œil sur l’oculaire et on met au point avec la vis micrométrique.
L’examen terminé, on relève le microscope, on essuie la lentille avec une fine batiste, on la lave avec du benzol ou xylol ou du toluène (qui enlève toutes les traces d’huile), on l’essuie avec une peau de chamois.
Le lavage de l’objectif au xylol doit se faire avec précaution car un excès de xylol décollerait la lentille.
On consultera les tables des fabricants de microscope, pour savoir à quel grossissement correspond le numéro de l’objectif. Le numéro de l’oculaire fera également varier le grossissement. On obtiendra le maximum de grossissement en allongeant du nombre de centimètres convenable (en général 160 mm) le tube du microscope. On a besoin couramment de grossissements de 800 à 1 200 diamètres.
2° Oculaires. — Les oculaires sont désignés par des chiffres de 0 à 5, le plus faible étant 0.
On augmente beaucoup le grossissement en employant de forts oculaires, mais aux dépens de la netteté de l’image. C’est aussi ce qui se passe si on allonge trop le tube. C'est donc aux objectifs qu’il faut s’adresser pour obtenir le grossissement voulu. On adapte en général un oculaire I ou II, et on tire le tube à 160 millimètres.
Les oculaires compensateurs sont à recommander pour les forts grossissements.
3° Condensateur Abbe. — Le condensateur Abbe se compose essentiellement de trois lentilles superposées qui sont de bas en haut : une lentille biconvexe, une concavoconvexe, une plan-convexe. L’ouverture de ces lentilles diminue de l’inférieure à la supérieure. Elles sont montées dans une garniture conique, leur face convexe en bas (fig. 127). Ce système est placé sous la platine du microscope ; la lentille supérieure pénètre par l’orifice de la platine, de telle façon que la lame de la préparation repose sur sa face plane.
On supprimera tout diaphragme et on ne se servira que du miroir plan.
LE MICROSCOPE
Le condensateur Abbe envoie sur la préparation un cône de lumière tellement intense, que toutes les parties peu ou pas colorées, les tissus spécialement, disparaissent presque complètement. Seules les parties très colorées, les microbes, absorbent suffisamment les rayons pour être visibles : elles se détachent alors du fond avec la plus grande netteté. En plus, outre les rayons centraux, il existe des rayons obliques par rapport à l’axe du microscope, lesquels augmentent encore la netteté des contours. Une coupe, un frottis qui ne présentait aucun microbe à l’éclairage ordinaire (diaphragme et miroir concave) peut, avec le condensateur Abbe, montrer une grande quantité de microbes colorés. Cet instrument est donc indispensable au bactériologiste. C’est Koch qui l’a employé le premier, pour examiner les microbes colorés, en même temps qu’il supprimait le diaphragme.
Les préparations non colorées ne sont visibles à l’éclairage Abbe qu’à la condition de rétrécir considérablement le champ du microscope au moyen du diaphragme iris ; c’est ainsi qu’on arrive à apercevoir le tissu d’une coupe primitivement invisible.
Hueppe conseille, pour augmenter encore la netteté, de glisser entre le condensateur et la lame de la préparation, une goutte d’huile à immersion : le milieu est alors de même réfringence depuis le condensateur jusqu’à l’objectif.
4° Diaphragme iris. — Le diaphragme iris (fi g. 128) est formé de lames mobiles les unes sur les autres fixées dans un tambour qui permet de réduire ou d’agrandir l’ouverture centrale en faisant mouvoir un bouton. On n’a pas besoin de rien déranger dans l’appareil pour modifier l’ouverture. Le diaphragme iris permet donc de rétrécir progressivement le champ microscopique.
C’est un instrument commode pour examiner les préparations peu ou pas colorées, par exemple les microbes vivants. On rétrécit d’autant plus l’ouverture que la préparation est moins
Fig. 127.
Schéma du condensateur Abbe.
colorée. Nous venons de voir qu’il est employé quelquefois avec le condensateur Abbe.
Le diaphragme est également indispensable pour l'examen avec un objectif très puissant des préparations colorées.
5° Micromètre. — Les microbes ont des dimensions qu'on exprime par le nombre de p ou millièmes de millimètre. On se
Fig. 128.
Diaphragme iris.
sert d’un oculaire quadrillé pour faire ces mensurations. On pourrait s’en passer, en connaissant très exactement le grossissement obtenu et en mesurant avec une règle les dessins obtenus à la chambre claire.
6° Lames et lamelles. — On emploiera des lames et des lamelles de bonne qualité et assez minces.
Les lames sont en général des dimensions 76/26 millimètres ; les lamelles 18/18 sont les plus employées. On aura cependant quelques lamelles 22/32.
La propreté des lames et lamelles est indispensable. Lorsqu’elles sont souillées de baume ou d’huile, on les recueille dans
l’ultra-microscope
un cristallisoir rempli d’alcool à brûler. Le nettoyage s’opère en les faisant bouillir une dizaine de minutes dans une capsule de porcelaine remplie d’une solution de carbonate de soude à 5 p. 100. On lave et on passe dans l’acide sulfurique ou dans la solution :
Acide sulfurique 100
Bichromate de potasse . . 20
Eau 1 000
Fig. 129.
V ultra-microscope.
Condensateur, lame, lamelle, objectif.
On les conserve dans l’alcool à 95° ou dans de l’alcool à 70ü additionné de quelques gouttes d’ammoniaque.
§2. — L'ultra-microscope
L’ultra-microscope sert à observer les bactéries vivantes non colorées, les substances colloïdes, etc. Ce résultat est obtenu par un effet de contraste entre les bactéries intensivement éclairés par diffraction et le fond obscur.
L’app&reil concentre la totalité des rayons lumineux arrivant du miroir au point P (fig. 129).
Le condensateur est placé comme le condensateur Abbe.
On emploiera des lames de 1 mm. d’épaisseur au maximum.
On mettra une goutte d’huile de cèdre entre le condensateur et la lame de préparation.
11 faut un éclairage très intense : lampe à arc, lampe Nernst.
Le diaphragme iris sera complètement ouvert.
On utilisera l'objectif à immersion, apochromatique, à condition qu’il soit diaphragmé d'une façon particulière.
| 3. — Examen des microbes sans coloration
Avant la découverte des méthodes de coloration, on avait vu des microbes, même dans les coupes des tissus. On regardait directement les cultures délayées dans de l’eau, ou on traitait les coupes par les acides et les alcalins. Les coupes d’un tissu durci à l’alcool étaient plongées dans une solution forte d’acide acétique, puis dans une solution de potasse ou de soude à 2 p. 1 00 ; elles devenaient ainsi absolument transparentes, sauf dans les points contenant des amas microbiens. C’est ainsi que Beckmann avait vu des bactéries dans les vaisseaux du rein, bien avant d’en connaître la nature. Hetberg s’était servi de la potasse dans ses études sur la pyémie. Enfin, Baumgarten, par le môme procédé, avait vu, avant Koch, le bacille tuberculeux. Mais on comprend le peu de progrès réalisables par des méthodes aussi primitives, aujourd’hui complètement abandonnées. Le microbe, même en culture abondante, est à peine visible en raison de son peu de. réfringence ; il est absolument impossible de savoir si la culture est pure, etc. ..
L’examen des microbes sans coloration n’est plus usité. aujourd’hui que pour étudier leur développement , en cultures sous le microscope (p. 143 et 186), pour apprécier leur mobilité ou pour constater leur agglutination. Lors même qu’on vèut connaître la forme exacte et les mauvements des microbes,, c’est-
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à-dire les propriétés des microbes vivants, on se sert des méthodes de coloration (voir p. 239).
| 4. — Examen des microbes avec coloration
La coloration des microbes est la base de leur examen microscopique.
A) — Généralités
1° Avantages de cette méthode. — Ils sont nombreux. La coloration permet de découvrir des microbes là où ils étaient invisibles. Elle est indispensable pour étudier la forme des microbes, leurs mouvements, les particularités de leur structure telles que cils, spores, forme des extrémités, etc. Elle est précieuse pour la classification, en faisant connaître les propriétés chimiques de certains microbes : méthode de Gram, de Ziehl, etc. Seule, la coloration permet de voir les microbes dans les coupes et d’étudier leur distribution, leurs rapports avec les cellules. Enfin, la coloration rend possible la conservation pendant plusieurs mois ou davantage des types de préparations de cultures, des coupes qu'on peut montrer, dessiner, photographier.
2° Historique (Weigert. Koch, Ehrlich) . Principes généraux. — On sait que la découverte des réactions chimiques des tissus, la possibilité de différencier certaines de leurs parties au moyen de réactifs, date de l'introduction du carmin en histologie par Hartig, en 1854, et Gerlach, en 1858. Mais, en 1871 seulement, Weigert appliqua le carmin ammoniacal à la coloration de certains cocci. En 1872, Eberth et Wagner réussissaient à colorer des cocci à l’aide de l’hématoxyline, mais échouaient pour les bacilles. La véritable découverte de la coloration pratique des microbes date de 1875, et elle appartient à Weigert L Le premier, Weigert emploie les couleurs d’aniline
1 Weigert, Z ur Technik der mikroskopischen Bactérien , Untersuchungen Virchow’s Arch., t. LXXXIY.
(le violet de méthyle) et montre que les cocci sont colorés par les réactifs du noyau ; le premier, en outre, il réussit à décolorer les tissus autour des microbes. Il plongeait les coupes dans une solution d’hématoxyline qui colorait en bleu noyaux et cocci ; il décolorait les noyaux à l’aide d’une solution étendue de potasse et d’acide acétique ; ces coupes furent les premières où seuls les microbes restaient colorés . L’hématoxyline ne réussissant pas à colorer les bacilles, Weigert leur appliqua les couleurs d’aniline ; c’est en 1877 que furent ainsi obtenus les premiers bacilles colorés. Cette même année 1877 voit naître les travaux de Koch 1 qui fait entrer définitivement dans la pratique l’usage des couleurs d’aniline en montrant l’intensité, la sûreté, la rapidité de cette méthode de coloration. En 1878, Koch obtient des coupes entièrement décolorées, sauf les microbes, en les lavant dans une solution de carbonate de potasse ; il était sur la voie de la découverte du bacille tuberculeux. En 1881, Weigert montre les premières coupes avec double coloration ; les microbes étant colorés par le bleu de méthylène, et les noyaux en rouge par le picro-carmin. En 1882, Koch colore une espèce déterminée (le B. tuberculeux ) par un procédé non applicable aux noyaux et aux autres microbes. Les couleurs d’aniline étaient définitivement entrées dans la pratique. Mais quelles couleurs employer ?
Ici se placent les travaux d’EHRLicH 2 et de ses élèves Schwarze et Westphal (1880). Weigert, Eberth et Wagner avaient fait admettre qu'il y avait une relation entre les réactions chimiques et la forme du microbe ; le carmin, l’hématoxyline, la safranine (un des meilleurs réactifs des noyaux) coloraient les cocci et non les bacilles. Obermeyer (1873) croyait que les spirilles se coloraient moins bien que les autres formes microbiennes. C’était une erreur ; il n’y a aucune relation entre la forme et la réaction chimique, cette dernière est spéciale pour une espèce
1 Koch, Untersuchungen über Bactérien, Cohn’s Beitrâge zur Biol, der Pflanzen, III.
2 Ehrlich, Technik der Bactérien Untersuchung, Zeits. f. kl. Medicin, I et II.
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donnée et dépend de la couleur employée ; c’est ce qui va ressortir de l’exposé des expériences d’EHRLiCH et de son école.
Ehrlich a diviséles couleurs d’aniline (lesquelles sont des sels) en basiques, acides ou neutres. Les couleurs basiques sont celles dont la base est colorante, tandis que l’acide ne l’est pas ; ainsi, dans l’acétate de rosaniline, c’est la rosaniline qui est colorante. Dans les couleurs acides , au contraire, l’acide est colorant, la base ne l’est pas : ainsi, dans le picrate d’ammoniaque, c’est l’acide picrique qui a les propriétés colorantes. Les couleurs neutres sont celles qui sont composées d’un acide et d’une base doués tous les deux du pouvoir colorant ; exemple : le picrate de rosaniline. Voici un tableau des principales couleurs d’aniline.
COULEURS ACIDES '. COULEURS NEUTRES
Éosine. Picrate de rosani-
Purpurine. line.
Fluorescéine.
Tropéoline.
Picrates, etc.'
Cette division des couleurs d’aniline a une importance capitale en histologie et en bactériologie, car ces différentes classes de couleurs ont des propriétés bien spéciales.
Les couleurs basiques ( couleurs à élection ) ont une élection remarquable pour les noyaux des cellules et par conséquent pour tous les microbes, puisque les microbes sont constitués à peu près exclusivement par de la substance nucléaire ; le microbe est une cellule réduite à sonnoyau. Cesont des couleur s nucléaires.
Les matières albuminoïdes, et tout particulièrement les
Violet .
Bleu
COULEURS BASIQUES :
/ V. de gentiane.
V. de méthyle
B. de Bismarck.
Vert .
Brun .
( Vésuvine.
nucléines, dont se rapproche beaucoup le protoplasma microbien, sont acides et se combinent avec la base colorante des couleurs basiques. La combinaison est d’autant plus fixe que l’albuminoïde est plus acide, c’est dire que la coloration des noyaux et des microbes est plus fixe que celle du reste d’une coupe de tissu par exemple. Les couleurs basiques ont donc des propriétés électives qui les rendent très précieuses au bactériologiste. J
Les couleurs acides ( couleurs sans élection) au contraire, imprègnent indistinctement tous les éléments d’une préparation ( colorants diffus ) sans que la coloration résulte d’une combinaison. 'toutes les parties de la cellule sont également teintes sans élection. Le principe colorant étant acide ne peut se combiner avec les albuminoïdes également acides; c’est une teinture uniforme et non une réaction chimique. Le bactériologiste n’emploiera donc les couleurs acides que dans des cas très restreints. 11 en est de même des couleurs neutres et pour les mêmes raisons. • :
En résumé : on emploiera les couleurs basiques. On obtient avec elles des colorations aussi fixes que la combinaison chimique qu’elles représentent ; ces colorations n’atteignent que certains éléments ; enfin, leur fixité varie avec les différentes cellules et les espèces microbiennes. La combinaison est plus stable avec le protoplasma de tel microbe qu'avec .celui de tel autre : c’est un signe distinctif précieux pour la diagnose de l’espèce. La décoloration incomplète des coupes repose aussi sur le principe des différences dans la stabilité des colorations des éléments constituants. Une expérience d’EiiRLicH fait comprendre cette hiérarchie dans la stabilité de la colôration. On étale sur une lamelle un frottis de tissu quelconque contenant différents microbes, parmi lesquels le B. tuberculeux. On colore longuement au violet de gentiane et on lave à l’eau. On examine : la coloration est diffuse. On traite par l’acide acétique dilué : seuls les noyaux et les microbes restent colorés. On traite par le carbonate de potasse : les noyaux ont disparu, tous les microbes sont encore colorés. On traite par une solution d’acide nitrique : il ne reste plus de coloré que le JB. tuberculeux. On
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prolonge le séjour dans le bain d'acide nitrique: tout est décoloré, c’est la « décoloration maxima » d’EHRLiCH.
11 n’y a donc pas de coloration absolument fixe, il y a des colorations plus ou moins fixes suivant les éléments combinés. La décoloration par un acide minéral s’obtient grâce à l’affinité de cet acide pour les couleurs avec lesquelles il forme des combinaisons très solubles dans l’eau et à peu près incolores : la matière colorante, sel mono-acide, est devenue sel tri-acide, incolore ; par addition d’eau le sel redevient monoacide coloré : la décoloration a lieu au moment où l’acide employé est plus fort que l’acidité du protoplasma coloré. N’oublions pas cependant qu’il s’ajoute à cela les différences d’épaisseur des cuticules microbiennes. La décoloration par l’alcool, par la glycérine s’obtient grâce à une simple affinité de ces substances pour les colorants, l’alcool fait rapidement disparaître le vert de méthyle, tandis qu’il respecte la vésuvine; le brun de Bismarck, la vésuvine résistent à la glycérine.
On conçoit les progrès réalisés à la suite des découvertes d’EHRLICH.
La 'possibilité des doubles colorations, connues depuis Weigert et Baumgarten, est facile à comprendre avec les données précédentes. Elles seront successives, substitutives ou électives.
On emploiera une couleur basique quelconque si on veut simplement mettre en relief l’ensemble général d’une préparation ; nous étudierons plus loin les colorations spéciales. Avant l’introduction des plaques iso-chromatiques en photographie on se servait beaucoup de la vésuvine et du brun de Bismarck, qui seules permettaient une photographie nette des préparations colorées ; actuellement on peut photographier des préparations de toutes couleurs. Nicolle préconise beaucoup la Ihionine (voir plus loin). Un composé minéral, Y oxychlorure de rhuténium ammoniacal, a les mêmes propriétés colorantes que les couleurs d’aniline, mais en plus colore bien les pièces fixées par l’acide osmique (Nicolle et Cantacuzène).
Nicolle (190j3) préconise le bleu de méthylène et le neutralroth comme permettant de voir la structure interne des microbes.
3° Mode de conservation et d’emploi des couleurs d'aniline. — On conserve les couleurs d’aniline en poudre dans des flacons ordinaires. Il importe de s’approvisionner constamment à la même fabrique , car des dénominations identiques ne s’appliquent pas toujours à des produits identiques et bien définis. 11 arrive d’obtenir avec une couleur des résultats, impossibles à reproduire avec d’autres échantillons, la première provision une fois épuisée.
Les couleurs d’aniline sont solubles dans l’alcool et dans l’eau.
On prépare d’avance des solutions alcooliques saturées; elles ne s’altèrent pas et peuvent se conserver longtemps. On verse dans une éprouvette de l’alcool absolu ou de l’alcool à 95° (de l’alcool à 50° pour la thionine) et 25 p. 100 environ de poudre. On laisse en contact jusqu’au moment de préparer avec cette solution mère des solutions hydro-alcooliques ou phéniquées. Les solutions alcooliques sont conservées dans des flacons de 50 centimètres cubes environ
Les solutions aqueuses s’altèrent facilement, et peuvent même devenir à la longue d’excellents milieux de culture. Il est facile de comprendre qu’une solution destinée à colorer les microbes d’une préparation ne doit pas en contenir. On doit toujours filtrer une solution aqueuse avant de l’employer pour se débarrasser des grumeaux. En général, on se sert de solutions mixtes : 10 -parties d'eau pour 1 partie de solution alcoolique; des solutions purement aqueuses peuvent cependant avon* leurs indications (coloration des microbçs vivants) .
Fig. 130.
Flacon comptegouttes.
A, flacon bouché avec son bouchon vu de face pour montrer la rainure du bec. — B, bouchon vu de profil pour montrer les rigoles latérales.
COLORATION DES MICROBES VIVANTS
4° Outillage nécessaire pour les colorations. — Il faudra des provisions de couleurs diverses en poudre, des solutions
d’acide nitrique ou sulfurique, liquide iodo-ioduré, etc., un bec Bunsen ou une lampe à alcool, une aiguille à dissection, des lames et des lamelles.
B) — Coloration des microbes vivants
Cette méthode de coloration ne s’applique naturellement qu’à l’examen des cultures et quelquefois des exsudats, mais nullement à celui des coupes. Elle sert à observer la forme réelle du microbe qui n’est pas rétracté par la dessiccation, ses mouvements1, ses dimensions.
On se sert pour colorer le microbe sans le tuer de solutions aqueuses très diluées ; la dilution doit être telle que la goutte
1 Nombre d’espèces microbiennes sont mobiles. Cette mobilité est un caractère assez important pour la diagnose. Elle est très variable : très rapide ou très lente. La translation des microbes s’exécute suivant des modes très divers : progression régulière d’avant en arrière, autour d’un axe longitudinal, par oscillations. Les spirilles se meu-
en papier, des verres de montre ou des coupelles en porcelaine, 'des verres à pied, des pinces Cornet (fig. 132), des flacons divers simples ou à compte-gouttes contenant différents liquides : alcool, solutions
Pissette.
écrasée entre la lame et la lamelle paraisse incolore. On met une goutte d'une pareille solution au centre d’une lame, et on dépose sur elle une goutte de la culture à examiner. Si la culture est liquide, on la puise directement ; si elle est solide, on en délaie une parcelle dans une solution de sel marina ; on peut aussi ajouter un peu de solution saline à la culture liquide. La goutte de culture déposée sur la goutte de solution colorante, on les écrase avec une lamelle qu’on scelle à la paraffine, si l’examen doit être un peu prolongé. La préparation est prête à être examinée. Le fond paraît incolore, les microbes se détachent suffisamment colorés avec tous leurs mouvements, leur forme réelle. Si l’étude des mouvements est le véritable but de l’opération, on se servira avec avantage de la chambre humide de Ranvier (p. 145). Les mouvements cessent dès que l’oxygène de la goutte est absorbé, on prolongera leur durée en emprisonnant une bulle d’air entre la lame et la lamelle, ou en introduisant dans la goutte des fragments d’algues vertes d’après le procédé d’ENGELMANN.
On peut opérer un peu différemment. On place côte à côte sur la lame la goutte de culture et une goutte très fine de solution colorante concentrée. On fait rejoindre les deux gouttes par leur bord en appliquant la lamelle : les microbes ont alors des degrés inégaux de coloration, suivant qu’on les examine en un point plus ou moins rapproché de la tache colorante.
Macé recommande l’usage du vert de méthyle qui ne colore pas uniformément ; J. Courmont la fuchsine ouïe violet de gentiane.
Petit à petit les microbes réduisent et détruisent les couleurs. On en a tiré une méthode pour apprécier la richesse microbienne du lait.
vent comme des anguilles. Les microcoques exécutent des mouvements de giration sur eux-mêmes.
Cette mobilité est due aux cils vibratiles (p. 254).
Les microbes les plus rapides sont le V. cholérique , le B. d'Eberth, le B. subtilis 118 cm. à l’heure, Lehmann). La mobilité varie naturellement avec l’àge de la culture (diminuant avec le vieillissement) avec la température ambiante (diminuant avec l’abaissement de t°), etc. Les antiseptiques, les sérums agglutinants la font diminuer ou disparaître.
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Les microbes ainsi colorés finissent par mourir. E. Roux et Sergent ont ainsi créé un Pneumocoque atténué pouvant servir de vaccin.
G) — Coloration des microbes après fixation (hors des coupes)
En laissant de côté, pour le moment, la coloration des microbes dans les coupes histologiques, nous devons étudier les méthodes de coloration des microbes présents dans les cultures, ou les produits pathologiques quelconques. On appelle frottis le mode de préparation qui consiste à écraser un tissu entre deux lames ; les débris sont colorés et examinés ; les microbes, certaines formes cellulaires, apparaissent ainsi suffisamment. Le frottis ne peut remplacer les coupes, mais constitue un procédé rapide pour la coloration des microbes dans un tissu.
La base de la coloration des microbes, dans ces conditions, est la fixation; les microbes sont tués et fixés dans leur forme sur la lame qui subira les différents bains de la coloration. Depuis longtemps (1838) Ehremberg avait employé la dessiccation pour fixer les infusoires ; Ehrlich avait également chauffé une goutte de sang pour étudier les globules. Koch appliqua ce procédé à la bactériologie, en 1879.
1° Méthode générale. — Elle comprend un certain nombre de temps :
A. Étalement. — Il faut d’abord étaler la matière contenant les microbes entre deux lames.
On prend deux lames bien sèches, et on dépose à d’extrémité de l’une d’elles la goutte de culture ou la parcelle de tissu, de pus, de lait, etc., destinée à être examinée. Les cultures sur milieu solide sont au préalable délayées, dans une goutte d’eau distillée et stérilisée, sur la lame elle-même ; les liquides pathologiques peuvent être centrifugés. On recherchera de préférence les parties solides du pus, des exsudats. On recouvre la première lame avec une seconde, et on fait glisser alternativement l’une contre l’autre les deux lames. Lorsque la goutte liquide paraît
uniformément étalée, lorsque le frottis est suffisamment écrasé, on .sépare brusquement les deux lames par glissement, chacune d'elles peut être utilisée.
On peut aussi étaler les produits sur la lame avec l’extrémité de la pipette qui sert au prélèvement, avec le bord d'une lame rodée ou d’un petit morceau de bristol.
Il est quelquefois intéressant de constater le groupement naturel des microbes d’une culture solide. Koch a employé la préparation par impression (Klatschprâparat) pour étudier les colonies du B. tuberculeux. On applique légèrement une lamelle sur la face supérieure d une colonie qui s’accole au verre (voir p. 483).
B. Dessiccation. — Pour opérer la dessiccation il suffit de laisser la lame à l’air libre, sous une cloche pour éviter les poussières; mais la dessiccation est longue. On peut l’activer par l’agitation dans l’atmosphère chaude ; au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen ou en déposant la lame à l'étuve à 37°.
On utilisera aussi la platine chauffante (fig. 133).
MÉTHODE GÉNÉRALE DE COLORATION
C. Fixation. — On doit fixer solidement la préparation à la lame pour que les manipulations ultérieures ne l’entraînent pas. On obtient cette fixation en coagulant les matières albuminoïdes : il se produit une véritable rétraction qui fait adhérer au verre. C'est le temps le plus délicat des préparatifs de la coloration. On obtient une fixation excellente en mettant la lamelle dans une étuve à + 115°; on préfère, pour aller plus vite, la passer simplement au-dessus de la flamme d’une lampe à alcool ou d’un bec Bunsen, en la tenant entre les doigts. On promène lentement la lame en la faisant passer trois fois sur la flamme, le côté de la préparation en l’air, « comme si on coupait du pain » (Koch). Ces trois passages suffisent à porter la lame à -f- 120°. La fixation est très difficile si le bouillon de culture contenait de la glycérine (cultures du Bacille de Koch ou Bacille de la morve).
On peut encore fixer rapidement avec quelques gouttes d’alcool absolu que l’on enflamme sur la lame ou on peut attendre l’évaporation spontanée de l’alcool absolu, de l'alcool-éther (âà) dans lesquels les lames ont été maintenues quelques minutes.
D. Goloratjom. — Deux procédés sont employés. Le premier consiste à faire tomber quelques gouttes de la solution colorante sur la lame.
a. Les bains colorants simples se composent d’une solution d’une couleur d’aniline quelconque :
Solution alcoolique : I
Eau 10
on laisse en contact pendant deux à dix minutes suivant le colorant.
Pour obtenir une coloration plus intense, on prolonge le contact pendant vingt-quatre heures à froid, ou pendant dix mi- . nutes à chaud, jusqu'à production de vapeurs. Ce chauffage (Koch, Loeffler) se fait dans une étuve à -f- 50°, ou au-dessus d’une flamme, il faut renouveler la matière colorante pendant l’opération pour éviter la dessiccation à la surface de la lame.
p). Un autre procédé consiste à employer un mordant (procédé
imité de la teinture) qui, se combinant à la fois avec la matière colorante et l’élément cellulaire, les unit plus intimement. Citons parmi les principaux mordants :
Acides
acétique, oxalique.
Phénol à 5 p. 100 (Ziehl). Créosote.
Tanin à 25 p. 100.
Iode en solution iodo-iodurée.
Bichlorure de mercure.
Potasse à 0,01 p. 100 (Koch, Lôffler).
Alcalins ] Ammoniaque.
[ Aniline (Ehrlich, 1882).
L’huile d’aniline est blanche lorsqu’elle est bien pure, mais brunit très facilement. On fait un mélange d’une partie d’huile pour vingt d’eau, on agite fortement, on laisse reposer cinq minutes, et on filtre sur papier mouillé jusqu’à clarification. On appelle eau d’aniline le produit de la filtration ; il peut se conserver assez longtemps. L’eau d’aniline est de moins en moins utilisée.
On emploie'couramment (et presque uniquement) les liquides à mordants pour toutes les colorations. On devra préparer les suivants :
1° Liquide phéniqué de Ziehl (1882) :
Fuchsine ou rubine 1 gramme.
Phénol neigeux 5 —
Alcool à 90°. . . 10 —
Triturer d’abord la fuchsine et l’alcool ; ajouter le phénol ; agiter jusqu’à dissolution. Ajouter :
Eau 90 cent, cubes.
Attendre vingt-quatre heures. Filtrer. Avec les solutions mères (1 p. 10) préparées à l’avance on peut obtenir rapidement les solutions phéniquées en mélangeant 10 centimètres cubes de la solution mère et 90 centimètres cubes d’eau phéniquée à 5 p. 100.
Ce liquide colore tous les microbes à froid en quelques
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secondes, sauf le Bacille tuberculeux qui exige une plus longue exposition (voir p. 259). 11 ne doit être employé que pour la coloration des cultures, car le phénol détermine des grumeaux dans les préparations de sang, de pus, d’exsudats.
2° Bleu phéniqué de Kühne :
Bleu de méthylène 1 gramme.
Phénol neigeux 1 —
Alcool absolu 10 cent, cubes.
Eau 100 —
Liquide à placer à côté de celui de Ziehl.
3° Bleu alcalin de Lof fier (1884) :
Solution alcoolique de bleu de mé-
thylène 30 cent, cubes.
Potasse 0CC,01
Eau 100 cent, cubes.
4° Violet aniline d'Ehrlich, Weigerl :
Solution alcoolique saturée de violet de gentiane ou de violet de
méthyle 5 cent, cubes.
Eau d’aniline 100 —
à mélanger au moment de l’employer.
5° Thionine phéniquée (Nicolle) (voir p . 270) :
Solution saturée de thionine dans
alcool à 50° 10 cent, cubes.
Eau phéniquée à 1 p. 100 100 —
C’est, peut-être, le plus usité des colorants ordinaires.
6° Bleu de Roux. — Préparer séparément chacune des deux solutions :
Violet dahlia 1 gr.
Alcool absolu 10 —
Eau distihée. . Q. S. p. 100 —
Vert de méthyle. ... 2 gr.
Alcool absolu 20 —
Eau distillée. . Q. S. p. 200 —
Au bout de vingt-quatre heures, les mélanger. Filtrer. Conserver en flacon bien bouché.
Toutes ces solutions doivent être filtrées au moment de s’en servir. On verse sur un petit entonnoir garni d’un filtre, et on fait tomber directement sur la lame.
y) . Dans les vieilles cultures, surtout en bouillon, existent des ' matières précipitées qui se colorent comme les microbes et nuisent à la netteté de la préparation.
Pour remédier à cet inconvénient Thoinot et Masselin recommandent de' colorer à la fuchsine phéniguée de Ziehl pendant cinq à quinze minutes, rincer et sécher. Plonger ensuite la | préparation dans de Y huile d’aniline jusqu’à décoloration en apparence totale, puis passer dans Yessence de bergamotte ou de girofle et enfin dans le xylol.
Guiraud et Gautié (1901) recouvrent la lame d’une solution aqueuse saturée de bleu daniline et chauffent jusqu’à dégagement de vapeurs, à deux ou trois reprises. On lave à grande eau. La lame paraît complètement incolore. L’opération ne dure pas cinq minutes. Seuls les microbes sont colorés.
E. Décoloration, doubles colorations. — a) Le plus souvent la coloration est terminée, et on passe de suite au lavage. Mais, lorsqu’on veut auparavant décolorer la préparation en totalité ou en partie (voir Colorations spéciales ), on se sert des substances suivantes :
Glycérine
Essence de girofle.
Huile d’aniline.
Acide acétique, 0,5 à 1 p. 100.
— chlorhydrique, 10 gouttes par 500 cent, cubes d’eau.
— nitrique, 25 p. 75 (Ehrlich).
— sulfurique, 25 p. 75 ou 100.
Carbonate de potasse (Koch).
Alcool-acétone (5 p. d’alcool absolu, 1 p. d’acétone) (Nicolle). Eau de lithine (Kühne) .
P) Les doubles colorations sont employées comme réactions histochimiques (Gram, Ziehl), pour apprécier certaines particu-
Eau
Alcool
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larités de structure (capsulé) ou de développement (spores) on les utilise surtout pour distinguer, dans les produits pathologiques, les bactéries des éléments des tissus (leucocytes, hématies, granulations protoplasmiques ou nucléaires libérées par la fixation). Le rouge ressort bien sur le vert et le bleu, le violet sur la vésuvine, l’éosine, la chrysoïdine (fauve). A côté de ces colorations successives se placent les colorations substitutives . Dans ce cas, le second bain est à la fois décolorant et recolorant pour certains éléments (voir plus loin). Les colorations électives n’emploient qu’une seule matière colorante qui colore différemment les éléments. Le violet de méthyle colore en violet les noyaux et les microbes, et en rouge la substance amyloïde ; le vert de méthyle colore en vert noyaux et microbes, et en violet la substance amyloïde. En colorant avec du bleu de méthyle un lambeau de mésentère d’une souris morte de péritonite suppurée à Staphijlocoques , on voit les microbes en bleu, et certaines cellules conjonctives ( Mastzellen d’EHRLiCH) présentant un noyau incolore et des granulations (basophiles) violettes. Le bleu de méthylène colore en violet les cellules adipeuses. BABÈs.a vu certains microbes colorés en bleu avec des points rouges par le bleu de méthylène.
On peut, enfin, mais surtout avec les coupes, obtenir des triples et quadruples colorations.
Ce 5e temps variëra seul dans les méthodes de colorations spéciales.
F. Lavage. — On lave à l’eau, en faisant couler sur la face colorée l’eau delà pissette. Si la coloration reste trop intense, on peut laver rapidement à l’alcool.
G. Dessiccation, examen, conservation. — Il faut d’abord reconnaître le côté de la lame qui est recouvert par la préparation ; on gratte dans un angle avec une fine aiguille à dissociation. La lame est desséchée soit entre des doubles de papier mousseline soit, après avoir rassemblé l’excès d’eau sur un des bords de lame en soufflant à sa surface, par agitation à l’air libre, au-dessus de la flamme d’un bec BuAsen, sur la platine chauffante ou à l’étuve (37°) . Les deux faces de la lame
doivent être parfaitement sèches avant l'examen. La préparation colorée, lavée, séchée peut être examinée. Il suffit de déposer une petite goutte d’huile de cèdre en un point quelconque de la partie colorée et de porter sur la platine du microscope. Si la préparation doit être conservée, on enlève l’huile de cèdre par le xylol et on essuie avec un linge fin.
2° Colorations spéciales. — Certains microbes jouissent d’affinités spéciales pour certaines solutions colorantes.
A. Méthode de Gram1. — a. Méthode primitive. — Cette méthode imaginée par Gram, en 1884, est basée sur la propriété qu’a l’iode de former avec le violet un nouveau composé qui a une affinité particulière pour certains microbes, et colore beaucoup moins les tissus que le violet aniliné. Elle sert de caractère très important pour la diagnose des espèces.
MICROBES QUI NE PRENNENT PAS LE GRAM
B. de la morve.
Bacille de la pseudo-tuberculose.
Pasteurella.
B. coli.
B. pyocyanique.
Gonocoque.
Vibrion cholérique.
B. typhique.
Bacille du chancre mou.
B. de la peste, etc.
On colore pendant cinq minutes avec la solution d’Ehrlich (' violet aniliné, p. 245), puis on plonge dans la solution de Lugol :
Iodure de potassium 2 grammes.
Iode 1 • —
Eau 300 —
jusqu’à coloration noire (une ou deux minutes). On lave ensuite à plusieurs reprises dans l’alcool absolu jusqu’à décoloration :
1 Gram, Fortsch. der Medicin, 1884, p. 185.
MÉTHODE DE GRAM
ce troisième temps est quelquefois très long. Les tissus et les microbes qui ne « prennent pas le Gram » sont décolorés. On peut recolorer le fond. On éclaircit par le xylol, etc.
b. Méthode de Gram modifiée par Lôffler. — F. Lôffler (1906) remplace le violet de gentiane par le violet de méthyle 6B ou BN dissous dans l’eau phéniquée à 1/2 p. 100 dans la proportion de 1/10. 11 remplace aussi le Gram par le mélange de Unna (iodure de potassium à 5 p. 100 et eau oxygénée) qui fait agir l’iode à l’état naissant,
c. Méthode de Gram modifiée par Nicolle (1895) . — Il vaut mieux employer la méthode de Gram avec les modifications suivantes. Le violet phéniqué inaltérable est substitué au liquide d'Ehrlich ; la solution de Lugol est plus forte ; Y alcool-acétone inaltérable, et décolorant très rapidement, est substitué à l’alcool. L’opération est plus rapide, plus sûre ; les préparations ne brunissent pas à la longue, et la triple coloration est possible (voir coupes, p. 270).
Fixer, colorer, quatre à six secondes avec :
Sol. saturée de violet de gentiane dans alcool à 95° 10 cent, cubes.
Eau phéniquée à 1 p. 100 100 —
Différencier, sans laver, quatre à six secondes avec le liquide de Lugol fort 1 :
Iodure de potassium. .....
Iode
Eau distillée
qu’on renouvelle une ou deux fois.
Décolorer par l’alcool absolu additionné d’un cinquième d’acétone (< alcool-acétone ).
Si on veut une double coloration (exsudats, frottis), on fait agir rapidement la solution :
Sol. saturée d’éosine dans alcool à 95° 50 cent, cubes.
Alcool à 95° 100 —
1 Les solutions bromo-bromurée, iodo-bromurée, bromo-iodurée ont les mêmes propriétés que la solution iodo-iodurée.
2 grammes
Fig. 134.
Préparation d’un pus blennorragique coloré par la méthode de Gram-Nicolle. Schéma.
Les Gonocoques sont rouges et intra-cellulaires; les Staphylocoques pyogènes sont violets et extracellulaires. Gr. = 1 400 D.
La figure 134 montre fine préparation colorée par la méthode Gram-Nicolle. Les cellules, les Gonocoques (qui ne prennent pas le Gram) sont rouges, les Staphylocoques (qui prennent le Gram) sont restés violets.
Laver, déshydrater, monter.
Si on a un mélange de deux organismes dont l’un prend le Gram, et l’autre non ( Bacille de la morve et Staphylocoque, par exemple) on recolore avec :
Sol. saturée de fuchsine dans alcool
à 95° . . . 5 cent, cubes.
Eau distillée 100 —
à la place de l’éosine qui ne donnerait qu’un fond diffus.
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d. Méthode de Claudius. — On doit la rapprocher de celle de Gram. Les microbes qui prennent le Claudius sont les mêmes que ceux qui prennent le Gram et inversement.
On colore pendant une minute, avec le violet de gentiane pkéniqué. On lave, on égoutte. On fait agir, pendant une minute, la solution :
Solution saturée d’acide picrique 1 vol.
Eau distillée 1 —
On enlève l’excès avec du papier-filtre. On décolore avec du chloroforme ou de Y essence de girofle jusqu’à ce que le réactif ne se teinte plus en bleu. On monte au baume.
e. Coloration des microbes qui ne prennent pas le Gram. — Nicolle (1892) recommande le procédé suivant : colorer au bleu de méthylène ; plonger dans une solution aqueuse de tanin à 1/10, qui insolubilise instantanément la couleur au niveau des éléments ; déshydrater ; éclaircir ; monter.
La solution de tanin s’altère vite, et, en plus, la coloration bleue est peu intense.
Garnier (1901) préconise une autre méthode, qui n’a aucun de ces inconvénients. Fixer. Laisser une minute dans la solution de Lugol forte (voir p. 249). Laver rapidement ; colorer au 'bleu de Kuhne (voir 245). Faire agir pendant une ou deux minutes (à froid ou en chauffant légèrement) la solution :
Molybdate d’ammoniaque cristallisé. . . ! gramme.
Eau distillée 10 —
Laver. Laisser refroidir. Déshydrater à l'alcool absolu. Éclaircir à l’essence de girofle. Passer au xylol. Monter au baume.
Ces solutions sont très stables. La coloration est bleu foncé.
La méthode est applicable aux coupes. 11 vaudra mieux employer une solution de Lugol plus faible. Bien laver la coupe dans l’eau distillée après le passage dans le molybdate.
B. Méthode de Giemsa. — Certaines formes microbiennes (Sporotriçhum du pus, Cryptocoque de la lymphangite épizootique) qui se colorent irrégulièrement par le Gram, restent colorés par le Claudius à conditiou de prolonger la coloration
(au moins vingt minutes). Le liquide colorant est un mélange d’azur, de glycérine et d’alcool méthylique. On le fait agir après fixation à l’alcool ou aux vapeurs osmiques.
Lôffler substitue à l’azur-éosine Yazobleu qui agit en quelques minutes. On fait une solution à 1 p. 100 d'azobleu dans l’eau distillée; on porte à l’ébullition. On fait agir quelques secondes, puis la solution de Giemsa pendant vingt-cinq à trente minutes.
Utile pour étudier la cytologie des bactéries, pour colorer et différencier les Trypanosomes (voir p. 928).
G . Méthode a l’encre de chine. — Le liquide à examiner est mélangé sur la lame avec une goutte d’encre de Chine (encre Günther Wagner de Grübler, Paillard de Paris), on étale, on laisse sécher et on examine dans l'huile de cèdre avec ou sans lamelle. Les microbes ressortent en blanc sur le fond noir ou brunâtre delà préparation. Ce procédé est dû à Burri (1909), il avait été conseillé par Errera (1884) .
La méthode peut être utilisée pour la mise en évidence de tous les germes (staphylocoques de l’urine du chien, staphylocoques d’une mammite chez la vache, bactéries ovoïdes, charbon baetéridien) (Y an der Elst) . Pour la coloration des capsules après l’action de l’encre de Chine on fixe à l’alcool et on colore par la thionine ou la fuchsine. Le procédé peut servir au diagnostic du charbon baetéridien (Djoubeleieff).
L 'encre de Chine peut être remplacée par le collargol, le rouge congo, ie bleu d’aniline, la cyanochine de Grübler (mélange de cyanosine et de chinablau).
D. Coloration des spores. — Dans les cultures examinées sans coloration, les spores se présentent comme de petites granulations réfringentes, sphériques ou ovoïdes. On les voit, par exemple, très bien dans les cultures de la Bactéridie charbonneuse, du B. tétanique.
En colorant mm préparation avec les méthodes ordinaires, les spores restent incolores, formant des taches claires dans les bacilles colorés ; elles sont très résistantes.
a. Buchner et Hueppe ont simultanément découvert un moyen
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de les colorer. On sèche la lame, et on la chauffe longtemps (15 minutes à 1 heure à -f- 180°, ou dix fois sur la flamme) ; les spores se colorent vivement (violet phéniqué ; 15 à 30 minutes), les bacilles restent presque incolores. La membrane de la spore a été modifiée par le chauffage. Mais on ne peut ainsi colorer que les spores seules.
Pour avoir une double coloration, on peut opérer ainsi. Faire passer dix fois la lame sur la flamme. Laisser pendant une heure dans la solution chaude de fuchsine anilinée à’Ehrlich. Laver. Décolorer dans la solution :
Alcool 75
Acide chlorhydrique 25
Recolorer dans une solution aqueuse saturée de bleu de méthylène. Laver, sécher, etc. Les spores sont rouges et les bacilles bleus.
b. La méthode de Frænkel est une modification de la précédente. La décoloration et la recoloration se font par un séjour de une à deux minutes dans une solution unique, dite solution de Frænkel.
Acide nitrique pur 20 cent, cubes.
Eau distillée 30 —
Alcool à 90° 50 —
Bleu de méthylène saturé 66 —
c. Méthode de Neisser. — Contact de dix minutes à -{- 100° dans la solution fuchsinée de Ziehl (p. 261). Lavage à l’eau. Lavage à l’alcool absolu jusqu’à ce que le liquide n’entraîne plus de fuchsine. Séjour d’une minute dans une) solution aqueuse de bleu de méthylène .
d. Méthode de Mœller (la meilleure pour beaucoup d’auteurs) . — Séjour de deux minutes dans l’alcool absolu, puis de trois minutes dans l’acide chromique à 5 p. 100, puis d’une minute dans le Ziehl à chaud. Laver. Séjour de dix secondes dans l’acide sulfurique à 5 p. 100, et d’une minute dans la [solution aqueuse de bleu.
On peut ensuite obtenir une triple coloration en colorant le fond de la préparation.
Fig. 135.
Bacillus anthracis. Culture en bouillon avec spores. Coloration par la méthode de Ziehl. Les spores sont rouges. Gr. = 1 000 D.
culeux. La spore est d‘un beau rouge se détachant sur le mycélium bleu (fig. 135).
Salomonsen fait justement observer que les différentes spores ont de grandes différences d’aptitude à prendre les matières colorantes.
Nous conseillons, comme la meilleure des méthodes , celle de Ziehl telle qu’elle sera décrite (p. 261) à propos du bacille tuber-
E. Coloration des cils. — Les espèces mobiles (voir p. 239) possèdent des cils ou flagella 1 qui sont des prolongements
1 Les cils ont une situation variable par rapport aux corps bacil*. laires. Ils sont toujours plus longs que le microbe. Ils sont ondulés,' quelquefois enroulés les uns autour des autres (Sackahoff). Certaines espèces n’ont qu’un ou deux cils vfbratiles ; la plupart sont multi-
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protoplasmiques hyalins, non granuleux et par conséquent très difficiles à voir et à colorer.
Koch1 les a découverts en 1877.
On peut voir sans coloration, avec un fort grossissement, les cils des grandes bactéries telles que les sulfo-bactéries (. Beggiatoa roseo-persinica , Bacterium photometricum, etc ). En général il faut une coloration spéciale avec un mordant puissant.
Koch, le premier, a coloré les cils en se servant du liquide de Müller et d’une solution aqueuse concentrée d’extrait de bois de campêche. Künstler s’est servi d’acide chromique et de noir de
ciliées. Ce nombre est d’ailleurs variable pour une même espèce (fig. 136). Il n’est pas non plus toujours en rapport avec la mobilité : le Micrococcus agilis d’Au-CoHEN n’a qu’un seul cil. Il est facile (antiseptiques, températures dysgénésiques) de faire perdre aux microbes tout ou partie de leurs cils. C’est en somme à tort que Di Messea a tenté de classer les microJbes d’après leurs cils.
Les cils sont une émanation du protoplasma (Butchli. Ferrier, Kemlinger). Les espèces mobiles seraient constituées par une partie centrale, facile à colorer, analogue au noyau, et d’une zone périphérique, non granuleuse, difficile à colorer, d’où émaneraient les cils.
Les cils ont uneûnfluence certaine mais non indispensable sur Yagglutinabilité des microbes (p. 220). Ils traversent facilement les bougies Berkefeld (de Rossi), et exercent dans le liquide de filtration stérile une action énergique comme récepteurs libres (formateurs et fixateurs d’agglutinine).
1 Koch, Untersuchungen über Bafcterien, Beitrâge zur Biologie der Pflanzen, 1877.
Collin. C’est Lôffler qui a perfectionné la technique et a pu voir les cils des petites espèces.
D’une façon générale : prendre une petite quantité de culture récente (quelques heures) sur gélose fraîche et humide , et la délayer (après s’être assuré, en goutte suspendue, que les microbes ont des mouvements actifs), dans un verre de montre rempli d’eau ordinaire (non distillée), de façon à obtenir un trouble léger et homogène. Déposer sur une lame rigoureusement propre (passer à l’alcool, à l’acide sulfurique bouillant, à l'eau, à un mélange d’alcool et de benzine, sécher et passer 40-50 fois à la flamme). Laisser sécher à la température ordinaire, à l’abri des poussières.
a. Procédé de Lôffler. — On laisse la lame quatre à cinq minutes dans Y encre de fuchsine de Lôffler chauffée à dégagement de vapeurs.
Sol. aqueuse d'ac.
l gallique - ... 10 cent, cubes.
Encre de Lôffler Sol. de sulfate de fer
j saturée à froid . 5 —
i Sol. alcoolique de
fuchsine. .... 1 —
Elle doit être filtrée chaque fois. On lave ensuite à l’eau et à l’alcool à 95°, purs on plonge, pendant une minute, dans la solution colorante .
Sol. alcoolique de fuchsine 11 cent, cubes.
Alcool absolu 10 —
Eau d’aniline 100 —
Laver à l’eau et à l'alcool absolu.
Le violet peut remplacer la fuchsine. Il faut modifier l’acidité du mordant suivant l’espèce du bacille. On tâtonne avec deux solutions
a. Solution de soude à 1. p. 100.
(3. Solution d’acide sulfurique à 1 p. 100.
qu’on ajoute à l’encre de fuchsine.
Lôffler conseille de s’exercer sur le Bacille du lait bleu dont les cils sont eolorables dans une échelle assez étendue d’acidité
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(20 centimètres cubes de (3 à 15 centimètres cubes de « pour 16 centimètres cubes d’encre). Voici des exemples:
Spirillum concentricum . Encre seule.
Choléra asiatique. ... 1/2 goutte de a dans 16 cc. d’encre.
Bacille typhique .... 1 cc. de (3 dans 16 cc. d’encre.
B. subtilis 20 à 30 gouttes dans 16 cc. d’encre.
Vibrion septique .... 37 gouttes dans 16 cc. d’encre.
Cette méthode occasionne d’abondants grumeaux très adhérents.
Elle a été modifiée par Nicolle et Morax qui jugent inutile l’addition d’alcali, ou d’acide et remplacent le colorant de Lôffler par la fuchsine de Ziehl, par Lutschke qui substitue l'acétate au sulfate de fer (moins de grumeaux) ; par Ramon y Cajal qui substitue, dans le mordant, la fuchsine anilinée à la fuchsine alcoolique, par Bunge, Cerrito, etc.
b. Procédé de Sclavo. Laisser une minute dans :
Tanin 1 gramme.
Alcool à 50® 100 —
Laver. Laisser une minute dans une solution aqueuse à 5 p. 100 d’acide phospho-tungstique. Laver rapidement dans l’eau distillée. Laisser trois ou quatre minutes dans la solution d'Ehrlich légèrement chauffée. Laver, sécher, etc. Mauvaise méthode.
c. Procédé de Van Ermenghen (1893) (le meilleur). — Laisser trente minutes à froid, ou cinq minutes à -f 60°, dans le bain fixateur :
A. osmique2p. 100 1 cent. cube.
Tanin 10 à 25 p. 100 2 —
A. acétique 4 à 5 gouttes.
Laver soigneusement à l’eau. Passer cinq à dix secondes dans du nitrate d’argent à 0,5 p. 100. Mettre, sans laver, dans le bain réducteur :
A. gallique 5 grammes.
Tanin 5 —
Acétate de soude fondu 10 —
Eau 350 —
Repasser dans le nitrate d’argent et de nouveau dans le bain réducteur. Laver, sécher, etc.
Le principe est la réduction d’un sel d'argent à la surface des cils préalablement fixés.
d. Procédé de Neuhaus (pour le Bacille typhique). — Mettre sur la lame quelques gouttes de la solution :
Tanin à 50 p. 100 (filtrer) 100 cent, cubes.
Solution saturée de sulfate ferreux . 50 ■ —
Sol. alcoolique saturée de fuchsine . 10 —
et chauffer, à quatre reprises différentes, sur la flamme jusqu’à dégagement de vapeurs. Laver à l’eau. Colorer au Ziehl. Laver, etc. Suivant que le microbe a une sécrétion alcaline ou acide, on neutralise avec quelques gouttes d’une solution à 10 p. 100 de soude ou d’acide sulfurique.
e. Procédé de de Rossi (1900). — Se servir d’une culture fraîche, sur agar, ne contenant pas de chlorure de sodium en excès. On verse sur la lamelle : 4 à 5 gouttes d’une solution de Ziehl et une goutte de :
Solution aqueuse à 1 p. 1 000 de potasse caustique . 100 grammes.
Acide tannique 25 —
(Dissoudre à chaud.)
On laisse en présence 15 à 25 minutes. On lave et on monte.
f. Procédé de Gemelli. — On laisse 10 à 20 minutes dans :
Permanganate de potasse 0sr,25
Eau distillée 100 grammes.
On lave dans l’eau distillée et on laisse 15 à 30 minutes dans :
Sol. de chlorure de calcium 0,75 p. 100 . . 20 parties.
Sol. de rouge neutre 1 p. 100 dans eau distillée. 1 —
On lave, on dessèche.
Tous ces procédés 1 sont délicats. Répétons les principales précautions. 11 ne faut pas employer une culture en bouillon,
1 Voir la thèse de R. Dupond (Nancy, 1905) sur la Motilité et les organes moteurs des bactéries, 180 pages et figures.
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mais une dilution de culture sur milieu solide. Les microbes doivent être peu abondants et espacés. La lamelle sera bien propre, flambée et desséchée à l’abri de la poussière. On fixera sur la flamme de la lampe à alcool; le bec Bunsen altère les cils.
Straus dit avoir vu les cils de bacilles cholériques vivants , en examinant une goutte de culture mélangée avec une goutte de liquide de Ziehl très dilué. Ce procédé échoue, en tous cas, avec le B. d'Eberlh et le Colibacille .
F. Coloration des microbes acido-résistants (B. tuberculeux,
AUTRES BACILLES ACIDO-RÉSISTANTS). — KOCH 1 (1882) a Coloré, lo premier, des bacilles tuberculeux par le bleu de méthylène alcalinisé par la potasse ; le fond était recoloré en brun avec la vésuvine. Le procédé n’a qu’un intérêt historique.
Ehrlich, ayant remarqué que le violet de gentiane, qui est très impur et contient de l’aniline, colorait mieux que le violet de méthyle, quelques semaines après la découverte de Koch, substitue l'aniline à la potasse. Weigert, Koch perfectionnent le procédé d’EHRLiCH.
Ziehl substitue à l’aniline un autre corps de la série aromatique le phénol, et montre que l’alcalinité n’est pas indispensable. Prior emploie l’essence de térébenthine à la place d’huile d’aniline; le thymol (Brieger), le borax (Sahli), l’ammoniaque (Weigert) sont successivement essayés. Koch, Ehrlich croyaient que le Bacille tuberculeux avait une réaction tout à fait spéciale. Lichtheim, Giacomi, Pétri, Baumgarten montrent que le Bacille tuberculeux se colore bien sans rien ajouter aux solutions de couleurs d’aniline, mais il faut le laisser longtemps en contact et chauffer ; le Bacille de Koch se colore donc plus difficilement et se décolore plus lentement par les acides minéraux que les autres microbes. Cependant, en faveur d'un protoplasma à réaction spéciale, on peut rappeler qu’EHRLicH a montré, en 1886, la décoloration presque spécifique du bacille, coloré dans une solution simple, par le bisulfite de soude en solution concentrée.
• 1 Koch, Die Ætiologie der Tuberculose, Mit. a. d. k. Gesundheitsamte II, 1884.
lo. . .
et que Straus a retiré du corps des bacilles une matière amorphe possédant la réaction d’Ehrlich.
Dans son travail de 1897, Koch prouve définitivement que la réaction colorante du Bacille tuberculeux n’est pas due à la résistance d’une cuticule quelconque, mais qu’elle tient décidément à une substance, qui, même isolée, à l’état amorphe, possède la propriété de rester colorée par la fuchsine phéniquée après traitement par l’acide azotique dilué et l’alcool. C’est un acide gras, non saturé, insoluble dans l’alcool à froid, soluble dans l’éther, très difficilement saponifiable. On peut l’extraire du corps des bacilles au moyen d’une dissolution chaude de soude caustique ; les bacilles perdent alors leurs propriétés colorantes spéciales. Cet acide gras forme une couche uniforme à la périphérie du bacille, une véritable enveloppe protectrice.
Le Bacille de l’entérite chronique hypertrophiante des bovidés, le Bacille de la lèpre présentent les mêmes propriétés. Le Bacille de la tuberculose aviaire se colore plus rapidement que celui de la tuberculose des mammifères.
On connaît maintenant toute une série de bacilles, ayant les mêmes réactions colorantes que les bacilles de Koch, on les a appelés : Bac. acido-résistants (voir p. 550).
On emploie plus volontiers les colorants rouges que les violets ; ils tranchent mieux à la lumière artificielle, et se conservent plus longtemps. On préservera avec soin les lames des matières grasses qui empêchent les colorations.
Voici le détail des principales méthodes.
a. Procédé d’Ehrlich. — Séjour d’une demi-heure, au plus, à froid, de quelques minutes, à chaud (jusqu’à dégagement de vapeurs), dans la solution suivante à faire au moment de s’en servir :
Eau d’aniline 100 cent cubes.
Sol. alcoolique saturée de fuchsine ou de violet de méthyle 11 —
On agite ensuite la lamelle pendant quelques secondes dans :
Acide nitrique (pur d’acide nitreux) . . . . Eau
2 ou 3
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On lave dans l’eau, et la lamelle reprend en partie sa coloration (le sel triacide peu coloré formé par l’acide se décompose devient monoacide, plus coloré). On repasse dans la solution acide, et ainsi de suite jusqu’à décoloration de la lamelle qui reste jaune pâle (fuchsine) ou verdâtre (violet). La décoloration ne doit pas être absolument complète ; elle ne s’obtient jamais pour les taches de matière colorante.. Une décoloration trop complète décolorerait aussi les bacilles tuberculeux. On lave ensuite à l’alcool à 60° (Koch), à l’eau ; on sèche et on monte. On peut auparavant recolorer le fond en bleu si le bacille est rouge, en rouge s’il est violet.
b. Procédé de Ziehl-Neelsen. — La technique est la même que pour le procédé d’Ehrlich avec les solutions suivantes :
f Fuchsine .... 1 gramme.
Solution colorante . Eau djstjllée . . 100 _
V Alcool absolu . . 10 —
(Quelques minutes à chaud, dégagement de vapeurs.)
Elle se conserve indéfiniment.
Solution décolorante 1 . j Eau ^
(Quelques secondes.)
Laver et colorer dans une solution aqueuse de bleu de méthylène. C’est le procédé le plus courant. La figure 137 donne un spécimen du résultat.
c. Procédé de Hauser. — Le temps délicat du procédé de Ziehl est la décoloration. 11 faut décolorer suffisamment pour que seuls les bacilles tuberculeux restent colorés : il ne faut pas aller jusqu’à décolorer ceux-ci. Le procédé d’ÏÏAusER (1898) remédie à cet inconvénient.
On opère comme pour le procédé de Ziehl ; seule la solution décolorante est changée. Un acide organique (l’acide lactique) est substitué à l’acide minéral. 11 décolore en dissolvant, au
1 Avoir soin de verser l’acide sulfurique dans l’eau et non l’eau dans l’acide de crainte de briser le récipient.
lieu de décolorer en substituant un sel triacide incolore au sel monoacide très coloré. On a, ainsi, un temps beaucoup plus long entre la décoloration suffisante et la décoloration trop prononcée.
On colore donc avec le Ziehl. On décolore avec une solution alcoolique à 2 p. 100 d'acide lactique. La décoloration est suffi-
Fig. 137.
Préparation de crachats tuberculeux. Schéma.
Coloration par le procédé de Ziehl. Les Bacilles de Koch sont rouges. Gr = 1 200 D.
santé en quelques secondes et peut se prolonger sans inconvénients pendant une demi-heure. C’est donc un procédé essentiellement pratique (Lesieur).
d. Procédé de Kühne (un des meilleurs) . — Borel a fait connaître, en 1893, l’excellent procédé suivant dû à Kühne, et resté inédit. L’agent de différenciation est Y aniline chlorhydrique, qui décolore très bien sans nuire aux tissus, et dont l’action peut être prolongée longtemps sans décolorer les bacilles ; l’action ulté-
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rieure de l'alcool décolore tout, sauf les bacilles, en quelques secondes.
Laisser dix à quinze minutes dans le liquide de Ziehl chaud.
Faire passer quelques secondes (ou plus) dans une solution d’aniline chlorhydrique à 2 p. 100.
Plonger rapidement dans alcool absolu.
Monter.
e. Procédé de B. Frænkel. — Le premier temps est le même que celui du procédé d’EHRLiCH. On décolore et on recolore avec une solution unique (méthode substitutive) :
Alcool à 00° 50 grammes.
Eau 30 —
Acide azotique pur 20 — '
Bleu de méthylène en excès.
Agiter et filtrer. On passe sans lavage du premier bain (fuchsine) dans le second et on laisse une à deux minutes. Lavage à l’eau, déshydratation par l’alcool; xylol ; baume. Si le premier bain était au violet, le second serait ainsi modifié :
Alcool 70 grammes.
Acide azotique 30 —
Vésuvine en excès.
( Ce procédé a le mérite de la rapidité.
f. Procédé de Gabbett (1887). — Séjour de deux à dix minutes dans un premier bain :
Fuchsine. 1 gramme.
Acide phénique . 5 —
Alcool absolu 10 —
!• Eau 100 —
Pas de lavage. Séjour de trente à soixante secondes dans un deuxième bain :
Acide sulfurique ........... 23 grammes.
Eau
Bleu de méthylène .
Ces deux solutions se conservent bien.
g. Procédé de Gibbes (1883). — Type décoloration élective. Un seul temps. On broie ensemble :
Fuchsine
Bleu de méthylène
et on dissout dans :
Aniline . .. .
Alcool absolu
et on ajoute :
Eau distillée 43 cent, cubes.
On met cinq minutes dans ce liquide chauffé et on décolore à l’alcool. Les bacilles sont rouges, le reste bleu.
h. Procédé de Weigert (1881). — Le B. tuberculeux prend le Gram (p. 248). Weigert modifie le dernier temps de Gram ; il décolore par Y huile d’aniline , qui déshydrate en même temps. On lave au xylol.
Les bacilles sont moins racornis, ils sont en violet très foncé. La fibrine se colore en bleu. Les produits caséeux ne sont pas colorés.
i. Procédé d’Herman. — On possède les deux solutions :
. C Krystall violet 1 gramme.
( Alcool à 95° 30 —
a0 ( Carbonate d’ammoniaque 1 —
( Eau distillée 100 — ’
(Tenir ces solutions dans des llacons bouchés).
qu’on mélange (une partie de 1° et trois parties de 2°) au moment de s’en servir, jusqu’à ce que la tache sur le papier soit très foncée. On laisse la lame une minute dans le mélange chauffé à ébullition commençante. On décolore par l’acide azotique dilué à 1/10 et par l'alcool à 95°. On recolore par l’éosine.
Ce procédé est applicable aux coupes faites au microtome à congélation, dans les tissus fixés par le sublimé acétique.
Rappelons que Le procédé de Frænkel (p. 253), qui colore si bien les spores du B. anthracis, est un des procédés de coloration
3 cent, cubes.
2 grammes.
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du B. tuberculeux ; on comprend pourquoi la question des spores de ce dernier est encore pendante.
G. Coloration des capsules (fig. 138). — Séjour de quatre à six secondes dans le violet de gentiane phéniqué (p. 249).
Passage rapide dans l’alcool-acétone au tiers.
Ou bien, séjour de deux minutes (ou moins : 20 à 30 secondes pour Boni) dans le Ziehl.
Fig. 138.
Préparation d’un crachat de pneumonique, montrant un grand nombre de Pneumocoques encapsulés.
Gr. = l 000 D.
Laver à l’eau, décolorer rapidement dans l’eau acidulée (une goutte d’acide acétique pour un verre de montre plein d’eau).
Colorer ensuite pendant quatre à cinq minutes, dans le liquide de Lôffler,
Ou encore, colorer avec une goutté de :
Acide acétique
0 , , ( violet de gentiane
Sol. alcoolique | ou kryst^ violet
Eau distillée
1 gramme.
| 5 cent, cubes.
pendant une demi-minute à une minute. Laver. Sécher. Monter au baume.
Ou encore Méthode à l’encre de Chine (voir p. 252).
D) — Coloration des microbes dans les coupes
Le frottis, le grattage sont suffisants pour savoir si un tissu renferme des microbes. La coloration dans la coupe histologique est indispensable pour étudier la distribution des microbes, leur quantité, etc.
Weigert a, le premier, en 187 J, coloré les microbes d’une coupe.
1° Préparation de la coupe. — De bonnes coupes très minces sont absolument indispensables.
On recueillera les pièces aussitôt que possible après la mort, immédiatement après pour les pièces expérimentales.
A. — La fixation s’obtient en plongeant immédiatement des cubes de 1 centimètre d’arête de l’organe dans un bain fixateur.
On emploiera le sublimé acétique (sublimé a saturation dans l’eau avec 5 p. 100 d’acide acétique cristallisable) pour les organes volumineux comme le poumon par exemple ; au bout de six heures, on pratiquera quelques incisions; le séjour complet est de douze heures.
Le liquide de Flemming :
Acide chromique à 1 p. 100 15 grammes.
Acide osmique à 2 p. 100 4 —
Acide acétique glacial 1 —
est préférable, mais pénètre moins.
On emploie aussi un mélange :
Sublimé à saturation 500 grammes.
Acide chromique à 1 p. 100 500 —
Acide osmique 1 —
Acide acétique glacial 100 —
B. — Le durcissement s’obtient ensuite par des séjours successifs de vingt-quatre heures dans des alcools à 60°, 80°, 96°,
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et 100°. Un séjour trop prolongé dans l’alcool entraverait la coloration. On évitera le liquide de Millier.
C. — L’inclusion doit se faire de préférence dans la paraffine, et non dans la celloïdine. Au sortir de l’alcool absolu, la pièce est plongée pendant vingt-quatre heures dans le xylol à la température du laboratoire. On la transporte alors dans un mélange à parties égales de paraffine et de xylol, placé dans une étuve à -f- 34°, où elle fait un nouveau séjour de vingt-quatre heures. Enfin, on la met, pendant au moins vingt-quatre heures, dans la paraffine fusible à + 54° maintenue liquide dans une étuve réglée à -f-55°. Le fragment sort assez mou ; on le laisse durcir à l’air pendant quelques instants, on le dépose dans un cadre métallique où on verse de la paraffine qui se solidifie. C’est ce morceau de paraffine contenant le fragment à couper qui est fixé au microtome.
Si les fragments sont très minces, on peut supprimer le deuxième temps et diminuer des deux tiers la durée des deux autres. On doit même y tendre le plus, possible.
D. — La section s’obtiendra au moyen des microtomes les plus perfectionnés; on recherche plutôt la minceur que l’étendue.
On pourra avoir besoin des coupes en séries (numération des bacilles d’un tubercule par exemple). Dans les deux cas nous conseillons le microtome Minot (fig. 139).
: Les coupes devraient être reçues dans V alcool absolu , et non
dans de l’eau, toutes les fois qu’on veut colorer les microbes avant le fond ; mais, avec l’inclusion à la paraffine, on est obligé de les recevoir dans l’eau tiède pour leur permettre de s’étaler ; le xylol dissout la paraffine mais la coupe a beaucoup de peine à s’étaler. Pour débarrasser la coupe de la paraffine, l’immersion dans l’éther est à recommander. Ensuite : alcool
Fig. 139.
Microtome Minot.
absolu pendant quelques minutes. Ensuite : eau distillée, dans laquelle on la prend avec la lame porte-objet.
E. — Si la coupe est très friable, il est préférable de la coller de suite sur la lame par un badigeonnage préalable de celle-ci avec un mélange à parties égales de blanc d’œuf et d’essence de girofle [fixation). On déshydrate alors par l’alcool et on traite la lame comme un frottis.
2° Coloration de la coupe. — D'une façon générale, la coloration des coupes s’obtient parles mêmes méthodes que pour les frottis sur lamelles, mais il faut une action plus prolongée des bains colorants ou décolorants. En outre, les coupes supportent mal la chaleur.
A. Méthode générale. — Si on cherche à découvrir dans une coupe des microbes dont on ne connaît pas d’avance les propriétés, on doit se servir d’une méthode pouvant colorer tous les microbes indistinctement. Lorsqu’on sait d’avance quel microbe on recherche, on ne se servira de la méthode générale que pour les microbes ne prenant pas le Gram et ne se colorant pas par VEhrlich.
Il suffit de laisser séjourner la coupe pendant dix minutes dans une solution hydro-alcoolique quelconque et de décolorer par l’alcool à 90°. On peut, secondairement, colorer le fond avec une solution aqueuse de teinte opposée, à la première.
a. Il est cependant certaines couleurs qui sont à conseiller en premier lieu. Kühne préconise le bleu de méthylène comme la matière qui colore le mieux l’ensemble des bactéries. Il conseille la technique suivante :
1° Séjour d’une demi-heure dans :
Alcool absolu 10 grammes.
Bleu de méthylène l«r,5
Solution phéniquée 5 p. 100 100 grammes.
2° Rincer à l’eau ; puis 3° dans :
Acide chlorhydrique 10 gouttes.
Eau bouillie 60 grammes.
jusqu’au bleu tendre ;
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4° Rincer dans :
Sol. aq. concentrée de carbonate de li-
thine 6 à 8 gouttes.
Eau. 10 grammes.
o° Rincer quelques secondes dans l’eau;
6° Déshydrater légèrement dans l’alcool absolu ;
7° Déshydrater complètement par un séjour de quelques minutes dans :
Huile d’aniline pure 10 grammes.
Bleu de méthylène Une pointe de couteau-
dont on met quelques gouttes dans de l’aniline pure :
8° Rincer dans de l’aniline pure ;
9° Séjour de deux minutes dans une essence bien fluide (thymène, térébène, etc.) ,
10° Deux séjours successifs dans le xylol pour débarrasser de l’huile d'aniline ;
Puis si on veut une double coloration :
11° Séjour de deux à dix minutes dans le bain :
Huile d'aniline 10 grammes.
Safranine Une pointe de couteau.
12° Rincer dans l’huile d’aniline pure ; les coupes doivent conserver une teinte rosée ;
13° Deux minutes dans une essence bien fluide ;
14° Deux séjours successifs dans le xylol pour débarrasser de l’huile d’aniline :
15° Monter au baume.
p. Une autre méthode consiste à colorer le fond en premier lieu.
Séjour pendant vingt-quatre heures dans le carmin boracique à l'alcool de Grenacher :
Carmin N° 40 3
Borax 4
Eau 100
Alcool à 90° 100
ou dans le carmin lithiné de Or th :
Sol. aqueuse saturée de carbonate de lithine . . 97,5 Carmin N° 40 2,5
On lave rapidement dans la solution :
Alcool . 400
Acide 1
puis à l’eau, et on colore ensuite les microbes par un des procédés ordinaires.
y. Nicolle 1 recommande la thionine comme seul colorant à employer pour les microbes qui ne prennent ni le Gram ni VEhrlich. La thionine (violet de Lauth) est une couleur soufrée appartenant an même groupe que les bleus de méthylène et de toluidine. Elle ne surcolore pas. Elle constitue « le réactif colorant le plus énergique et le plus sûr », grâce à son affinité pour les microbes et sa faible solubilité dans l'alcool absolu.
La coupe est débarrassée de la paraffine à l’aide de xylol, puis traitée par l’alcool absolu.
Séjour d’une demi-minute, à une minute dans la solution :
Sol. saturée de thionine dans alcool à 50° 10 cent, cubes.
Eau phéniquée à 1 p. 100 ..... 100 —
Lavage à l’eau ;
Déshydratation par alcool absolu ;
Eclaircissemènt au xylol ;
Montage au baume.
On emploierait l’éosine pour mie seconde coloration.
La figure 140 représente une coupe.de foié de cobaye contenant des bacilles charbonneux traitée par la thionine et l’éosine.
B. Coloration par la méthode de Gram. — On colorera par le Gram les coupes contenant des microbes qui restent colorés par cette méthode. On emploiera la méthode modifiée par Nicolle. Voici la technique pour obtenir une triple coloration (thionine, carmin, Gram ) :
Débarrasser de la paraffine à l’aide du xylol ;
Enlever le xylol par l’alcool absolu ;
1 Nicolle, Pratique des colorations microbiennes. Annales Pasteur,
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Laisser un quart d'heure dans le carmin de Orth alcoolisé par addition de d’alcool à 95° ;
Laver à l’eau ;
Laisser quatre à six secondes dans le violet phéniqué ;
Fig. 140.
Coupe de foie de cobaye contenant des Bacilles charbonneux.
Les bacilles sont violets.
Mettre quatre à six secondes dans la solution forte de Lugol en la renouvelant deux fois ;
- Décolorer par l’alcool-acétone ;
Passer rapidement dans l’alcool picriqué ;
Déshydrater par l’alcool absolu ;
Éclaircir par le xylol ;
Monter au baume.
S’il y avait dans la coupe un mélange de microbes dont les
uns prennent le Gram et les autres se décolorent, on colorerait dans une solution hydro-alcoolique de fuchsine après la décoloration par F alcool-acétone.
Weigert avait modifié la méthode de Gram en décolorant par :
Huile d'aniline . 2
Xylol 1
Avec son procédé la triple coloration est impossible, l’acide picrique étant très soluble dans l’huile d’aniline. Celle-ci est d’ailleurs altérable et les préparations brunissent à la longue.
C. Coloration des bacilles acido-résistants. — On recommande en général le procédé de B. Frænkel (p. 263). On doit lui préférer la méthode d’ÏÏERMANN ou celle de Kühne (p. 262). Hermann conseille l’éosine pour teinter le fond ; le chrysoïdine est préférable.
La meilleure méthode est peut-être celle de Kühne (p. 262).
Colorer d’abord les noyaux par un séjour de deux minutes dans l’hématoxyline ou mieux l’hématéine ;
Laver à l’eau ;
Séjour de quinze minutes dans le liquide de Ziehl ;
Faire passer quelques secondes dans l’aniline chlorhydrique à 2 p. 100 :
Décolorer à l’alcool ;
Éclaircir au xylol ;
Monter au baume.
3° Montage de la préparation. — Les coupes exigent une déshydratation très soignée avant d’être montées dans le baume au xylol. L ’ alcool est le meilleur déshydratant, mais il décolore souvent trop ; Yhuile d’aniline (Weigert) ne peut être employée dans tous les cas. Kühne recommande de colorer très légèrement l’huile d’aniline avec la matière qui a servi à colorer la coupe, pour éviter une trop grande décoloration. On peut encore employer la dessiccation (Kühne). Pour dessécher une coupe, on dépose la lame (face en bas) sur une autre lame qu’on chauffera à 30° sur une lampe à alcool, jnsqu’à ce que la
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coupe devienne transparente. On attend alors cinq minutes, on éclaircit au xylol et on monte.
E) — Résumé pratique
Nous conseillons en somme les procédés suivants :
1° Examen d'une culture :
A. A l’état frais. — Sans coloration ou solution aqueuse très étendue de violet de gentiane.
B. Après fixation. — Solution hydro-alcoolique de fuchsine. Lavage à l’eau ; quelquefois très rapide décoloration à l’alcool. Mieux encore : thionine phéniquée.
Colorations spéciales (Gram, Ziehl-Kühné) . Si la culture est impure, contenant plusieurs microbes à caractères différents, on pratique des doubles colorations ;
Pour colorer les spores : le procédé de Ziehl sera préféré comme très simple et très sûr ;
Pour colorer les cils : procédé de Van Ermenghen , procédé de Lof fier -Nicolle et Morax.
2° Examen d’un produit pathologique.
Faire toujours une double ou triple coloration.
A. Microbes prenant le Gram. — Colorer par le procédé de Gram-Nicolle. Recolorer par l’éosine, la safranine ou la fuchsine hydro-alcoolique diluée .
B. Microbes acido-résistants. — Procédé de Ziehl-Kühne. Colorer le fond avec une solution liydro-alcoolique de bleu de méthylène.
G. Autres microbes. — Les procédés suivants sont bons pour tous les microbes, mais doivent être plutôt réservés pour ceux qui ne prennent ni le Gram, ni l’Ehrlich.
Séjour de quelques secondes dans la fuchsine hydro- alcoolique, ou de deux minutes dans la thionine phéniquée. Lavage
rapide à F alcool, puis à l’eau. Colorer le fond par l’éosine. Pour colorer les capsules : violet phéniqué et alcool-acétone.
D. Mélange de microbes. — On peut alors combiner les méthodes précédentes et obtenir deux ou même trois colorations : l°les microbes prenant le Gram (en violet) ou le Ziehl (en rouge) ; 2° les autres en rouge ou en bleu; 3° le fond en jaune (chrysoïdine).
3° Examen d’une coupe :
A. Microbes prenant le Gram. — Triple coloration par la méthode de Gram modifiée par Nicolle.
B. Microbes de la tuberculose, de l’entérite chronique hypertrophiante du boeuf. — Procédé de Kühne (hématoxyline, Ziehl, aniline chlorhydrique).
C. Autres microbes. — Thionine phéniquée
D. Mélange de microbes. — Combiner les méthodes en les appliquant successivement.
F) — Etiquetage, conservation des préparations
Nous conseillons de placer les préparations dans des boîtes en forme de livres. La place de chaque préparation est marquée d’un chiffre. Une étiquette collée sur la lame porte une lettre correspondant à celle de la boîte et au chiffre de sa place.
Un registre indique la nature des préparations d’après leur numéro. Chaque préparation est ainsi facilement trouvée puis remise en place.
| 5. — Dessin et photographie des préparations
MICROSCOPIQUES
On a le plus grand intérêt à pouvoir reproduire fidèlement par le dessin, ou mieux par la photographie, les préparations microbiennes qui s’altèrent assez rapidement. C’est d’ailleurs
MICROPHOTOGRAPHIE
le seul moyen de mettre sous les yeux du lecteur les pièces justificatives d’une publication.
1° Chambre claire. — On dessinera à la chambre -claire. Le principe de la chambre claire est le suivant. Un prisme dont la section est un parallélogramme, et dont l’ouverture de l'angle aigu est 45°, est placé au-dessus de l’oculaire que regarde sa face oblique tandis que sa face horizontale est en dehors du microscope. Un petit prisme collé à la face oblique laisse passer les rayons de l’oculaire sans les dévier. L’œil reçoit donc en même temps les rayons venus de la préparation et ceux partis de la pointe d’un crayon qui appuie sur une feuille de papier placée sous la face horizontale du premier prisme. 11 suffit de suivre avec un crayon les contours de l'image.
2° Photographie. — La photographie peut avoir de nombreuses applications en bactériologie, soit comme moyen de reproduction fidèle et rapide, soit comme procédé de recherches scientifiques.
L’appareil photographique a, sur notre organe de vision, relativement imparfait, l’avantage de garder les impressions rëçues, permettant de conserver une image complète de phénomènes rares, constituant un document sincère et véridique qu’on peut par la suite analyser à loisir.
La multiplication facile des documents photographiques permettra aussi de faire figurer à côté des observations ou mémoires originaux la reproduction rigoureusement exacte du sujet qui en fait l’objet.
Ces documents seront encore utilisés lorsqu’il s’agira d’illustrer un ouvrage ou une publication scientifique par les procédés de la photogravure.
La photographie nous donnera également le moyen d’obtenir des diapositifs qui serviront pour les projections.
3° Microphotographie. — C’est surtout dans* ses applications à la micrographie que la photographie rendra les plus
grands services en bactériologie, aussi, croyons-nous utile d’indiquer les appareils employés pour la microphotographie.
La photographie a presque complètement remplacé l’usage de la chambre claire ; son exactitude ne peut être suspectée. Il peut même arriver que le cliché révèle des détails qu’on n’apercevait pas en examinant directement la préparation. C’est sur des clichés que Koch a découvert les cils des microbes.
Les appareils de .photomicrographie sont très nombreux. Nous citerons, en France, les modèles de Nachet, Verick ; en Allemagne, ceux de Zeiss , E. Leitz ; en Autriche, Ploessl, Reichert ; en Angleterr e, Beck, Ross, Watson.
Tous ces appareils, verticaux ou horizontaux, et à quelque marque qu’ils appartiennent, se composent essentiellement :
1° D’une source lumineuse pour éclairer la préparation ;
2° D’un microscope qui en projette l’image ;
3° D’une chambre noire, destinée à fixer cette image sur la plaque sensible, à l’abri de la lumière extérieure.
Il n’est donc pas nécessaire, pour obtenir de bons photogrammes, d’acheter des appareils spéciaux toujours assez compliqués et d’un prix élevé.
Il faut cependant que les appareils employés réunissent certaines conditions que nous allons énumérer.
La plus importante est la stabilité, cause de nombreux insuccès. Il faudra donc opérer de préférence dans un local situé au rez-de-chaussée et autant que possible éloigné des trépidations extérieures. La tablette portant les appareils sera fixée directement au sol ou sur des consoles en fer attenant au mur.
A . Source lumineuse. — La lumière solaire et les lumières artificielles peuvent être également employées. Nous ne recommanderons pas la première, son emploi nécessitant l’usage d’un héliostat dont le réglage est délicat.
Parmi les lumières artificielles, l’électricité, l’acétylène, la lumière oxhydrique, le gaz (bec Auer) et le pétrole donnent de bons résultats. f
Toutes ces sources lumineuses réclament, pour obtenir un
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éclairage convenable de la préparation, l'emploi d’un condensateur. Le condensateur est constitué par une loupe de 15 à 20 centimètres de diamètre ou mieux par un ballon sphérique contenant une solution d'alun coloré. Cette solution a le double avantage d’absorber les rayons calorifiques et de permettre l’utilisation des plaques orthocliromatiques . Quelle que soit la lumière employée, il est absolument indispensable que l image delà source lumineuse soit projetée sur l’objet avec son maximum de netteté et d'intensité.
A cet effet, et pour obtenir pratiquement et promptement le réglage de la source lumineuse, il faut avoir recours à un banc optique. Le banc optique est constitué par une tablette étroite dans laquelle une rainure a été ménagée, dans le sens de la longueur ou par une règle métallique sur laquelle coulissent les divers appareils concourant à l’éclairage de la préparation.
Ces. appareils sont : la source lumineuse lorsqu’on emploie la lumière artificielle ; une lentille correctrice et achromatisée ; des cuves à faces parallèles ; le microscope muni d’un condensateur Abbe.
B. Microscope. — Le microscope devra être très solide, monté sur un pied large et lourd, afin d'obtenir une stabilité absolue. 11 sera muni d’une crémaillère et d’un mouvement permettant toutes les inclinaisons. Le tube sera aussi gros que possible et noirci intérieurement afin de supprimer les réflexions sur les parois internes. Pour éviter le décentrage des pièces, nous recommanderons, chaque fois que l’on aura changé les objectifs, de les dévisser au lieu d’employer le revolver ordinaire dont le centrage est difficile.
La platine sera très large et mobile afin de faciliter, par la manœuvre de deux vis placées de préférence du même côté, l’exploration deda préparation et le centrage exact de la partie à reproduire.
Le microscope destiné à la microphotographie doit toujours être pourvu d’un condensateur Abbe avec diaphragme iris (voir p. 229) pour permettre de régler l’ouverture dû cône lumineux
et de former sur la préparation une image nette de la source lumineuse.
La partie optique de l’appareil microphotographique se compose de l’oculaire et de l’objectif.
h' oculaire n’est pas indispensable pour l’obtention de bonnes épreuves, surtout si l’on ne recherche que de faibles grossissements et si les préparations sont à large surface. Néanmoins, il est préférable d’employer le microscope muni de l’oculaire.
Les constructeurs établissent deux types d’objectifs : les achromatiques et les apochromatiques.
Les premiers ayant presque toujours un foyer chimique, il est absolument nécessaire d’opérer en lumière monochromatique. 11 est donc préférable d’employer les objectifs apochromatiques : ces objectifs, corrigés pour trois couleurs du spectre : le rouge, le jaune et le bleu, donnent des images également nettes dans la lumière blanche et dans la lumière monochromatique.
Le tirage du soufflet permettant de varier les grossissements dans de grandes proportions, trois objectifs suffisent pour obtenir des grossissements variant de 60 à 2.000 diamètres ;
Un apochromatique de 16 millimètres;
Un apochromatique de 4 millimètres ;
Un achromatique, à immersion homogène, de i/12 de pouce. Pour les deux premiers, on emploiera les oeulaires spéciaux (apochromatiques) ; pour le dernier, on n’a besoin que des deux oculaires extrêmes de la série ordinaire.
C. Chambre noire. — Le cadre de ce chapitre ne nous permet pas d’entrer dans la description des nombreux modèles de chambres construites en vue de la photographie microscopique. La figure 141 représente un appareil de Zeiss pouvant s’employer verticalement. Cette position de l’appareil devient nécessaire lorsqu’on désire photographier des animaux vivants ou des objets inclus dans des milieux liquides. .
Comme, dans la plupart des cas, les appareils sont placés horizontalement et que cette disposition ne demande pas une monture spéciale de la chambre, une chambre ordinaire est très suffisante, à condition cependant que son soufflet ait un
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développement de 50 centimètres à un mètre et que son tirage s’effectue parle corps arrière. Il nous paraît inutile de dépasser le 18x24 cm.
Le meilleur dispositif, pour réunir le microscope à la chambre, consiste à coller, à la place occupée par la planchette de l’objectif, une feuille de caoutchouc percée en son milieu d’une ouverture circulaire d’un diamètre inférieur à celui du tube du microscope. On peut également se servir d’un manchon, d’étoffe imperméable à la lumière, fixé à la
Appareil microphotographique.
A, i, l , m, microscope et accessoires. — c, cuvette. — I, diaphragme iris. — O, banc optique. — S, condensateur.
chambre et réuni au microscope par un anneau en caoutchouc. Par ces dispositifs, on évite l’admission de la lumière extérieure et les vibrations imprimées à la .chambre, pendant la mise au point ou le placement du châssis. Ces opérations peuvent alors déranger la mise au point.
Il est indispensable, pour obtenir de bons résultats, que Paxe du microscope passe par le centre du verre dépoli et que la platine soit parallèle à ce verre dépoli.
Lorsque le tirage de la chambre dépassera 50 centimètres, l’opérateur ne pouvant manœuvrer facilement la vis micrométrique, la mise au point s’obtiendra en actionnant deux cordonnets souples de soie attachés à l’extrémité d’un levier fixé au centre de la vis micrométrique de réglage.
Bien que cette disposition offre une réelle supériorité sur
les leviers en bois avec articulation à la Cardan, utilisés par
exemple dans les appareils de Zeiss, elle permet de dépasser trop facilement le point au delà ou en deçà.
S. Arloing s’est préoccupé de faire disparaître ce défaut en actionnant le réglage à l'aide d’une vis tangente qui modère singulièrement la course imprimée au tube du microscope par la plus légère traction sur les cordons de Reichert.
On procède à la mise au point en observant l image sur la glace dépolie ; mais il est préférable, à cause du grain, d’employer une glace sur laquelle on a préalablement tracé au diamant et au centre, sur la face inférieure, deux traits en croix. Avec une loupe semblable à celles employées en photographie et réglée de façon à donner la croix avec un maximum de netteté, on effectuera alors la mise au point.
Si l’on désire une grande finesse de reproduction, il faudra employer de préférence le procédé du collodion humide, le collodion sec ou l’albumine. Mais, avec les plaques de gélatino-bromure, on obtiendra des épreuves presque aussi satisfaisantes. Quant aux plaques orthochromatiques, nous ne saurions trop les recommander pour la reproduction des préparations colorées.
Fig. 142.
Film cinématographique.
Spirilles de la poule dans le sang (On voit les spirilles, les hématies; la figure blanche irrégulière qui est à droite est un leucocyte.) (COMMAKDON.)
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Nous insisterons aussi sur le choix des préparations anatomopathologiques qui doivent être aussi minces que possible, de façon à ne présenter qu’un seul plan.
Le procédé des frères Lumière pour la photographie des couleurs appliqué à la microphotographie permet l’obtention de diapositifs reproduisant les préparations microscopiques avec toutes leurs colorations.
La photographie est actuellement trop perfectionnée pour être faite sans une compétence spéciale. A Lyon, existe un service photographique pour toute l’ Université, ayant à sa tête un directeur qui ne s’occupe absolument que de photographie et arrive ainsi à des résultats inconnus avant cette création.
4° Cinématographie. — 11 a été possible d’obtenir tout dernièrement avec le cinématographe et Fultra-microscope, des images animées, d’amibes infusoires, diatomées, spirochètes, spirilles, trypanosomes, etc. Nous citerons sur ce sujet les travaux de MM. Duncan, Doyen, Dastre, Comandon. Pour l’enseignement ces projections sont très précieuses.
CHENIL, ENTRETIEN, CONTENTION
L’expérimentation bactériologique utilise, suivant les cas, les animaux les plus divers. Un certain nombre d’entre eux, d’un usage courant, soit par la facilité à se les procurer, soit par leur grande sensibilité aux infections, sont plus spécialement appelés : animaux de laboratoire.
§ 1. — Les animaux de laboratoire
Nous ne parlerons que des plus couramment employés. Il n’y a rien de particulier à dire des grands ou moyens animaux, tels que : cheval , bœuf, chèvre , mouton, etc., qui sont entretenus dans des conditions hygiéniques et maintenus isolés autant que possible, suivant la nature de la maladie.
1° Souris blanche. — C’est l’espèce albinos de la souris de maison. Elle est très commode pour l’étude de nombreux microbes pathogènes et du cancer expérimental.
La souris blanche est très prolifique et revient à un prix peu élevé. 11 faut en pratiquer l’élevage au laboratoire. On peut faire construire pour cela un meuble à tiroirs. Chacun de ceuxci est divisé en deux compartements ; l’un obscur, garni de coton, destiné à la reproduction, à l’abri des regards, très rarement ouvert ; l'autre vitré, destiné à la nourriture et aussi à la préhension des souris à inoculer. Ce dernier a un plateau métallique qui peut être journellement nettoyé. Une cloison à cou-
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lisse, percée de trous, permet de faire communiquer ou de séparer les deux compartiments du tiroir. Avec ce dispositif, on ne prend aucun soin spécial pour la reproduction.
Salomonsen conseille comme cages des boîtes à biscuit métalliques, remplies à mi-hauteur de sciure de bois' recouvertes de ouate et percées de petits trous dans le couvercle. On change de sciure tous les mois.
Les souris blanches sont querelleuses ; il faut séparer les femelles des mâles si ces derniers ne sont pas du même âge et élevés ensemble.
La souris inoculée est mise dans un bocal en verre de 2 litres, et rempli au tiers de sa hauteur de sciure de bois. Le couvercle, en toile métallique, sera solidement fixé par un fil de fer. On ne mettra qu’une souris par bocal, car les survivantes dévorent rapidement les cadavres.
La nourriture se compose d’avoine et de pain blanc trempé. On donnera une écuelle d’eau si les aliments sont secs.
2° Cobaye. — Cet animal, très commode, mais assez délicat, se reproduit facilement.
On peut mettre plusieurs cobayes inoculés dans une même cage : leur robe, différente pour chaque animal, permet un signalement individuel sur la carte de la cage. Il est préférable de marquer les cobayes avec un bouton numéroté fixé à l’oreille ou avec d^s couleurs diversement associées (rouge, violet, jaune, rouge et violet, etc.).
La nourriture consiste pendant l’été, en fourrage vert, choux, salade, et, pendant l’hiver, en betteraves, carottes, épluchures.
On donne aussi du son mouillé; des résidus de brasserie, de l’avoine. 11 est utile, malgré les affirmations contraires, de donner à boire.
La température rectale du cobaye est de 38°, 5 environ.
3° Lapin. — Cet animal peut également se reproduire au laboratoire ; il est très prolifique. Malheureusement, les épidémies entraînent fréquemment la mort de tout un parquet. A ce point de vue le lapin est plus délicat que le cobaye.
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Le signalement individuel est plus difficile. Il faut faire des marques à chaque animal. Ne pas oublier que les poils repoussent rapidement. 11 vaut mieux fixer des numéros métalliques aux extrémités des oreilles.
La nourriture est la même que celles des cobayes.
La température rectale moyenne atteint 39°,39°,o et même 40°.
4° Grenouille. — On conserve les grenouilles comme dans les laboratoires de physiologie. On peut faire vivre longtemps (un mois et plus) la grenouille à la température de 37°, (J. Courmont et Doyon). Il suffit de la mettre dans un cristallisoir, fermé par une toile métallique, contenant deux doigts d’eau, qu'on change tous les jours. On peut gaver de temps à autre l’animal avec de la viande ou des vers. Chaque grenouille doit être seule dans son bocal, leur signalement étant à peu près impossible, et la putréfaction d’un cadavre entraînant rapidement la mort des autres grenouilles.
5° Oiseaux. — On expérimente sur les oiseaux : poules, pigeons, moineaux, etc. Rien de particulier à signaler, sauf leur température rectale élevée (41°, 42°). Nourriture comme dans les basses-cours.
6° Chiens. — Les chiens sont moins couramment employés que les lapins ou les cobayes. Ils résistent à nombre d’infections. Leur température rectale est de 37°, 5 à 38°. Les nourrir à la soupe grasse et à la viande, sauf indication spéciale.
7° Notions générales. — Ne jamais inoculer un animal le jour de son arrivée au laboratoire. Il faut attendre, savoir s’il est bien portant, s’il s’habitue à la nourriture et au local. Sa température doit être normale.
| 2. — Écurie, chenil, clapier
Les locaux affectés au logement des animaux constituent une des parties les plus importantes de l’institut de bactériologie. Ils
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doivent être hygiéniquement aménagés, étroitement surveillés.
De véritables écuries sont nécessaires pour les grands animaux, surtout depuis que la sérothérapie exige l'usage des chevaux.
Pour la fabrication de certains sérums, comme le sérum antipesteux , le cheval recevant des microbes virulents, l’écurie devra être isolée comme une cabine d’hôpital de contagieux. Des grillages fins, empêcheront l’introduction des mouches, des moustiques, même des puces. Ce sont là des installations spéciales, qu’on peut voir, par exemple, à l’Institut Pasteur de Lille.
L’étude des maladies contagieuses du gros bétail exige aussi de grandes étables spécialement aménagées pour réaliser un isolement complet et vigoureux, une désinfection facile et efficace. Citons comme modèle Fig. 143.
les locaux du laboratoire de recher- Cage métallique pour ches sur les maladies infectieuses, à lapins ou cobayes. Alfort.'
Si on ne peut avoir ces installations, on doit cependant réclamer pour tout laboratoire de bactériologie, deux ou trois stalles, dont la construction et l’exploitation sont dispendieuses pour les bœufs ou les chevaux et une bergerie (chèvres, moutons, etc.).
Une ou plusieurs pièces seront affectées aux lapins et aux cobayes. Elles seront sèches, bien aérées et pourront être chauffées, jour et nuit, en hiver. Par une nuit froide il n’est pas rare de voir la moitié des animaux malades succomber en l’absence de chauffage.
Nous recommandons l’emploi de cages ■ métalliques mobiles , ^contenant chacune un ou deux lapins, quatre ou cinq cobayes. Ces cages seront placées à 0m,80 du sol, sur des supports métalliques.
Au-dessous, le sol bitumé sera creusé de rigoles, dans lesquelles couleront à volonté de petits ruisseaux d’eau courante
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destinées à emporter l’urine et les matières fécales, et à rafraîchir le local en été. Il n’y aura jamais deux cages superposées. Chaque cage aura, fixés à une des parois, sa mangeoire et son abreuvoir en grès, suffisamment étroits pour que l’animal ne puisse y entrer. Le fond de la cage sera en treillis, mais assez fin pour que l’usage de la paille soit inutile. L’hygiène d’un clapier à lapins et cobayes, ainsi comprise, est très facile à réaliser. Une carte, une feuille de température, dans des cadres en zinc, seront appendues à chaque cage.
Les cages seront nettoyées tous les jours et désinfectées après chaque décès.
Pour les expériences très dangereuses, par exemple sur la peste , lorsqu’on veut mettre un cobaye à l’abri des insectes, on l’introduit dans un bocal en verre surmonté d’un double treillis métallique très fin.
| 3 — Appareils a contention
Lorsqu’on veut examiner ou inoculer des animaux, il faut les maintenir immobiles et hors d’état de nuire. Il est donc nécessaire de posséder des appareils à contention.
Les dispositifs sont innombrables. Nous ne disons rien de ceux destinés aux chiens. Nous renvoyons aux ouvrages de physiologie. Il suffira, le plus souvent, de museler les chiens avec une ficelle passant derrière les canines et resserrant les deux mâchoires et de les faire maintenir par un aide.
Les chevaux, non vicieux, sont en général des animaux peu
Fig. 444.
Mors de Malassez.
APPAREILS A CONTENTION
sensibles et calmes, qu’on inocule et qu’on saigne debout sans aucun appareil de contention.
Pour l’obtention des sérumslorsque les animaux sont inoculés et saignés très souvent, il est préférable de les immobiliser dans
Fig. 145.
Appareil de Latapie.
un travail (travail de Yinsot) ou plus simplement de les maintenir contre un mur avec un bat-flanc ou une barre métallique, mobiles autour d’une charnière placée à l'une des extrémités.
Fig. 146.
Appareil de Debp.and.
Pour inoculer les lapins et les cobayes, la contention par les deux mains d’un aide est presque toujours suffisante. On peut les fixer sur une planche, offrant quatre pitons pour attacher les quatre pattes avec des ficelles. Si on veut immobiliser la tête, on se servira du mors de Malassez (fig. 144). Le crochet maintient la nuque ; l’anneau, dont un écrou assure l’immo-
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bilité au point voulu, fixe le museau. Le tout est adapté à la planchette.
Un appareil très commode est celui de Latapie (fig. 445). Il peut servir à immobiliser indistinctement un lapin, un cobaye ou une souris. C’est une planchette munie à ses deux extrémités de deux dispositifs mobiles d’avant en arrière, destinés l un à la tête et l’autre aux pattes postérieures. Des anneaux qui se rabattent sur un crochet-ressort fixent les pattes, sans qu’il soit besoin de ficelles. La figure 145 montre la série de muselières qu'on peut rabattre pour fixer une tête de volume quelconque.
On peut utiliser le cylindre représenté figure 4 47 pour maintenir le cobaye .
Vappare.il deDebrand (fig. 446) est également recommandable. Mais tous ces appareils sont en bois et impossibles à stériliser. On les remplace avantageusement par de simples plateaux
en zinc à bords relevés et percés de trous, permettant d'attacher les pattes avec des ficelles. La tète est maintenue par un aide ou par Vanneau de Ranvier fixé au plateau (fig. 148) .
Pour les souris, on se sert d’une pince à pression à mors large et fenêtré. On saisit l’animal par la queue, puis, comme l’in-
Fig. 147.
Cylindre à maintenir les cobayes.
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clique la figure 149, on le maintient en tenant la queue de la même main que la pince.
On peut aussi, pour inoculer à la base de la queue, tirer la souris par la queue et placer une planchette sur le bocal, de façon à ne faire sortir que la queue ; l’animal sera dans l’impossibilité de se retourner contre l’expérimentateur.
Fig. 149.
Contention d’une souris avec une pince.
Les rats gris sont plus difficiles à prendre. 11 faut avoir deux pinces longues et solides et les saisir comme on peut. Leur morsure est très pénétrante.
| 4.' — Maladies des animaux de laboratoire
Les animaux de laboratoire sont exposés, par leur promiscuité, leur hygiène défectueuse, à de nombreuses maladies, dont la plupart sont épidémiques. Les chenils et les clapiers sont souvent décimés. 11 importe de connaître les principales de ces maladies. Nous ne pouvons que les énumérer, car ce chapitre serait trop vaste.
1° Maladies des lapins. — A. Abcès. — Ils sont fréquents après la moindre blessure. Le pus est abondant et fétide. Amaigrissement. Mort.
Ouvrir l’abcès ; soins antiseptiques. Isolement. Désinfection.
1 Pour tout ce qui concerne les appareils de contention consulter Roussy, Nouveau matériel de laboratoire et de clinique, Doin, éditeur, Paris 1899.
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B. Gale des oreilles. — Le parasite ( Psoroptes communia) gagne l’oreille moyenne et occasionne des troubles nerveux (convulsions, mouvements giratoires, etc.), amenant la mort. Curable au début.
Enlever les croûtes de l’oreille. Lavage avec des solutions acaricides (sulfure de potassium). Isolement. Désinfection de la cage.
G. Septicémies. — Elles sont fréquentes (Eberth etMAUDRY, Lucet, Thoinot et Masselin, Lignières, etc.). A l’autopsie, la broncho-pneumonie est presque la règle. La Pasteurellose des lapins est transmissible aux cobayes (Haaland et Yourewitch, Bridré) .
Ces septicémies revêtent le caractère épidémique.
11 faut en rapprocher une espèce d ’influenza décrite par Kraus, également très contagieuse. C’est une rhinite purulente, avec sinusite maxillaire et lésions pulmonaires (splénisation, pleurésie purulente). Le microbe a été isolé.
D'autres fois, la septicémie est due à un petit microbe comparable, par sa forme, à celui de Pfeiffer.
La diarrhée est, chez le lapin, un signe de valeur pronostique grave.
D. Coccidiose. — - Le Coccidium cuniculi occasionne, chez beaucoup de lapins, des lésions du foie. Un examen rapide montre facilement des coccidies oviformes.
E. Pseudo-tuberculoses. — Les pseudo-tuberculoses ne s'ont pas rares chez le lapin (voir p. 556), moins fréquentes cependant que chez le cobaye.
F. Tuberculose. — La tuberculose spontanée est exceptionnelle.
G. Nécrobacillose (Voir p. 795).
2° Maladies des cobayes. — A. Septicémies. — Beaucoup sont communes au lapin et au cobaye. Phisalix a isolé une Pasteurella dans une forme se traduisant par de la congestion pulmonaire.
Kovarzik (1903) a étudié une septicémie du cobaye à Buda-
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pest : diarrhée, paralysie des membres postérieurs, foyers nécrotiques du foie et de la rate ; elle est due à un bacille du groupe des colibacilles.
Schwer (1903) a isolé 1 eBaclerium cavisepticum (très voisin du choléra des poules) d’une septicémie des cobayes survenue à Posen .
Petril etü. Brien (1910) ont étudié un épizootie des cobayes provoquée par un microbe, difficile à distinguer de B. Aertryck et de B. suipestifer, associé à un virus filtrable. Parmi les cobayes infectés, plusieurs éliminaient le bacille incriminé avec leurs déjections.
B. Pneumonies. — Un bacille a été isolé par Tartakowski dans des cas de pneumonie très contagieuse. Il y a plusieurs maladies du cobaye se manifestant par de la pneumonie (Weber, Martini, etc.).
C. Pseudo-tuberculoses. — Elles sont assez fréquentes et épidémiques (voir p. 556).
B. Maladie du nez (Nicolle-Girard). — Se manifeste par du jetage séro-purulent, les animaux peuvent mourir de cachexie ou succomber plus rapidement à une broncho-pneumonie. La broncho-pneumonie peut être la seule manifestation de la maladie,-quelquefois on a affaire à une péritonite ou à une septicémie. Les exsudats renferment un pseudo -pneumocoque , qui possède une capsule, prend le Gram , cultive bien dans les milieux-ascite.
E. Trichomonas caviæ. — Infusoire flagellé occasionnant des épidémies (Galli-Valerio). Entérite transmissible par ingestion.
2° Maladies des rats. — A signaler une infection commune due à un trypanosome spécial, qui n’est transmissible à aucune autre espèce (Gros et Chaussât, Danilewsky, etc.). Il ne se rencontre que chez les rats gris. On verra facilement les trypanosomes en examinant le sang (fig. 150).
Les rats peuvent présenter (4 à 5 p. 100) une maladie de la peau avec lésions ganglionnaires concomitantes. Les lésions rappellent celles de la lèpre. L’agent de la maladie est un bacille acido-résistant (Stefansky. Marchoux) .
Fig. 150.
Trypanosome du rat. (Laveran et Mesnil) .
5° Maladies des oiseaux. — Elles sont nombreuses et variées. Plusieurs septicémies sont dues à des variétés de Colibacilles (Lignières et Martel, Sanfelice, etc.) ou à une bactérie ovoide {choléra des poules). La psittacose, ou pneumonie infectieuse des perruches, est due à une espèce voisine du B. d’Eberth (voir p. 843). Une septicémie spéciale a été décrite par Gamaleia ; elle est due à un vibrion, le vibrio Metchnikowi (voir p. 842), voisin de celui du choléra. N’oublions ni la diphtérie aviaire (voir p. 846), ni la tuberculose aviaire (voir p. 528), ni la spirillose des oies (Sakharoff) (voir p. 972), ni la présence possible d’autres hématozoaires intra et extraglobulaires.
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4° Maladies des chiens. — Ne pas oublier que le chien peut être spontanément tuberculeux.
Les maladies de peau sont presque constantes chez les chiens conservés un certain temps dans les chenils. Bains sulfureux. Pommades sulfureuses. Désinfection du chenil.
CHAPITRE X
INOCULATION
L’inoculation des produits pathologiques ou des cultures est indispensable. Elle servira, dans certains cas, à faire isoler par l’animal le microbe pathogène recherché (p. 151 et 188); elle servira, plus souvent à déterminer les propriétés pathogènes d’une culture pure ou à produire l'infection avec un produit pathologique. Toutes les notions acquises dans les chapitres précédents convergent vers la pratique de l'inoculation. Il ne faut pas oublier que la relation de cause à effet entre un microbe isolé d’un organisme infecté et l’infection de celui-ci ne peut s’établir qu’en produisant la maladie par inoculation de la culture pure. Nous avons même fait quelques réserves (p. 14) pour certains cas spéciaux.
1° Préparation du virus à inoculer. — Lorsqu’il s’agit d’un liquide (culture ou produit pathologique), l’inoculation se fait, en général, avec une seringue stérilisée (seringue à piston d’amiante, ou tout en verre, p. 32), quelquefois avec une pipette en verre, ou même simplement avec l’aiguille de platine trempée dans le liquide.
Lorsqu’il s’agit d'une culture solide ou d’un produit peu consistant, on délaie dans la solution physiologique ou le bouillon stérilisé et on aspire dans la seringue munie de son aiguille pour être sûr que celle-ci ne sera pas obstruée par des particules trop grosses pendant l’injection.
S’il s’agit de produits très résistants, comme un tubercule par exemple, on les divise en fines particules qui seront introduites avec une pince dans un tunnel sous-cutané
INOCULATION
Le broyeur Latapie peut pulper les organes les plus durs L
La dose de virus à inoculer est naturellement très variable. Elle pourra le plus souvent être infinitésimale, surtout lorsqu’il s’agit de cultures : elle sera différente suivant les effets cherchés. Une goutte de culture de Staphylocoque pyogène , introduite dans le système veineux du jeune lapin, le tuera en huit jours avec tous les symptômes de l’ostéomyélite; un demicentimètre cube de la même culture le tuera en vingt-quatre heures, sans suppuration.
On peut essayer d’apporter quelque précision dans le dosage des microbes à inoculer en récoltant aseptiquement les corps microbiens développés sur de la gélose sans eau de condensation. On pèse 1 centigramme de microbes par exemple que l’on dilue dans 10 centimètres cubes d’eau physiologique. On porte 1 centimètre cube de cette émulsion dans 9 centimètres cubes d’eau physiologique, puis 1 centimètre cube de cette nouvelle dilution est ajoutée à 9 centimètres cubes et ainsi de suite. On obtient ainsi des dilutions de moins en moins concentrées, 1 centimètre cube de chacune d’elles représente successivement 1/10 de centigramme, 1/100 de centigramme, 1/1000 (Nicolle);
La quantité des produits pathologiques à inoculer devra toujours être assez forte, car les microbes peuvent être peu abondants. 11 sera bon, dans ces cas, de centrifuger les liquides pour ne pas introduire d’aussi gros volumes ; on se contentera alors d’inoculer le dépôt.
2° Choix du sujet à inoculer. — Suivant le microbe employé, ou supposé dans un produit pathologique, on choisira tel ou tel sujet. 11 faut que le sujet soit réceptif. Chaque microbe est pathogène pour certaines espèces animales et inoffensif pour d’autres.
Pour apprécier et pour mesurer la virulence on choisira l’espèce la plus sensible. Il ne faut pas oublier qu'il ne convient pas seulement d’inoculer les animaux de laboratoire comme on se contente de le faire trop souvent, mais aussi, et surtout, les
1 Voir Annales Pasteur , 1902, p. 947.
AUGMENTATION DE LA RÉCEPTIVITÉ
animaux naturellement réceptifs. L’oubli de cette notion peut être la cause de bien des erreurs, certaines maladies des animaux sont spéciales à une espèce bien déterminée (la peste du porc n’est pas transmissible aux autres animaux que ceux de l’espèce porcine, la typho-anémie infectieuse du cheval n’est inoculable qu’au cheval ) .
L'âge de l’animal a son importance. Les jeunes feont en général plus sensibles. Les cobayes jeunes, le souris de quelques jours succombent à l’inoculation d’une bactéridie charbonneuse très atténuée. Par contre les cobayes adultes sont plus sensibles que les jeunes à la bactérie du charbon symptomatique. Les animaux jeunes font plus souvent des lésions osseuses que les adultes (ostéomyélite staphylococcique des lapins (Rodet), streptococcique (J. Gourmont et Jaboulay, Lannelongue et Achard). Les localisations sur la vaginale du cobaye mâle (bacille de la morve , microbe de la suppuration caséeuse) ne sont obtenues que sur les animaux adultes.
Il est enfin souvent dans un lot d'animaux des sujets anormalement réfractaires à tel virus.
Citons, à titre d’exemple, les animaux de laboratoire les plus sensibles à quelques infections :
Tuberculose des mammifères .... Cobaye.
Tuberculose aviaire Poule. Lapin.
Tétanos Souris. Cobaye.
Vibrion septique Chien. Cobaye.
Ch. symptomatique Mouton, Cobaye.
Staphylocoque pyogène Lapin.
Streptocoque pyogène Lapin.
Morve Ane. Cobaye.
Charbon Souris. Cobaye.
3° Augmentation de la réceptivité. — On peut augmenter la
réceptivité d’un animal réfractaire ou peu sensible. Il faut parfois fort peu de chose. On se rappellera qu’une différence de race suffit à modifier la réceptivité. Chauveau a montré, depuis longtemps, que le mouton algérien est moins sensible au charbon que le mouton français. Le rat blanc ne rend pas les mêmes services que la souris, etc.
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Pour augmenter la réceptivité d’un animal à un virus donné, on peut s’adresser à deux facteurs.
A. On modifie l’animal. — Nous avons déjà parlé des questions de race et d’àge. On peut choisir une femelle gravide. Parfois, on soumettra l’animal à l’inanition, aux fatigues (Charrin et Roger), à la saignée, au refroidissement (la poule refroidie prend le charbon, Pasteur), au réchauffement (la grenouille chauffée prend le tétanos, J. Courmont et Do von), au diabète expérimental, aux intoxications (alcool, cuivre, chloroforme), à l'asphyxie locale (le charbon symptomatique est pathogène pour le chien si on l’injecte dans une patte préalablement ligaturée (Cadéac), aux injections de toxines favorisantes (J. Courmont), aux injections qui entravent la leucocytose, aux procédés qui empêchent la phagocytose (addition de certaines substances (acide lactique et charbon symptomatique (Arloing, Cornevin et Thomas), sacs de collodion), à la gangrène locale (testicule bistourné, Chauveau et Arloing), etc., etc.
En d’autres termes, le terrain peut être très activement modifié.
B. On modifie le microbe. — On augmente la dose, on exalte la virulence, on adapte à la température de l’animal (le B. anthracis adapté à + 42u devient pathogène pour le pigeon, adapté à -f- 10° il l’est pour la grenouille, Dieudonné), aux humeurs (le B. de Koch humain se transforme en B. aviaire par la culture en sacs de collodion dans le péritoine de la poule (Nocard), etc.
On va voir l’influence de la porte d'entrée et de la dose.
4° Choix de la porte d entrée du virus. — Dose. —
L’animal choisi, il faut encore savoir comment on l’inoculera.
A. La porte d’entrée a une très grosse importance. Le Staphylocoque inoculé sous la peau du lapin ne produit qu’un abcès local ; introduit dans le sang, il engendre une pyohémie mortelle. Le Streptocoque produit de même un érysipèle local ou
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une infection générale. Le Vibrion Septique , mortel sous la peau, est inoffensif dans le sang (Chauveau et Arloing) .
B. La dose doit varier avec la région injectée. Prenons comme exemple : la production d’un abcès à staphylocoques chez le lapin. Le péritoine est la voie la moins favorable (c’est, au contraire, la voie la plus sûre pour l’inoculation de la tuberculose au cobaye) ; il a besoin pour suppurer de doses vingt fois, plus fortes qu’un autre organe. Le tissu cellulaire vient en deuxième ligne avec une dose nécessaire de 1 centimètre cube. Pour l’arachnoïde, la plèvre : un quart de centimètre cube suffit. Dans le sang, une goutte produit une pyohémie généralisée. Enfin, la chambre antérieure de l’œil n’exige que 8 de centimètre cube pour suppurer ; elle est 8 600 fois plus sensible que le tissu conjonctif sous-cutané.
C. Quelle que soit la porte d’entrée adoptée, il est préférable de désinfecter la région : raser ou épiler, laver au savon, au sublimé à 1 p. 1000, cautériser la peau. Tous les instruments seront aseptiques.
D. Manuel opératoire. — a. Inoculation épidermique. — La peau rasée est scarifiée. On promène, sur la surface scarifiée, une aiguille de platine trempée dans le liquide virulent.
L’ épilation est le meilleur procédé pour faire prendre la vaccine sur le lapin.
b. Inoculation transcutanée. — La peau, en apparence indemne de toute lésion, simplement épilée ou sans préparation, grâce aux érosions minuscules qui existent toujours dans les régions pileuses, laisse facilement passer certains microbes [B. de Koch, J. Courmont et Lesieur). Dans ces cas, la lésion locale est le plus souvent nulle ; il ne reste aucune trace du passage.
Gomme comparaison, on peut rappeler que les larves d'Anky~ lostome traversent instantanément la peau saine.
c. Inoculation sous-cutanée. — On fait un pli à la peau, et on ntroduit l’aiguille de la seringue dans le grand axe de ce pli, en ayant soin de ne pp.s ressortir de l’autre côté. On peut aussi faire une boutonnière à la peau pour introduire une pipette. Si on veut insérer un produit difficile à broyer (ganglion scié-
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rosé, tubercule morveux), on fait une boutonnière au bistouri, un long tunnel avec la sonde cannelée, et on introduit le virus avec une pince. On fera un point de suture, en général inutile.
d. Inoculation musculaire . — On fait pénétrer profondément F aiguille dans les masses musculaires (de la cuisse chez les mammifères, pectoraux chez les oiseaux).
e. Inoculation ‘péritonéale. — On ponctionne en enfonçant franchement l’aiguille, perpendiculairement à la peau qui est maintenue tendue. L’intestin n’est pas blessé. Toute suture est inutile.
Voir page 137, le dépôt de produits virulents dans le péritoine au moyen des sacs de collodion.
On peut aussi introduire des corps solides par laparotomie .
f. Inoculation trachéale. — Chez les petits animaux, on fait saillir le cou sur un billot, on rase et on désinfecte la peau sur la ligne médiane, au-dessous du larynx. Incision médiane de la peau et des tissus sous-jacents sur 2 ou 3 centimètres. Piquer entre deux anneaux de la trachée, de haut en bas, avec l'aiguille de la seringue. Suture. Collodion.
Chez les oiseaux : ouvrir le bec attirer la langue avec une pince. Injecter directement dans l’ouverture de la trachée qui apparaît derrière la langue.
g. Inoculation pleurale ou pulmonaire. — Piquer immédiatement en arrière de l’épaule, pour ne pas traverser le péritoine.
h. Inoculation dans la chambre antérieure de l'œil. — Instiller sur la conjonctive quelques gouttes de oocaïne à 1/50. Au bout de trois ou quatre minutes, on fixe le globe oculaire entre le pouce et l’index de la main gauche, et on enfonce la seringue perpendiculairement à l’axe de l’œil. Si l’on doit inoculer quelques gouttes do liquide (virus rabique) il faut enfoncer l'aiguille seule pour évacuer l'humeur aqueuse avant l’inoculation. Sans cette précaution l'augmentation de pression détermine la projection au dehors d’une partie du contenu de la chambre antérieure, ce qui peut compromettre le résultat ou être dangereux pour l’opérateur. Un trouble opalescent appa-
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paissant immédiatement derrière la cornée démontre le succès de l’inoculation.
i. Inoculation sous la dure-mère. — • Inciser la peau du crâne, en arrière des orbites, sur une longueur de 3 centimètres. Écarter les bords de la plaie avec un blépharostat. Couper le muscle temporal. On applique la couronne de trépan (D — 5 millimètres) sur la fosse temporale. 11 ne faut pas perforer la dure-mère. La couronne enlevée, ainsi que la rondelle osseuse, on pique obliquement (pour ne pas toucher le cerveau) la dure-mère avec l’aiguille (courbée à angle droit) de la seringue, et on pousse. On fait un point de suture. On recouvre de collodion.
C’est ainsi qu'on transmet la rage au lapin pour l'obtention du virus fixe (voir p. 882).
j. Inoculation intra-cérébrale. — Les premiers temps comme pour l’inoculation sous-dure-mérienne, on perfore la paroi crânienne avec un foret ou une drille et on enfonce l’aiguille dans les lobes frontaux. Pousser lentement et régulièrement.
k. Inoculation par inhalation. — On pulvérise des substances virulentes dans un espace clç>s où vit l’animal (une cloche à vide, par exemple). On peut aussi pulvériser un liquide sur le museau de l’animal. Ce mode d’inoculation sera peu employé. On fait difficilement la part de l’ingestion et de l’inhalation.
Pour les grands animaux les bovidés notamment (recherches sur les voies de pénétration du bacille tuberculeux) l’inhalation peut se faire au moyen d’un sac fixé à la tête de l’animal dans lequel on pulvérise le produit à inoculer.
l. Inoculation par ingestion. — On mélange les substances virulentes aux aliments, soit en arrosant ces derniers avec une culture (Pasteur), soit en incorporant les microbes dans un morceau solide, de pomme de terre par exemple (Koch). On peut encore introduire le virus directement dans l’estomac avec une sonde (n° 16 Charrière pour le lapin ; n° 14 pour le cobaye) pendant qu’un aide tient les mâchoires de l’animal écartées. On utilise parfois un petit bâillon en bois, percé d'un trou central. Chez les bovidés adultes seule l’ingestion à la sonde permet de porter les matières virulentes directement dans
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la caillette) en évitant les autres compartiments de l’estomac.
Les produits virulents peuvent être enrobés dans des capsules pour éviter la pénétration au niveau des premières voies digestives (capsules de gélatine) ou au niveau de l’estomac (capsules de kératine) .
m .Inoculation intraveineuse . — Le problème consiste à trouver, chez chaque animal, une veine superficielle qui permette l’inoculation sans trop de délabrements. Le lapin présente la dis-
Fig. 131.
Dispositif pour l’injection dans la veine marginale de l’oreille du lapin.
position la plus favorable avec sa veine marginale de l’oreille. On utilise la saphène du chien , la veine axillaire des oiseaux, la jugulaire du cobaye , une des veines de la queue de la souris.
La veine marginale du lapin est située le long du bord externe de l’oreille, du côté mince et garni de poils. On peut fixer l’animal sur une planchette à vivisection si l’injection doit durer longtemps et se faire en plusieurs temps : mais il suffit en général d’avoir un aide qui maintienne le train de derrière avec la main gauche et le cou avec la main droite. On se place alors face à la tête du lapin, et on lui rabat l’oreille gauche sur le museau. On coupe avec soin les poils tout le long de la veine avec des ciseaux courbes, et on désinfecte la région. Si la veine ne fait pas une saillie suffisante, on fait un peu de compression à la base de l’oreille. Prenant alors
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l’oreille de la main gauche en la faisant tendre sur l'index, on introduit l’aiguille de la seringue dans la veine, la pointe dirigée vers la base ; on place le pouce gauche sur la plaie de façon à serrer l’aiguille entre le pouce et l’index, et on pousse lentement l’injection avec la main droite (fig. 151). On peut aussi placer une pince serre-fine sur l’oreille pour fixer l’aiguille. L’injection terminée, on retire vivement la seringue et son aiguille, sans lever le pouce gauche qui empêche l’hémorragie et la sortie possible du liquide injecté. On fait chauffer avec la main droite l’extrémité d’un agitateur, et on cautérise la petite plaie; il n’y a pas d’hémorragie. On peut se servir de seringues contenant 1 à 20 centimètres cubes. Pour injecter des doses plus fortes, on peut laisser l’aiguille en place et remplir à nouveau la seringue ; il est préférable de se servir d’une burette fixée à un support et reliée à l’aiguille de platine par un mince tube de caoutchouc ; on réglera Fig. 152.
le débit qui doit se faire avec lenteur. Veine saphène
L’injection intraveineuse n’est pas c^en*
douloureuse, le lapin ne bouge pas ; on
voit le liquide gonfler la veine et s’écouler. Si on a manqué la veine, il se forme une boule d’œdème, et l’animal, qui souffre, s’agite violemment.
La veine saphène du chien se trouve sur la face externe de la patte postérieure (fig. 152). Comprimer le membre à la base pour faire gonfler la veine, l’aiguille est enfoncée directement à travers la peau. La veine est très mobile à la surface du tibia, il convient pour réussir l’inoculation de tendre la peau pour immobiliser le vaisseau.
On pique la veine axillaire des oiseaux à travers la peau.
Pour le cobaye , il faut dénuder la jugulaire par une incision longitudinale dirigée en dedans par rapport à la trachée qui s’étend sur la partie moyenne et inférieure du cou. La jugulaire.
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isolée, chargée avec précaution sur une pince, en fait l’injection avec une aiguille fine. Suture avec une agrafe de Michel.
Si on voulait faire traverser le foie par le liquide virulent, on ferait une boutonnière à la paroi abdominale, le long de la ligne blanche, on ferait «ortir une anse intestinale pour injecter dans une des origines des veines mésentériques.
n. Inoculation artérielle. — Dans la fémorale ou la carotide. La plaie artérielle se cicatrise sans qu’il soit besoin de la lier, si l’aiguille est fine.
o. Inoculation intra-càrdiaque . — Se pratique chez le cobaye et le lapin. Le cobaye est immobilisé sur le dos, la région du thorax épilée. Le point d’élection est à 1 centimètre et demi environ au-dessus du sommet de l’angle formé parle cercle de l’hypochondre et l'appendice xiphoïde du sternum du côté gauche aussi près que possible de la ligne médiane. On enfonce verticalement l’aiguille montée sur la seringue d’un centimètre à un centimètre et demi ; on s’assure par l’aspiration de là pénétration de l’aiguille dans le cœur et si le sang monte dans la seringue, on pousse l’injection lentement, ces opérations doivent être faites rapidement, lorsque le cobaye «reste fixé trop longtemps l’inoculation dévient difficile.
p . Inoculation par d'autres voies. - - On a inoculé des animaux, dans l’artère hépatique, dans la veine porte, dans le Cholédoque (Charrin et Roger), dans le canal de Wirsung (CHARRiN-et Carnot), dans la vésicule biliaire (Yioiæe).- On se reportera pour les détails aux mémoires originaux.
5° Observation de l'animal. — Avantd’inoculation l’animal doit toujours être marqué et pesé. Une fois inoculé, l’animal sera mis dans le chenil (chauffé en hiver) et bien nourri.
11 sera, journellement observé et tous les incidents seront notés (amaigrissement, température, contractures, paralysies, suppuration, etc.). Il va saris dire qu’un cahier spécial 'doit recevoir, jour par jour toutes les opérations * ou observations faites dansde laboratoire.
Voir, page 322, les Méthodes de renforcement de la virulence.
CHAPITRE X
Il faut récolter les produits virulents sur les animaux vivants ou morts, avec des précautions toutes spéciales et inusitées en anatomie pathologique.
§.!.■— Principes généraux, outillage
Comment doit-on recueillir, pendant la vie ou après la mort, les produits pathologiques destinés à être examinés, ensemencés, inoculés ? Le principe général est facile à comprendre ; il faut les recueillir avec une asepsie absolue. On rendra aseptiques les téguments, les surfaces d’organes pouvant contenir des germes étrangers, et on prélèvera la matière virulente avee des instruments stérilisés.
L'outillage nécessaire sera une brosse, du savon noir, du sublimé à 1 p. 1000, de l’éther, de l’alcool, du coton stérilisé, une lampe à alcool, une seringue stérilisée, une aiguille de platine, des pipettes, une capsule de platine, un ou plusieurs écouvillons. L’aiguille de platine, (p. 21) sera résistante, épaisse (lmm,5 à 2 millimètres), longue de 7 à 8 centimètres, aplatie en spatule tranchante pour pouvoir sectionner les parenchymes. Les pipettes (p. 20) auront un étranglement en (a) (fig. 153) pour empêcher le liquide d’arriver jusqu'au coton, et pour pouvoir être scellées à la lampe une fois remplies. On peut aussi étrangler l’origine de la partie effilée (fig. 154) ; la pipette brisée à ce niveau offrira une pointe acérée qui pénétrera facilement dans les parenchymes. La seringue (p. 30) sera stérilisée à l’autoclave dans un tube à essai bouché avec du
coton qui entoure l’orifice et les ailettes de la seringue qui empêchent celle-ci de s’enfoncer au point de faire toucher le fond par l’aiguille (fig. 155). On peut ainsi la transporter sans
Fig. 153. Fig. 154.
Pipette avec étranglement pour Pipette pour la récolte des lila récolte des liquides patho- quides pathologiques,
logiques.
La contaminer ; le tube servira à la rapporter au laboratoire sans risquer de disséminer le virus.
Les fragments d’organes, les tubercules seront recueillis dans de petits cristallisoirs stérilisés, ou directement dans les mortiers stérilisés où ils doivent être broyés.
# Les écouvillons sont indispensables pour prélever du jetage, du pus dans les cavités ouvertes, à la surface des ulcères. On entortille de la ouate hydrophile en tampon autour de minces baguettes de bois de 15 centimètres de longueur. Plusieurs écouvillons sont placés dans un gros tube à essai bouché avec un tampon de coton (fig. 156) ; le tout est stérilisé au four Pasteur.
Fig. 155. Fig. 156.
Seringue dans un tube stérilisé , A, tube stérilisé contenant des
pour le transport aseptique. écouvillons. — B.unécouvillon.
Les ensemencements, les inoculations seront pratiqués sur place autant que possible.
| 2. — • Récolte des produit.s pathologiques
1° Sur le vivant. — La récolte sera faite sur le vivant toutes les fois que cela sera possible.
a. Prise du sang. — Pour recueillir les quelques gouttes de sang nécessaires à l’examen microscopique on peut se conten-
ter de ponctionner, après avoir coupé les poils, laver et désinfecter, l’une des veines de la face dorsale de l’oreille. Cliez les petits animaux, cobayes et lapins, on sectionne l’extrémité de l’oreille et on cautérise après le prélèvement. Ge procédé convient pour la recherche directe des microbes dans le sang (bactéridie charbonneuse, hématozoaires).
Chez les grands animaux, il est tout aussi facile et beaucoup plus commode du point de vue de l’asepsie des opérations, de ponctionner la jugulaire avec l’aiguille d’une seringue. Si l’on fait aspiration avec une seringue, on obtient rapidement le sang nécessaire pour le séro-diagnostic ou pour un ensemencement. Pour récolter du sang en grande quantité pour l’obtention du sérum, pour l’inoculation, on pratique une saignée avec le trocart. Le sang est recueilli dans des vases stérilisés, défibriné avec des perles de verre introduites avant la stérilisation ou laissé au frais pour permettre la coagulation.
Chez le mouton on recueille le sang par ponction de la jugulaire, pour le chien on s’adressera à la jugulaire ou à la saphène.
Chez le cobaye et le lapin, la ponction du cœur permet de recueillir 2 à 5 centimètres cubes de sang sans sacrifier l’animal.
Chez la souris et le rat on peut prélever une quantité appréciable de sang par ponction transorbitaire du sinus caverneux.
b. Prise dun exsudât liquide. — Pour avoir du liquide de pleurésie, de péricardite , de péritonite, d’ascite on ponctionnera avec le trocart après désinfection de la peau. Il est souvent nécessaire de recourir à l’aspiration avec un appareil Potain.
c. Prise d’un pus. — Après désinfection ou cautérisation d’un point de la surface, on ponctionne avec la seringue munie d’une aiguille large ou avec une pipette munie d’une effilure courte.
d. Prise de l’urine. — On recueille, dans des récipients stérilisés, lors des mictions ou par le cathétérisme chez les petits animaux et chez les femelles des grandes espèces. Chez le bœuf et le cheval, le sondage ne peut pas être effectué dans des conditions qui donnent une sécurité bactériologique.
e. Prise du jetage. — On lave les orifices des cavités nasales
avec de l’eau bouillie, on fait apparaître le jetage soit en provoquant un effort de toux ou en exerçant l’animal. On recueille avec le bouchon d’ouate d’un tube stérilisé, avec un écouvillon ou directement dans une boîte de Pétri.
f. Prise des expectorations. — Chez les bovidés ou le jetage est exceptionnel, chez le cheval dans certaines localisations respiratoires (morve laryngo-trachéale) il faut provoquer l’expulsion des expectorations au dehors en immobilisant la langue pour empêcher la déglutition, on recueille les produits projetés lors des efforts de toux dans un linge placé devant la bouche de l’animal. Avec un spéculum, chez le bœuf, et un écouvillon monté sur un fil de laiton assez long, on peut aller chercher les mucosités pharyngiennes. On peut encore pratiquer la trachéotomie ou seulement la ponction de la trachée avec un trocart et recueillir les mucosités sur un écouvillon ou sur une plume d’oiseau.
g. Extirpation, harponnage des ganglions ou des parenchymes.
— Les ganglions hypertrophiés, peuvent être enlevés aseptiquement et recueillis dans des récipients stérilisés pour l’examen ou l’inoculation (ganglions sous-glossiens dans la morve, ganglion hypertrophié du cobaye inoculé, de tuberculose). Pour les ganglions volumineux, facilement accessibles ou pour certains parenchymes (mamelle) on peut prélever un petit fragment de tissu par ponction avec un trocart-harpon.
h. Prélèvement du lait. — On le recueille dans des tubes stérilisés après lavage de la mamelle et des trayons.
i. Prise des matières excrémentitielles, de l’écoulement vaginal.
— On prélève une petite quantité du produit dans un récipient stérilisé. Il est préférable, pour les matières excrémentitielles, de recueillir avec un tube de verre les produits qui restent adhérents à la muqueuse rectale (recherche du bacille tuberculeux dans les excréments des bovidés, du bacille de l’entérite chronique hypertrophiante) .
2° Sur le cadavre. — Les produits devront être prélevés dans un délai aussi court que possible après la mort de l’animal. Pour les animaux d’expérience il est toujours préférable de les
sacrifier, dès le début de la période agonique, sans attendre la mort naturelle.
La mise à mort se fait de la façon suivante : on assomme les lapins en les prenant par les pattes de derrière et en leur assénant un coup du tranchant de la main sur la tête. On pique le bulbe des chiens en introduisant un scalpel à lame mince et courte entre l’occipital et l’atlas ; la lame du scalpel doit être perpendiculaire à l’axe médullaire. On peut faire de même aux lapins, aux oiseaux, aux cobayes. En général, on tue les cobayes et les souris en les chloroformant. Les chats seront tués par la nicotine. On met deux, ou trois gouttes de nicotine, avec une pipette, dans la bouche, entre les gencives et les joues ; l’animal meurt en quelques minutes avec des convulsions.
L’autopsie des gros animaux se fera sur une table à autopsie quelconque possédant un écoulement pour les liquides. Pour les petits animaux, on possède une cuvette en zinc ou en fer-blanc dont les bords sont percés d’une série de trous pour fixer les quatre pattes au moyen de ficelles. Les liquides virulents restent dans la cuvette qui est facilement stérilisable.
L’animal fixé, on humecte avec des tampons d’ouate chargée d’une solution antiseptique toute la surface de l’animal qui se présente devant l’opérateur pour éviter l'inconvénient des poils coupés lors de l’ouverture de l’animal et qui viennent souiller lors des prélèvements/ On dépouille, en ayant soin de ne pas ouvrir les cavités. On cautérise un point de la paroi abdominale et on ponctionne avec une pipette pour recueillie l'exsudât, même opération pour la cavité thoracique.
On fend la paroi du haut en bas et on examine successivement tous les organes, prélevant à mesure, tout ce qu’on veut examiner, inoculer. On puisera le sang dans le cœur avec une pipette. On tient le cœur entre les mors d’une pince légèrement chauffée. On cautérise une zone de la surface, on pique avec la pipette; le sang monte dans la pipette sans aspiration.
Les règles de l’asepsie dirigent toutes les récoltes sur le
cadavre, on flambe la surface de l’organe et on prélève avec un instrument stérilisé.
11 va sans dire que toutes ces opérations doivent être consignées, avec leurs résultats, dans le cahier d’expériences.
On a vu (chapitre vm) comment on préparait les liquides, les frottis, les coupes pour l’examen microscopique.
Tous les débris des animaux, qui ont été inoculés avec des microbes pathogènes, doivent subir la crémation (p. 7). En attendant, ils seront recouverts d’une feuille de papier filtré imbibée d’antiseptique, pour éviter les mouches.
Les plateaux sont immergés dans du crésyl à 2-5 p. 100 ; les instruments sont stérilisés à l’ébullition.
CHAPITRE XII
PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS
§ 1. — Notions générales
Pour apprendre à isoler les produits solubles, il faut d’abord posséder quelques notions sur leurs propriétés, leur nature, leur origine.
1° Existence des produits solubles. Histoire de leur découverte. Leur importance. — Le microbe est un être vivant ; il a besoin, pour végéter, pour se reproduire, d’emprunter aux milieux dans lesquels il végète les substances nécessaires à l’élaboration de son protoplasma. Nous avons déjà rapidement énuméré, au chapitre ni, quels sont les aliments indispensables à la vie des microbes. Tantôt les substances nutritives sont directement utilisés, tantôt elles sont au préalable transformées par des ferments solubles, sécrétés par le microbe lui-même. C’est ainsi, par exemple, qu’un microbe du lait, le Tyrothrix tenuis, décrit par Duclaux, sécrète une diastase : la caséase, qui rend la caséine soluble dans l’eau et par conséquent absorbable. C’est ainsi que le Bacillus amylobacter produit une diastase qui attaque l’enveloppe cellulosique des cellules végétales et rend l’utricule azotée abordable aux microbes qui doivent s’en nourrir. La liquéfaction de la gélatine du sérum solidifié, la redissolution du caillot du lait par certains microbes sont dues à desdiastases sécrétées par ceux-ci. Les microbes se nourissent donc en absorbant les substances nutritives ambiantes, telles qu elles se présentent, ou préala-
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blement modifiées par des produits solubles sécrétés par les microbes eux-mêmes.
Il en résulte naturellement de profondes transformations dans la composition du milieu nutritif où a végété le microbe ; certaines substances n’existent plus, d’autres ont fait leur apparition. Ces dernières ont été directement élaborées par le microbe (sécrétions) ou proviennent des modifications chimiques survenues dans le milieu sous l’influence des sécrétions ; on les appelle les produits solubles microbiens.
Nous ne pouvons, dans un ouvrage élémentaire, nous appesantir sur toutes les transformations chimiques, d’ailleurs encore mal connues, des matériaux alimentaires des cultures microbiennes. Établissons simplement, au début de ce chapitre, que, par le fait môme qu’ils sont des êtres vivants, les microbes élaborent des produits solubles, qu’ils retiennent dans leur protoplasma ou qu’ils laissent diffuser dans le milieu ambiant. Nul ne leur a jamais contesté cette propriété vitale : la sécrétion de diastases digestives, de matières colorantes (retenues dans le protoplasma du M. prodigiosus, diffusant de celui du B. pyocyaneus ), etc., n’a jamais soulevé de polémiques 1 ; il n’en a plus été de même lorsqu’on a voulu faire jouer un rôle aux produits solubles microbiens dans l’explication de Y action pathogène des microbes virulents. C’est précisément des substances solubles microbiennes ayant un rôle en pathologie que nous allons uniquement nous occuper.
La découverte du rôle des produits solubles microbiens en pathologie appartient à Toussaint et à Chauveau (1878-1886). Chauveau montra qu’on pouvait produire, très rapidement, chez les moutons, tous les symptômes du charbon, en leur transfusant du sang frais provenant d’un animal charbonneux ; la soudaineté de l’évolution de la maladie ainsi provoquée indiquait qu’elle était due, non à l’introduction et au développement ultérieur des microbes, mais bien à une intoxication par injection des poisons solubles sécrétés dans le sang charbon-
1 La sécrétion de diastases par les champignons, connue antérieurement, plaidait, par analogie, en faveur des produits solubles microbiens.
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neux du premier animal. C’est surtout à propos de la vaccination que Toussaint et Chauveau développèrent leurs idées sur le rôle des produits solubles microbiens. Toussaint, donnant l’immunité avec du sang charbonneux chauffé, et qu’il croyait sûrement privé de bacilles ; Chauveau, montrant que les agneaux issus d’une brebis, inoculée avec du B. anthracis , sont doués d’immunité, avaient condensé un faisceau d’expériences tendant à faire admettre que l’immunité acquise était due à V addition de substances nouvelles sécrétées par les microbes.
Malheureusement, ces expériences ne parurent pas inattaquables : le chauffage de Toussaint (-f- 58°) pouvait ne pas avoir détruit tous les microbes du sang charbonneux; le placenta des brebis de Chauveau pouvait, à la rigueur, avoir laissé passer quelques bacilles. Aussi, Pasteur et son école combattirent-ils très vivement la théorie des produits solubles. Pour Pasteur, le microbe agissait directement par lui-même ; il causait les symptômes du charbon en absorbant l’oxygène des hématies *, il vaccinait par soustraction, en enlevant à l’organisme une substance nutritive indispensable à la vie du microbe ; toute nouvelle inoculation restait sans effets, les nouveaux arrivants trouvant un terrain épuisé.
La lutte entre la théorie de V addition et la théorie de la soustraction a duré jusqu’en février 1887, époque à laquelle Pasteur, dans une lettre à Duclaux, se rangea à l’opinion de Chauveau, ne pouvant expliquer autrement ses propres découvertes sur le traitement antirabique.
Cette même année 4887 vit surgir les preuves définitives du rôle des produits solubles en pathologie infectieuse. Charrin réussissait à déterminer des troubles par injections des toxines sûrement aseptiques (cultures filtrées) du B. pyocyanique et, augmentait la résistance du lapin, vis-à-vis du B. pyocyanique,
1 La résistance fut moins marquée vis-à-vis des produits solubles toxiques que vis-à-vis des produits solubles vaccinants. Dès 1880, Pasteur avait produit des manifestations morbides, chez la poule, en lui injectant un extrait de bouillon du choléra des poules. En 1877, il avait même supposé que le B. anthracis dissolvait les globules rouges à l’aide d’une diastase.
PRODUITS EXTRA ET INTRA-PROTOPLASM1QUES
par injection préalable de ces mêmes substances solubles extraites des cultures. Roux et Chamberland vaccinaient contre le Vibrion septique avec les produits solubles retirés des cultures. Bientôt Roux démontrait que le B. Chauvæi fabrique aussi des substances immunisantes ; Chantemesse et Widal faisaient des travaux analogues avec le B. typhique. La vaccination chimique é tait mise hors de toute contestation. S. Arloing (1888) établit la nature diastasique de certains produits solubles.
On sait le nombre immense de travaux parus depuis cette époque sur le rôle et la nature des produits solubles microbiens. La voix ouverte par Toussaint et Chauveau a conduit au chapitre le plus important de la pathologie infectieuse expérimentale, prélude indispensable de l’étude des lésions microbiennes, des symptômes infectieux, de la vaccination, de la sérothérapie, etc.
2° Produits extra et intra-protoplasmiques. — Insistons d’abord sur un point capital. Une culture microbienne peut ne pas contenir de toxines dans sa partie liquide, bien que le microbe ait fabriqué des substances très toxiques. En d’autres termes, la culture filtrée peut paraître inoffensive, sans qu’on puisse refuser au microbe la propriété toxigè^e. C’est que certains microbes sécrètent des toxines qui diffusent hors de leur protoplasma et se répandent dans les liquides nutritifs [véritables toxines solubles , extra-protoplasmiques , exotoæines), tandis que d’autres conservent ces toxines dans leur protoplasma ; il n’y a pas de diffusion ; il faut extraire ces toxines intra-protoplasmiques ( poisons du corps du microbe, endotoxines) à' l’aide de procédés spéciaux.
La plupart des produits solubles sont des toxines extra-protoplasmiques ( poisons diphtérique, tétanique , etc.). On peut citer, parmi les intra-protoplasmiques : les tuberculines, la malléine, différents vaccins extraits du corps du bacille de la peste (vaccins de Haffkïne, de Terni et Bandi), etc.
Les microbes morts sont toxiques à des doses qui varient, suivant les espèces, de quelques milligrammes à des grammes, ils peuvent occasionner un empoisonnement aigu par libéra-
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tion de leurs toxines ; ils peuvent engendrer des lésions.
Pour extraire les poisons des corps microbiens, on s’est adressé à la macération, à l’expression. On trouvera ces procédés à propos de chacun des microbes (Deuxième partie). On se contente, le plus souvent, d’injecter la totalité de la culture tuée par la chaleur : liquides et cadavres microbiens. Parfois on utilisera les humeurs riches en germes, stérilisées. Il est préférable d’utiliser exclusivement les corps microbiens recueillis sur les milieux solides sans eau de condensation.
11 n’y a pas toujours de limite bien tranchée entre les toxines solubles proprement dites et les poisons des corps microbiens. Telle toxine diffuse, mais diffuse imparfaitement et lentement.
3° Propriétés des produits solubles microbiens. — Les
produits solubles microbiens , quelle que soit leur nature intime, peuvent se diviser en deux grandes classes, suivant qu’ils engendrent la maladie ou qu’ils modifient simplement le terrain organique en vue d’une infection ultérieure.
A . Produits solubles toxiques . — La première classe comprend les produits toxiques , les toxines dans la plus large acception de ce mot. Les toxines engendrent la fièvre, les hémorragies, les inflammations de toutes sortes, etc., les lésions et symptômes, en un mot, des maladies infectieuses. Les cultures filtrées des microbes pathogènes produisent chez l'animal des effets identiques à ceux causés par l’inoculation de la culture complète (culture complète signifie l’ensemble des produits solubles et du microbe vivant).
Citons quelques exemples. Charrin a reproduit tous les symptômes et toutes les lésions de la maladie pyocyanique avec les toxines du B. pyocyaneus. Arloing a étudié les effets gangréneux des produits du Bacillus heminecrobiophilus. De Christmas a fait du pus avec une diastase provenant du Staphylocoque pyogène. Knud Faber a reproduit les contractures tétaniques avec la toxine du B. de Nicolaïer. Roux et Yersin ont fait des paralysies avec la toxine diphtérique . J. Courmont et Rodet ont fait, avec la culture filtrée du Staphylocoque pyogène, des contractures, de l’anesthésie, du Cheyne-Stokes, des troubles
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cardiaques, de l’hypothermie, des néphrites, etc. Les mêmes auteurs ont vu qqe la toxine du V. septique a une action inhibitrice sur le centre inspirateur et que celle du Streptocoque pyogène agit spécialement sur le cœur. Certaines toxines agissent sur les centres vaso-moteurs pour produire soit la vasodilatation (ectasines de Bouchard) (Arloing), soit la vasoconstriction (anectasines) (Charrin et Gley, Arloing, Morat et Doyon). Ajoutons que la mort est en général le terme de ces intoxications, si la toxine est assez active et injectée à une dose suffisante.
11 y a, dans un liquide filtré, non pas une toxine, mais un mélange de toxines (notion depuis longtemps défendue par Bouchard), à effets parfois antagonistes ( Staphylocoque pyogène , J. Courmont et Rodet) et qü'il faut alors dissocier.
a. Les toxines peuvent se subdiviser en deux groupes.
a. Le premier comprend la majorité des produits solubles qui agissent sur l’organisme comme une substance soluble quelconque. Certaines de ces toxines, à effets immédiats , sont des produits volatils (Charrin et Guillemonat, 1902).
[3. A propos de leurs études sur le poison tétanique , J. Courmont et Doyon1 ont attiré l’attention sur un second groupe qui mérite d’être classé bien à part, en raison des propriétés particulières des toxines qui le composent, et dont la toxine tétanique est le type. Ces propriétés sont les suivantes :
1° Période d' incubation constante entre l'injection de toxine et l’apparition des premiers symptômes objectifs ; cette période d incubation peut être raccourcie, mais ne peut être supprimée ; il y a un temps minimum nécessaire à l’éclosion des symptômes. On n’observe aucun accident morbide, pendant des heures, quelle que soit la dose injectée. Cette période d’incubation n’existe pas avec les substances toxiques à composition chimique définie ;
2 0 Importance relativement faible de la dose injectée. A partir d’une dose donnée, on peut centupler la quantité de poison
1 Courmont et Doyon, Société de Biologie, 1893 à 1898. Archives de Physiologie 1896, etc. Le tétanos, monographie. Baillière, 1899.
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injectée, on ne raccourcit plus l’incubation. C’est un corollaire de la nécessité de l’incubation. Par contre, la période maladive peut être raccourcie par l’augmentation des doses; la mort est hâtée;
3° Importance considérable delà température ambiante. La grenouille n’est sensible à la toxine tétanique que si elle est chauffée;
4° Existence fréquente, mais non constante, dans le corps des malades de substances immédiatement toxiques, produites par l’organisme, qui réagit contre les toxines à incubation ;
5° Absence de lésions anatomiques, nécessaires à la production des symptômes, et qui expliqueraient la période d’incubation.
Ces toxines peuvent être seules ( toxine tétanique ; J. Courmont et Doyon) ou mélangées à des toxines „à effet immédiat [toxine diphtérique, J. Coürmont et Doyon, Enriquez et Hallion). ! Elles ont d’ailleurs leurs analogues dans certains poisons végétaux (abrine, ricine, crotine) et animaux (venins) qui n’agissent aussi qu’après incubation.
Quelle que soit l’explication théorique que l’on donne de ces propriétés si spéciales de quelques toxines, la classe de J. Coürmont et Doyon doit être conservée, avec la nécessité de l’incubation comme principal caractère. On a même tendance actuellement à les regarder comme les seules toxines spécifiques.
b. Pour l’étude des effets des produits solubles toxiques, on mettra en œuvre toutes les ressources de la physiologie et de l’histologie. On injectera des doses variables à différentes espèces animales, par des voies multiples, on observera l’animal (température, urines, alimentation, amaigrissement, symptômes nerveux, etc., etc.) ; le moyen le plus précieux d'investigation sera la méthode graphique. On se servira, autant que possible, de grands animaux. Pour faire une étude suivie des effets d’une toxine jusqu’à la mort de l’animal, il est indispensable d’opérer avec des appareils graphiques. D’àrsonval et Charrin ont recherché les troubles de la calorification produits par les toxines.
S. A r lo iNG et Laulanié ont fait de même en y ajoutant l’étude des combustions organiques.
Charrin et Levaditi (1899) ont attiré l’attention sur l’influence du titre isotonique ou anisotonique des solutions minérales sur
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l’activité des toxines dissoutes dans ces solutions. L’anisotonie favorise l’intoxication ; les produits microbiens pénètrent plus rapidement les cellules.
c. A côté des toxines, Ehrlich a créé le groupe des toxoïdes et des toxones. Les toxoïdes sont des produits de transformation des toxines, ayant une composition analogue, et qui existent dans les cultures filtrées, alors que les toxines ont disparu ou, tout au moins, se sont considérablement atténuées. Ces toxoïdes peuvent, comme les toxines, servir à l’immunisation; être neutralisées par les antitoxines. Ils produisent des symptômes différents de ceux de la toxine. Ce sont des toxines masquées dans le mélange par la toxine principale. Les toxones ne sont pas le produit d’une transformation des toxines ; ce sont des corps créés concurremment par le microbe et pouvant occasionner des troubles sérieux (parai, diphtériques).
Les expériences d’Ehrlich se rapportent à la toxine diphtérique.
d. Il faut ranger parmi les produits solubles toxiques, ceux qui ont la propriété de détruire les globules blancs ( leacocidines ) ou les globules rouges {hémolysines).
a. Leucoeidines . — Si on inocule du Staphylocoque pyogène dans la plèvre d’un lapin; l’exsudât pleural, d’ailleurs très riche en leucocytes dégénérés, altère les leucocytes normaux qu’on lui ajoute. Un chauffage de 10 minutes à -f- 58° ou + 60° détruit cette propriété. La leucocidine existerait, à petite dose, dans les cultures (Van de Velde, Krauss, Neisser, Bail).
L’exsudât péritonéal du cobaye, inoculé par cette voie, avec du B. pyocyanique, jouit des mêmes propriétés.
(L Hémolysines . — On appelle hémolysines les substances qui dissolvent les globules rouges de certaines espèces animales. Nombre de microbes sécrètent des hémolysines.
La culture filtrée du B. tétanique contient de la tétan&lysine (Ehrlich etMADSEN, 1898-99; Krauss et Clermont), qui disparaît d’ailleurs vite. Les hématies du cheval et du lapin sont spécialement sensibles.
Un chauffage de 50° pendant 20 minutes détruit la tétanolysine. Elle est d’ailleurs très instable, la plus instable de toutes
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les hèmoljsines connues. C’est une substance distincte de la tétanospasmine.
Les animaux auxquels on l’injecte fabriquent une antihémolysine.
11 existe aussi tme pyocyanolysine dans les cultures filtrées du B. pyocyanique (Bulloch et H un ter, 1900, Werngeroff, Breymann). Un chauffage de 15 minutes à + 100° la détruit. Les globules rouges de beaucoup d’animaux (chien, cheval, bœuf, mouton, lapin) sont sensibles.
La pyocyanolysine résiste à 100° pendant 15 minutes.
Neissek. et Wechsberg (1901) ont signalé une staphylolysine ; les cultures filtrées de 4 à 14 jours dissolvent les hématies du lapin, du chien, du porc, du mouton, etc.
Un chauffage de 56° pendant 20 minutes la détruit.
L’injection aux animaux engendre une antihémolysine.
Sa production est un caractère constant du staphylocoque typique (Neisser).
Tous les staphylocoques pyogènes fabriquent de l’hémolysine, mais d’autant plus qu’ils sont plus virulents (Van Durme, 1903).
La ty p ho lysine a été décrite par K. et P. Levy (1901) dans les cultures de 14 jours ; elle dissout les globules du chien. Elle est thermostobile, c’est-à-dire très résistante au chauffage (100°). L’injection engendre une antityphol y sine .
La colilysine a été décrite par Kayser, en 1903 dans les cultures en bouillon acide ; elle dissout les globules du chien. Un chauffage à 120° pendant 30 minutes est sans action. On peut créer des anticolilysines ; il en existe de naturelles.
La cholérilysinc a été découverte, en 1900, par Krauss et Clermont ; elle adhère au corps des microbes.
Le Streptocoque de Marmorek fabrique in vivo sur le lapin une hémolysine très active. Besredka l’a reproduite in vitro (p. 663). C’est la seule hémolysine in vivo qu’on connaisse.
B. Produits solubles vaccinants ou prédisposants. — Le second groupe des produits solubles microbiens comprend ceux qui, toxiques ou non, modifient la réceptivité du terrain animal qu’ils imprègnent, vis-à-vis d’une infection ultérieure.
NATURE DES PRODUITS SOLURLES
a. Les uns sont vaccinants (Toussaint, Chauveau. Charrin, etc. , etc.), et ce sont les plus nombreux. On vaccine l’animal contre le tétanos, la diphtérie, le choléra* et contre la plupart des infections, en lui injectant des doses progressivement croissantes de cultures filtrées des microbes' de ces maladies.
b. Mais il existe aussi des produits solubles qui ont un effet inverse, qui sont prédisposants. Les cultures filtrées d’un bacille tuberculeux du bœuf (J. Courmont) (sans rapports avec le bacille . tuberculeux de Koch ; voir p. 562), introduites sous la peau d’un cobaye ou d'un lapin, à la dose de 1 centimètre cube par kilogramme, rendaient pour longtemps ces animaux prédisposés à l’action du bacille. Les cultures du Staphylocoque pyogène renferment les mêmes produits solubles prédisposants. Bouchard les a constatés dans les cultures du B. pyocyanique , et Roger dans celles du B. Chauvæi et du Streptocoque pyogène.
ç. Nous résumerons les notions précédentes sur les propriétés' des produits solubles dans le tableau suivant :
SOLUBLES
{ Toxinesàeffetsimméd.
Toxiques. . \ Toxines à incubation.
\ Toxones. Toxoïdes.
Leucocidines |
Vaccinants
/ à action immédiate *)
1 mais passagère. /
Prédisposants ’ ?
à action lente \
mais durable. |
Presque tous les microbes.
B. tétanique, etc.
B. diphtérique.
Staphylocoque pyogène.
B. pyocyanique.
B. tétanique.
B. pyocyanique.
Staphylocoque pyogène.
Streptocoque de JVIarmorek.
Colibacille, B. d'Eberth.
Presque tous les microbes.
B. Chauvæi.
B. pyocyanique.
Staphylocoque pyogène.
B. tuberculeux de J. Courmont.
Staphylocoque pyogène.
Streptocoque pyogène.
4° Nature des produits solubles microbiens. — Au
moment de la découverte du rôle des produits solubles microbiens en pathologie infectieuse, on savait bien que les microbes pouvaient sécréter des ferments solubles, des diastases digestives ou autres; mais on ne croyait pas que les produits solubles
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toxiques ou vaccinants puissent appartenir à cette classe de substance. On ne pensait qu’aux ptomaïnes.
A. Depuis les recherches de Panüm (1866), de Bergmann et Schmiedeberg (18681), de A Gautier (1872), de Selmi, de Nencki, etc., on avait l’attention attirée sur les alcaloïdes toxiques qu’on pouvait retirer des substances putréfiées, du pus, etc., qu’on appelait ptomaïnes 1, ou que sécrétaient les cellules des organes sains (leucomaïnes) .
Le terme de « ptomaïnes » devrait, d’après Hugounenq, être réservé aux bases alcalines qui se produisent pendant la putréfaction cadavérique ; le terme général doit être : toxines alcaloïdiques.
Les toxines alcaloi'diques sont des corps basiques, qui se dissolvent bien dans l’alcool, l’éther et les dissolvants des substances riches en carbone. Elles se combinent aux acides pour donner des sels solubles, bien cristallisés. Elles s’unissent au chlorure d’or et au chlorure de platine. L’oxygène, la lumière, les acides en excès les altèrent. Elles sont précipitées par l’iodure de potassium ioduré, le tanin, l’acide picrique, etc. Elles ont la réaction de Selmi.
Les alcaloïdes oxygénés cristallisent à l’état de liberté ou à l’état de sels. Ils se dissolvent médiocrement dans l’alcool (exemple : choline).
Les alcaloïdes résistent à de hautes températures.
Ne parlons que des toxines alcaloi'diques retirées des cultures pures. Brieger isola des ptomaïnes toxiques des cultures du B. typhique , du Staphylocoque pyogène , du Bacille de Nicolaïer (4 alcaloïdes basiques), du Vibrion cholérique. Leber fit du pus avec une ptomaïne retirée des cultures du Staphylocoque pyogène. Bref, on recherchait systématiquement les produits solubles microbiens dans le groupe des alcaloïdes.
B. C’est alors que S. Arloing découvrit la nature diastasique des produits solubles phlogogènes contenus dans les cultures du
1 Les ptomaïnes sont « les déchets ultimes, provenant de la désagrégation, graduelle et par voie d’hydratation, des matières albuminoïdes attaquées par les microbes de la putréfaction ». (Hdcodnenq.)
ORIGINE DES PRODUITS SOLUBLES
Pneumobacillus liquefaciens bovis, et dans la sérosité du poumon de bœuf atteint de péripneumonie. La voie était ouverte ; la classe des substances solubles albumosiques, ayant des propriétés pathogènes, des toxalbumines, était créée. Or, à l'heure actuelle, presque toutes les toxines sont considérées comme des corps albuminoïdes ; les ptomaïnes existent, mais ont une importance bien moindre en pathologie.
On découvre coup sur coup : la diastase pyogène du Staphylocoque pyogène (de Christmas) , les propriétés diastasiques des substances vaccinantes du sang charbonneux (Roux et Chamberland), des toxiques diphtérique (Roux et Yersin) et tétanique (Ivnud Faber), des produits solubles du Bacillus heminecrobiophilus (Arloing), d’une partie des toxines du Staphyloocque pyogène (J. Courmont et Rodet), etc.
Ce sont donc les toxalbumines qui jouent le rôle capital en pathologie infectieuse. Ce sont des corps amorphes, solubles dans l’alcool faible, insolubles dans l’alcool absolu, l’éther, le chloroforme, la benzine, le sulfure de carbone, etc. Ils sont très solubles dans l’eau. La plupart, à l’état de solution dans l’eau, s’altèrent à -{- 65°. Leur composition est très mal connue. Ils sont quaternaires avec soufre et phosphore. Beaucoup se comportént comme de véritables albumines ; beaucoup ont des propriétés zymotiques. Ces différents corps ont, en somme, entre eux des analogies plus apparentes que réelles, et semblent s’éloigner des véritables matières albuminoïdes par leur faible teneur en azote. Ces substances sont peut-être des intermédiaires entre les albumines vraies et les alcaloïdes (Hugounenq, A. Gautier). Les toxalbumines agissent à des doses infinitésimales.
Les toxalbumines microbiennes ont leurs analogues dans les toxines végétales (abrine, ricine) et dans les toxines animales (venins, sérum d’anguille).
Ajoutons que Charrin, Gley, Guillemonat, font jouer un rôle important au x produits solubles volatils.
5° Origine des produits solubles microbiens. — On est
encore bien peu fixé sur l’origine des toxalbumines micro-
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biennes. Sont-elles sécrétées de toutes pièces parle microbe, ou ne sont-elles que des transformations des substances albuminoïdes existant normalement dans les bouillons de culture ? Pour résoudre la question il faudrait obtenir des toxalbumines en cultivant les microbes dans des milieux ne contenant pas de substances protéiques. C’est ce qu’on fait certains auteurs (Arnaud et Charrin, Guinochet, Ouchinsky, Lepierre, etc.), cultivant le B. 'pyocyanique, le Vibrion cholérique et le Bacille diphtérique dans des milieux dépourvus de substances albuminoïdes (voir leur composition, page 76). Ouchinsky a retiré de ses liquides des toxalbulmines ayant les mêmes propriétés que celles qui proviennent des cultures en bouillon. Les microbes pourraient donc fabriquer de toutes pièces, par synthèse, des substances albuminoïdes en empruntant l’azote à des corps minéraux. Malheureusement, les conclusions d’OucHiNSKY n’ont pu être confirmées (Hugounenq, Doyon). Il se pourrait, d’ailleurs, que les toxalbumines ne soient pas des corps albuminoïdes, mais adhérent simplement à ces derniers. Brieger et Baer, dans leur étude des toxines diphtérique et tétanique, concluent que la substance active n’a pas les réactions de l’albumine ou de la peptone et représente « un groupement atomique inconnu en chimie ».
| 2. — Préparation des produits solubles
Pour préparer et isoler les produits solubles d’une culture, il faut opérer en plusieurs temps.
1° Virulence de la semence. — Il faut d’abord possédera l’état de pureté un échantillon, aussi virulent que possible, du microbe dont on veut essayer les produits. Certains microbes se conservent longtemps avec leur virulence (B. tuberculeux ) ; il suffira de les employer tels quels. Le plus souvent il faudra renforcer la virulence de la semence, et ce premier temps sera quelquefois très laborieux.
On renforce, en général, la virulence d’un microbe, en le faisant passer un grand nombre de fois par l’organisme d’un
PRÉPARATION DES PRODUITS SOLUBLES
animal très récepteur. On arrive ainsi à posséder des cultures d’une grande activité ; or, les produits solubles en seront toxiques en proportion.
On exalte la virulence du Staphylocoque pyogène en le faisant passer par le lapin ; on injecte la culture dans le sang et, à la mort de l'animal, on puise la semence dans Je sang du cœur ; on injecte un nouveau lapin avec la culture très jeune, ou directement avec le sang, et ainsi de suite ; les lapins meurent de plus en plus vite, et les microbes qui en proviennent sont de plus en plus virulents. C'est par cette méthode (d’abord sur des souris, puis sur des lapins) que Marmorek a pu obtenir un Streptocoque tuant le lapin à
-100 OOP 000 ou même quelquefois 1 000 ôoo ooo de centimètre cube.
On renforce le bacille de la diphtérie en le faisant passer par le cobaye. Roux, Metchnikoff et Taurelli-Salimbeni ont exalté la virulence du Vibrion cholérique, au point de posséder des cultures tuant le cobaye à 1 /60e de centimètre cube. Pour cela, ils alternent un grand nombre de fois des cultures sur gélose, et des cultures en solution de peptone, dans un sac de collodion placé dans le péritoine du cobaye (voir p. 137).
On n’a pas toujours besoin de faire passer un microbe par l'animal pour lui restituer sa virulence. S. ARLOiNGetTaucHOT ont pu renforcer la virulence du Streptocoque pyogène en changeant la composition du bouillon. Arloing conseille aussi de faire une sélection parmi les individus microbiens d’une culture. On fait végéter dans des conditions légèrement dysgénésiques, on réensemence dès le premier trouble, et ainsi de suite pendant plusieurs passages. Ce sont les individus les plus vivaces qui ont résisté.
Meyer et Ruppel ont obtenu des Streptocoques immédiatement très virulents (tuant la souris à ^ ou même • ^ de centi-
mètre cube) en les ensemençant directement de la lésion humaine dans du sang humain défibriné.
La semence virulente obtenue, il faut la conserver à cet état, ce qui est souvent très difficile. Le Vibrion cholérique , le Pneumocoque perdent très rapidement leur virulence. On cultivera
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les microbes dans des milieux appropriés. C’est ainsi que Marmorek conserve la virulence de son Streptocoque en le cultivant dans un mélange de sérum et de bouillon (voir p. 86). il faut surtout réensemencer fréquemment les cultures, le vieillissement étant une des causes les plus sûres de l’atténuation.
Lorsqu’un microbe est très atténué, on peut l'inoculer en l’associant à un autre microbe et obtenir ainsi la mort de l’animal.
Il n’est pas prouvé, qu’il soit nécessaire, pour avoir des produits solubles très vaccinants, d’employer une semence aussi virulente. Cette habitude de l'exaltation préalable sera peut-être à réformer, pour la préparation des sérums immunisants.
2° Culture définitive. — Lorsqu’on possède une semence bien virulente, il faut choisir les conditions dans lesquelles on fera la culture destinée à être expérimentée pour l'extraction des produits solubles.
Le milieu liquide sera approprié au microbe. On retrouvera, p. 64, et à la deuxième partie, les bouillons les plus convenables pour obtenir les toxines les plus communément employées (toxine tétanique) .
11 sera bon d’avoir des bouillons assez riches en%sels minéraux. On évitera autant que possible, les sucres dont la fermentation engendre des acides.
La culture sera faite en général à -f 37°.
Elle végétera, naturellement, dans le vide pour les microbes anaérobies. Hueppe et S'choll croyaient même que le V. cholérique (facultatif) fabriquait plus de toxines dans le vide qu’à l’air. J. Courmont et Doyon ont vu le contraire. On aura souvent avantage à faire passer un courant d’air à la surface du bouillon de culture étalé en couche mince, comme cela se pratiquait autrefois pour la préparation de la toxine diphtérique.
L 'âge auquel la culture doit être employée, est très variable suivant les microbes. On filtre une culture bien aérée de diphtérie, en bouillon ordinaire, vers le vingt et unième jour; en bouillon Martin, le cinquième jour; une culture de tétanos vers
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le dix-huitième ou vingtième jour (ou plus tôt) ; une culture de Vibrion cholérique vers le quatrième jour (Roux et ses collaborateurs) .
En principe, on essaie, en tâtonnant, des cultures filtrées à différents âges, et on adopte l’âge qui donne la toxine la plus active.
3° Séparation physique des substances solubles. Stérilisation de la culture. — Plusieurs moyens ont été préconisés et sont employés pour obtenir un liquide débarrassé de tout germe vivant.
A. Décantation. — Ce serait le procédé de choix s’il n’exposait à avoir une toxine renfermant encore des microbes vivants ; il éviterait l’action toujours nocive des filtres, de la chaleur, etc. Certains microbes, tels que le Streptocoque pyogène , le B. tuberculeux, ne troublent pas le bouillon, végétant, le premier en flocons au fond du ballon, le second en voile à la surface ; on pourrait donc, à la rigueur, décanter avec soin le bouillon limpide. Pour les microbes qui troublent le bouillon, il faut laisser reposer de vieilles cultures dans de hautes éprouvettes.
Tous ces procédés sont défectueux, et surtout n’offrent aucune sécurité pour l’asepsie de la toxine. C’est cependant par décantation suivie d’une filtration sur coton, que S. Arloing a pu isoler certaines substances solubles sécrétées par le Bacillus anthracïs.
B. Filtration. — C’est le procédé le plus usuel. Nous avons donné tous les détails des procédés de filtration au chapitre n, pages 47 et suivantes. Nous rappelons simplement que les filtres en porcelaine retiennent une très grande quantité de produits solubles et peuvent même modifier ceux qui passent. Les membranes de collodion présentent les mêmes inconvénients tandis que la viscose se montre beaucoup plus perméable aux toxines.
Certaines cultures sont tellement épaisses ou glaireuses que le filtre est vite encrassé ; on fera bien de les fitrer au préalable sur papier. On éprouvera aussi de grandes difficultés à filtrer les bouillons additionnés de sérum, de glycérine. Pour les liquides peu toxiques, on pourra évaporer dans le vide afin de réduire le volume du substratum .
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C. Dialyse. — Ce procédé a été employé par P. Carnot et L. Fournier (1900) pour étudier les produits solubles du Pneumocoque. Le principe consiste à cultiver le microbe en milieu liquide contenu dans un vase dont les parois dialysables laissent sortir les toxines et entrer de nouvelles substances nutritives. On peut ainsi maintenir longtemps la végétabilité de la culture et extraire journellement des toxines dont les modifications sont intéressantes à étudier.
Un flacon (A) (fig. 157) est bouché par un flacon en caoutchouc percé de deux orifices inégaux. L’un livre passage à un tube de verre (B), percé de trous et tapissé de collodion, absolument comme on fabrique les sacs de collodion. L’autre maintient un petit tube en verre (C). Tous deux sont bouchés à la ouate. Le liquide nutritif (D) remplit aux deux tiers le flacon (A) et le tube (B). Le tout est stérilisé à l’autoclave.
On ensemence l’intérieur du tube (B), on prélève les toxines et on ajoute les matériaux nutritifs par le tube (C).
Voir le dialyseur usuel, p. 332 et fig. 159.
D. Chauffage. — Un autre procédé consiste à stériliser la culture par la chaleur. On ne peut mettre ce procédé en parallèle avec le précédent . Tandis qu’avec la filtration on n’obtient que les substances solubles sécrétées par le microbe de son vivant et ayant diffusé dans le bouillon (et même une partie seulement de ces substances), on a, par le chauffage : la totalité des produits solubles soit diffusibles ( substances extra-protoplasmiques), soit retenus dans le protoplasma pendant la vie du microbe et que ce dernier abandonne- en mourant ( substances intra-protoplasmiques ). En outre, le chauffage peut modifier profondément les produits solubles, soit directement, soit en faisant sécréter des substances différentes par le microbe pendant sa
Fig. 157.
Dialyseur de Carnot et Fournier.
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période d’agonie. Le chauffage doit donc être employé dans certains cas, et la filtration dans d’autres. Certains microbes (B. anthracis, B. tuberculeux ) retiennent leurs sécrétions dans leur protoplasma ; la filtration ne livrerait pas la toxine. On peut, après le chauffage, filtrer sur papier pour se débarrasser des cadavres microbiens. La température et la durée du chauffage varieront naturellement suivant les microbes et
Fig. 158.
Bain-marie avec régulateur métallique de Roux.
seront toujours réduits au minimum nécessaire. J. Courmont et Rodet tuent le Staphylocoque pyogène par un chauffage de vingt-quatre heures à -J- 55°. J. Courmont et Doyon tuent le Vibrion cholérique en l’exposant pendant quarante-huit heures à -(- 53°. Il faut l’ébullition prolongée pour les microbes à spores. On obtiendra en général un liquide beaucoup plus toxique par le chauffage que par la filtration ( Staphylocoque pyogène) ; cependant, les cultures chauffées du V. cholérique ne sont pas plus actives que les cultures filtrées (Roux, J. Courmont et Doy.on) .
Citons comme exemple la préparation de la tuberculine brute. On sait que le bacille tuberculeux se cultive à la surface du bouillon glycériné (p. 476). On stérilise à l’autoclave à 110°, on concentre au bain-marie, dans une capsule de porcelaine, en
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agitant fréquemment avec une baguette de verre. Lorsque le liquide est réduit au 1 /10e dans son volume, on filtre sur papier. La tuberculine est donc bien comme l’avait dit Koch d’un façon assez obscure : un extrait glycérine de cultures -pures de bacilles de la tuberculose : mais c’est un extrait des produits solubles intra- et exlra-protoplasmiques des microbes.
Le chauffage d’une culture peut se faire à l’autoclave lorsqu'on a besoin d’une température supérieure à •+ 100°. Sinon, on exposera simplement la culture dans une étuve réglée à la température voulue, ou on chauffera au bain-marie. Nous recommandons le bain-marie, schématisé, figure 158, construit par Wiesnegg sur les indications de Nocard ; il est muni d’un régulateur métallique de Roux (voir p. 127) qui est contenu dans un manchon métallique traversant l’eau. Ce bain-marie servira encore pour les évaporations, etc., etc.
E. Trituration mécanique des microbes. — La tuberculine préparée par le procédé indiqué par Koch, n’ayant pas donné les résultats attendus dans le traitement de la tuberculose de l’homme, plusieurs auteurs (Brieger et Proskauer, Klebs, Hunter, Kühne, Roemer) ont cherché à la purifier, à en extraire le principe curateur. Koch a voulu extraire les substances retenues par le protoplasma microbien, après les manipulations précédentes, -et sa nouvelle tuberculine serait bactéricide, ne provoquerait pas de réactions fébriles, guérirait le cobaye tuberculeux, etc. (v. p. 502).
La tuberculine A (alcaline) s’obtient en laissant pendant trois jours les bacilles, à la température de la chambre, au contact d’une solution de soude caustique à 10 p. 100. On filtre sur papier et on neutralise. Les bacilles sont morts, mais il en reste un certain nombre dans le liquide. Cette tuberculine a les mêmes propriétés que la tuberculine brute ; elle a, en plus, l’inconvénient de produire des abcès dus aux cadavres bacillaires.
Les autres tuberculines sont obtenues en triturant les bacilles pour en extraire mécaniquement les substances intraprotoplasmiques. Cet écrasement des bacilles tuberculeux est très difficile. On fait sécher des cultures dans le vide , et on les
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triture, sans rien y ajouter, dans un mortier d’agate, avec un pilon de même substance, longuement, jusqu’à ce que le microscope montre la destruction des corps bacillaires.
On émulsionne le résidu dans l’eau distillée, et on centrifuge pendant trente ou quarante-cinq minutes (4000 tours par minute) . Le liquide obtenu est la tuberculine O, qui contient les substances solubles dans la glycérine, et se rapproche beaucoup de la tuberculine brute ou de la tuberculine A ; elle ne produit i pas d’abcès, mais n’est pas immunisante.
Le précipité boueux, qui est resté adhérent aux parois du vase, après la première centrifugation, est repris, séché à nout veau, retrituré, recentrifugé plusieurs fois de suite. On épuise ainsi presque tout le précipité ; la masse entière de la culture des bacilles tuberculeux est successivement transformée en liquides, qui ont les mêmes propriétés (sauf le premier : tuberculine O) . Ces liquides, mélangés, constituent la tuberculine R y (résiduelle) qui constitue, pour Koch, le liquide curateur de la | tuberculose. Elle est bactéricide, ne produit ni abcès ni réaction fébrile à doses faibles, elle immunise le cobaye et le guérit s’il est déjà tuberculeux. Elle contient les substances insolubles dans I la glycérine ; elle n’a donc aucun rapport de nature avec les autres tuberculin es (voir p.500).
Pour que la tuberculine R produise tous ses effets, il faut : i 1° posséder une culture très virulente (il y a de grandes différences dans la virulence des cultures même récentes) ; 2° une culture très jeune ; 3° une culture ayant végété à l’abri de la lumière ; 4° dessécher dans le vide; 5° employer de I suite la poussière obtenue ; 6° triturer longuement dans un mortier d’agate ; 7° centrifuger avec un appareil puissant.
F. Antiseptiques. — On a essayé de tuer les microbes au moyen d’antiseptiques, mais la présence de ceux-ci dans la toxine est une mauvaise condition d’expérimentation. On a aussi tué les microbes par l’action prolongée du chloroforme.
G. Précipitation. — Les toxines adhèrent à certains précipités. On peut ainsi les extraire du liquide ambiant.
On ajoute, par exemple, au liquide toxique quelques gouttes
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d’une solution concentrée de phosphate de soude, puis quelques gouttes d’une solution de chlorure de calcium ; le précipité de phosphate de chaux est rassemblé par centrifugation. Ce sont surtout les substances diastasiques qui adhèrent ainsi aux précipités. Cette adhérence est tellement forte que plusieurs lavages successifs ne suffisent pas, le plus souvent, à priver le précipité des propriétés toxiques acquises.
Par ce procédé, les microbes ne sont pas détruits.
4° Isolement chimique des substances solubles. — On
emploie, en général, les produits solubles à l’état de dilution et de mélange dans le bouillon de culture, simplement privé de germes vivants, comme il vient d’être dit.
Pour l’étude chimique de ces produits, il faut aller au delà i.
A. Extraction des toxines alcaloidiques (dont les ptomaïnes font partie.
a. Extraction par l'alcool. — On peut séparer les alcaloïdes par la précipitation des substances albuminoïdes au moyen de l 'alcool.
Le liquide filtré est légèrement acidulé à l’acide tartrique et additionné immédiatement de 13 à 20 volumes, au moins , d’alcool à 95°. On laisse vingt-quatre heures à l’obscurité. On filtre ; les substances albumosiques ont précipité et restent sur le filtre. On distille, sous pression réduite, à-f- 43°. Tout l’alcool étant évaporé, on acidulé franchement par l’acide tartrique, et on laisse digérer quelques heures à -j- 43°. On filtre et on lave le résidu à l'alcool fort. On évapore au bain-marie, à -f- 45°, jusqu’à consistance sirupeuse. Le sirop est mélangé à 8 ou 10 fois son volume d’alcool absolu, pour précipiter les sels minéraux. On laisse vingt-quatre heures, on filtre et on chasse l’alcool en disposant la capsule sur l’eau tiède.
1 Consulter à ce sujet le remarquable article de Hugounenq, in Traité de pathologie générale de Bouchard, t. II, p. 243, chap. x, de l’article Infection de Charrin. Nous lui empruntons beaucoup. Consulter aussi le chapitre xvm du Précis cle Chimie physiologique , de Hugounenq. Doin, 1897.
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Le résidu acide est épuisé à deux ou trois reprises par de l’éther et du pétrole bouillant vers -f- 40° qu’on décante à travers un filtre déjà imprégné de dissolvant. L’éther est abandonné à l’évaporation spontanée.
Le résidu, toujours acide, est repris d’abord par la benzine, puis par le chloroforme.
On alcalinise alors le résidu par un léger excès d’ammoniaque et on l’épuise par l’éther de pétrole, la benzine, le chloroforme, l’alcool amylique.
On évapore la liqueur mère et on traite le sirop par l’alcool fort ; on filtre, et on dissout le résidu dans l’eau. On peut encore extraire de nouvelles substances (Hugouneng et Eraud, 1891). '
On purifie par redissolution et cristallisation.
En général, on se sert d'une méthode moins longue et moins coûteuse pour savoir si les alcaloïdes d'une culture ont des propriété^ toxiques. On précipite par 5 ou 6 volumes d’alcool à 95°, maintenus vingt-quatre heures en présence, on filtre pour retenir le précipité, on évapore ce qui a passé, et on reprend le résidu par l’eau.
b. Extraction par V éther . — On alcalinise par la potasse, et on épuise par l’éther. On décante et on évapore. L’alcaloïde est purifié en le transformant en sel qu’on fait cristalliser plusieurs fois. Le produit, dissout dans l’eau alcaline, cède à l’éther la base libre, pure.
Mais, tous les alcaloïdes ne sont pas solubles dans l’éther et la purification est difficile,
c. Extraction par le chlorure mercurique. — Le liquide est porté à l’ébullition, filtré et précipité par le chlorure mercurique. On filtre. Le précipité et la liqueur, traités séparément par l'hydrogène sulfuré, fournissent un précipité de sulfure mercurique qu’on sépare par le filtre. On réduit les deux liqueurs par évaporation. On lave à l’alcool absolu. L'alcool de lavage est réuni aux eaux mères qu’on évapore. On précipite alors par le chlorure d’or et le chlorure de platine.
L’ébullition qui est la base de ce procédé, du à Brieger, est une condition très défectueuse.
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d. Extraction des alcaloïdes volatils. — Gautier a donné un procédé pour isoler les alcaloïdes volatils1 2 3.
B. Extraction des toxines albuminoïdes. — On n’obtiendra jamais que des produits impurs si on â cultivé le microbe en milieu contenant des matières albuminoïdes ou des peptones : ce qui est d'ailleurs le cas ordinaire.
On traite le liquide filtré (toxine) par 20 volumes d 'alcool à 95°. Au bout de vingt-quatre heures, on décante la majeure partie de l'alcool, on jette sur un filtre et on lave à l’alcool. On
reprend le précipité par l'eau et on dialyse 2 pendant quinze heures. On ajoute au liquide aqueux un grand excès d’alcool absolu, on laisse déposer, on filtre, on lave à l’alcool et on dessèche dans le vide. Opérer rapidement et à l’abri de la lumière. Si on distille l’alcool, on retrouve une certaine quantité de substance non précipitée.
Brieger et Bauer 3 isolent la toxine diphtérique en traitant une
1 Bulletin de V Académie de Médecine, janvier 1886.
2 Les toxines albumosiques ne dialy sent pas .
Un dialyseur se compose de deux récipients et d'une membrane de papier, parchemin. Le récipient le plus vaste est un cristallisoir contenant de l’eau distillée : l’autre a une forme variable, mais est ouvert aux deux bouts ; son extrémité inférieure est fermée par un tambour en papier parchemin fortement lié par un fil. Ce dernier reçoit la substance à dialyse r et est plongé dans le cristallisoir de façon que le papier affleure l’eau distillée qui doit être changée de temps en temps. Il faut s’assurer au préalable que le parchemin n’a pas de trous ; pour cela on l'étend sur du pa,pier filtre et on passe plusieurs fois une éponge mouillée ; le papier filtre doit rester sec. Nous recommandons le dispositif représenté figure 159. Deux tubulures latérales [b, b,) du cristallisoir (B) permettent d’établir un courant d’eau. Le récipient central (A) repose sur des supports.
3 Brieger et Bauer, Deutsche medizinische Wochenschrift, 3 déc. 1896-
Fig. 159.
Dialyseur.
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Ballon contenant les toxines après filtration.
culture en bouillon peptoné filtré par une solution de chlorure de zinc à 1 p. 100; ils décomposent le précipité insoluble par l’action successive du bicarbonate, du phosphate et du sulfate d’ammoniaque .• Lq substance amorphe obtenue est soluble ; elle tue le cobaye avec les symptômes classiques, et peut immuniser.
Elle ne donne pas les réactions de l’albumine ou de la peptone.
Certains produits solubles diastasiques adhèrent aux
précipités. C’est ainsi que Roux et Yersin ont vu la toxine diphtérique être entraînée par les précipités d’albumine et de phosphate de chaux.
| 3. — Conservation
DES PRODUITS SOLUBLES
Les susbstances, chimiquement pures, extraites de cultures filtrées, seront conservées d’après les préceptes ordinaires en se souvenant de leur grande altérabilité, tout spécialement pour les substances alcaloïdes.
A. — Nous voulons seulement parler de la conservation des cultures filtrées. Elles doivent être recueillies dans des récipients permettant un puisage facile de petites doses sans crainte d’altérer toute la masse.. Ces récipients doivent, en
Fig. 161.
Flacon contenant les toxines . après filtration.
/V tube en U pour le puisage. — f *, tube fermé ayant servi à la filtration. — fë, tube pour souffler.
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outre répondre à des conditions spéciales à chaque toxine. Beaucoup de cultures, filtrées, celles du bacille de la diphtérie par exemple, peuvent être conservées comme du bouillon ordinaire, sans perdre de longtemps leur activité. D’autres, telles que les toxines du tétanos, du choléra s’altèrent avec une rapidité incroyable au contact de l’air. En quatre jours la toxine cholérique a perdu la moitié de son activité si on la laisse à l’air
Fig. 162.
Tubes à essai pour la conserve des toxines.
A, tube rempli. — B.tubescelléàlalampe.
d, toxine. — e, huile.,
libre (J. Courmont et Doyon). 11 faut conserver dans le vide des liquides aussi altérables. D’une façon générale, on devrait toujours maintenir ses provisions de toxines, quelles qu’elles soient, à l’abri du contact de l’air.
Les cultures, filtrées, sont reçues dans un des trois récipients figurés aux chapitres n et m. Nous reproduisons ici les deux plus commodes (fig. 160 et 161) : nous préférons le flacon à trois tubulures avec montage sans caoutchouc (fig. 161). La fermeture du tube (f2) se fait à la lampe, sans contamination pos-
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sible. On règle la sortie de la toxine en soufflant dans le tube (p). On referme l’extrémité effilée du tube (/’1) à la lampe après l’opération. Des bouchons de liège devront être recouverts d’un enduit de gutta-percha (dissoute dans le chloroforme), ou de paraffine, ou de cire à cacheter. Il faut avoir •soin de ne pas laisser rentrer de l’air, par le tube (P), à la fin de l’opération, sans entourer l’orifice avec la flamme d'une lampe à alcool qui stérilisera l’air à son passage.
Lorsqu’on veut conserver les- cultures filtrées à l’abri de l’air, le meilleur système consiste à mettre dans le flacon destiné à les recevoir quelques centimètres cubes d ’ huile de vaseline avant la stérilisation. L’huile se stérilisera avec l’appareil. Les toxines ( d ) aussitôt dans le flacon, sont recouvertes d une couche d’huile ( e ) , qui surnage et les préserve du contact de l’air (fig. 1 63) .
On transvase parfois la culture filtrée dans des tubes de verre qu’on remplit bien et qu’on scelle à la lampe (fig. 162, A et B). 11 ne faut pas que l’étranglement soit trop étroit ; on aurait des difficultés pour introduire la toxine. Il faut attendre quelques minutes après le remplissage pour fermer à la lampe ; si le verre était encore humide, il casserait. Les toxines ainsi conservées sont encore actives au bout de deux ans. L’inconvénient de ce procédé est la perte à peu près fatale de toute la toxine contenue dans un tube quand on ouvre celui-ci.
Quel que soit le récipient employé, il devra toujours être conservé à la glacière, à l’abri de la lumière.
Nicolle et Ch. Truche donnent la préférence pour la conservation des toxines aux solutions glycérinées préparées de la façon suivante. Le poison sec est ajouté en excès à l’eau glycérinée (àâ), on garde au froid, on agite pendant quelques jours et on laisse déposer. 11 suffit de prélever pour l’usage le liquide clair. En raison de la grande quantité de glycérine on peut répéter les prélèvements sans inconvénient.
, C. — On pourra conserver les toxines desséchées , à l’état pulvérulent. On opérera comme pour les sérums (p. 381).
On conserve souvent aussi les filtrats microbiens entre toluène et chloroforme.
DE LA CRÉATION ARTIFICIELLE DE L’IMMUNITÉ
VACCINATION, IMMUNISATION
Chaque espèce animale est sensible à certains virus et réfractaire à d’autres ; on dit qu’elle est doué d’immunité naturelle vis-à-vis de ces derniers. Un individu, appartenant à une espèce sensible à tel virus, peut lui devenir réfractaire ; on dit qu’il acquiert Y immunité. Celle-ci peut être acquise naturellement : par exemple à la suite d’une première atteinte infectieuse qui a guéri ; elle peut être créée artificiellement, et prend alors plus spécialement le nom de vaccination ou d’immunisation.
Si on excepte là vaccination jennérienne et les tentatives de vaccinations anticholériques, antipesteuses, la création artificielle de l’immunité, chez l’homme, vis-à-vis des infections auxquelles il est sensible, n’a pas encore reçu de solution pratique sauf pourtant en ce qui concerne la vaccination antityphique .
Contre les maladies infectieuses des animaux, les vaccinations sont très répandues et dans la voie ouverte par Pasteur (choléra des poules, fièvre charbonneuse, rouget) la thérapeutique préventive s’est enrichie de nombreux procédés et de nouvelles méthodes, beaucoup ont reçu la consécration d’une longue pratique (charbon symptomatique).
L’immunisation de l’animal est le prélude obligé d’une foule d’expériences de laboratoire et de la préparation des sérums thérapeutiques (voir Sérothérapie). Nous devons, en conséquence, consacrer un chapitre à l’indication des différents
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moyens à employer pour créer, chez un animal, l'immunité artificielle.
§ 1. — Quelques mots sur les théories de l'immunité
Nous ne voulons pas traiter ici des théories de Y immunité (théorie phagocytaire de Metchnikoff, théories humorales) ; qui sont bien près de se confondre, les leucocytes étant la grande source des substances humorales : bactéricides, antitoxiques etc.) ; cependant, il est indispensable de fixer la signification de certains termes.
1° Antigènes, anticorps. — Toutes les fois qu'une matière albuminoïde pénètre dans un organisme, à condition que cette substance ne provienne pas d'un animal de même espèce que celui chez lequel on l’introduit, l’organisme réagit immédiatement. Cette réaction se traduit par la production de substances spécifiques, dirigées spécialement contre l’élément envahisseur , on leur donne le nom d 'anticorps. Les substances capables de provoquer la formation des anticorps sont des antigènes.
Les matières albuminoïdes représentent le type des antigènes. Les matières albuminoïdes liquides (sérum) ou figurées (cellules diverses : hématies, bactéries) les toxines, les ferments, sont par excellence capables de donner naissance à des anticorps , dont on étudie les propriétés dans le sérum des animaux traités.
Les anticorps sont de deux sortes : les anticorps agglutinants ou coagulants et les anticorps lytiques. Les anticorps agglutinants sont thermostabiles (résistent à 55 degrés), ils comprennent les agglutinines , les précipitines . Les anticorps lytiques dont la formation explique les phénomènes de bactériolyse , d’hémolyse sont thermolabiles (ne résistent pas à 55 degrés). Les conditions de leur résistance au chauffage ont permis d’attribuer leur action à l’intervention de deux substances : 1° Y alexine [complément, cytasé) qui se trouve dans tous les sérums, thermolabile, douée de propriétés destructives, mais sans spécificité, n’agissant que par l’intermédiaire de 2° Y anticorps spécifique ( anticorps proprement dit, ambocepteur, (Ehrlich) fixateur), thermostabile, spé-
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cifique. L’anticorps prépare l'antigène (cellule, bactérie) à subir l'action de l’alexine, il agit pour sensibiliser l’antigène [sensibilisatrice de Bordet) ou comme tm intermédiaire (ambocepteur corps intermédiaire d’EHRLiCH).
Recherche du pouvoir opsonique d'un sérum à l’égard des streptocoques.
A gauche, pouvoir nul. — A droite, pouvoir opsonique.
Les opsonines (Whrigt) sont les substances qui se fixent sur les microbes pour les sensibiliser à l’action phagocytaire ; les préparer a être phagocytés; les opsonines ont une spécificité relative.
Un chauffage de + 35° à -J- 60° détruit les opsonines libres, mais ne modifie pas les microbes opsonisés.
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Une première infection, ou une vaccination, les font naître dans le sérum ; elles favorisent la phagocytose en se fixant sur les nouveaux microbes de même espèce qui seront introduits dans l’organisme. Les opsonines se comportent comme les anticorps labiles. Elles ont été considérées comme analogues sinon identiques aux sensibilisatrices.
L’indice opsonique se recherche de la façon suivante. On met en contact, dans une même proportion : i° des leucocytes lavés, 2° une émulsion de bacilles, 3° le sérum du malade. On porte à -f- 37° pendant 15 à 20 minutes. On fait des préparations colorées (fig. 164) ; on compte les microbes englobés par chaque polynucléaire, on fait une moyenne. Si 100 polynucléaires ont englobé 220 microbes, le pouvoir opsonique du malade vis-à-vis de ce microbe est 2,20. On refait la même opération avec un
sérum d’individu normal ; le pouvoir est, par exemple, de 1,50.
L’indice opsonique est = 1,47. Un indice opsonique élevé indique que la phagocytose se fait bien ; le pronostic est bon. Avec l’indice opsonique on peut connaître quand se termine la phase négative des vaccinations.
La conception des bactériotropines de Neufeld est analogue à la théorie des opsonines de Wright.
Toutes les recherches sur les anticorps pour expliquer le mécanisme de l’immunité ont été faites avec des humeurs, en dehors de l’organisme. Metchnikoff pense que dans l’organisme les humeurs des animaux vaccinés contiennent des stimulines qui favorisent l’activité phagocytaire.
Les agressines (Bail) sont des substances solubles sécrétées par les microbes pathogènes, dans l’organisme ou dans les milieux de culture, qui annihilent les moyens de défense. Ces poisons s’attaqueraient particulièrement aux phagocytes. Leur existence explique la virulence des microbes.
| 2. — Création artificielle de l’immunité, vis-a-vis d’un microbe pathogène, par inoculation préalable d’un autre microbe.
On produit une maladie bénigne en inoculant un microbe
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inoffensif ; l'animal guéri est devenu réfractaire ou moins sensible qu’auparavant à un autre microbe. L’inoculation de la vaccine rend l’homme réfractaire à la variole et, réciproquement, une atteinte de variole donne l’immunité contre la vaccine. Pasteur a vu le microbe atténué du Choléra aviaire vacciner les poules contre le Charbon ; Toussaint a constaté que le même microbe préserve le lapin de la septicémie de Davaine. Le lapin, qui a reçu du Streptocoque de l’érysipèle, est devenu plus résistant au Bacillus anthracis (Emmerich). L'infection pyocyanique crée une certaine immunité du lapin vis-à-vis du même Bacillus anthracis (Bouchard, Charrin, J. Courmont, etc.). Cette méthode n’a pas encore donné de résultats satisfaisants. On n’a jamais obtenu une véritable immunité vis-à-vis d’un microbe en inoculant préalablement l’animal avec une culture d’un autre microbe inoffensif.
§3. — Création artificielle de l'immunité, vis-avis d’un MICROBE PATHOGÈNE, PAR INOCULATION PRÉ ALABLE
DU MEME MICROBE
Certaines maladies ne récidivent pas, durant les années qui suivent une première atteinte (clavelée, etc.). Il était donc indiqué de chercher un moyen de donner à l’animal une première infection sûrement bénigne, pour créer l’immunité. Cette bénignité de l'infection primitive s’obtient de plusieurs façons.
1° Inoculation du microbe virulent. — Il existe plusieurs méthodes destinées à empêcher le microbe virulent dfPproduire une infection mortelle.
A. Inoculation d’un petit nombre de microbes virulents. — L’influence de la dose de virus inoculée a été découverte par Chauveau, à propos du charbon des moutons algériens ; ceuxci, bien que réfractaires aux doses de culture charbonneuse capables de tuer les moutons français, succombaient avec desdoses supérieures. L'influence du nombre des microbes inoculés ne rencontra au début qu’incrédulité ; elle est aujourd’hui passée à l’état de dogme. L’organisme ne reste pas passif devant
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l'infection, il se défend : il succombera si les assaillants sont trop nombreux, mais il triomphera de ceux-ci introduits en faible quantité. Grâce à cet effort de défense, l'immunité s'établit.
Chauveau a vacciné des moutons contre le Charbon bactéridien avec des cultures diluées. S. Arloing, Cornevin et Thomas ont fait de même pour le Charbon symptomatique. Peuch a inoculé sans danger le virus claveleux dilué. Roux et Chamberland ont constaté l’importance de la dose en inoculant des vaccins charbonneux. Charrin a vacciné contre le Pyocyanique par la même méthode, etc., etc. Actuellement, c’est un procédé courant, pour immuniser un animal, que de lui inoculer des doses infinitésimales de culture virulente, en les augmentant progressivement jusqu'à vacdination complète. On en verra un exemple à propos de la fabrication du sérum antistreptococcique (p 384). On se reportera aussi à la page 297 pour compléter les notions nécessaires sur l’influence des doses du virus inoculé.
La bovo-vaccination de Behring (page 503 consiste à injecter dans le sang des bovidés une petite quantité de bacilles -tuberculeux humains.
B. Inoculation par diverses portes d’entrée. — La même dose de culture ou d/humeur virulente peut entraîner la mort, ou simplement vacciner, suivant le point de l’organisme où on J introduit. On vaccine le bœuf contre la péripneumonie par le procédé imaginé par Willems qui consiste à introduire de la sérosité des lésions pulmonaires dans le tissu conjonctif souscutané de l'extrémité de la queue. La tuméfaction locale est négligeable, et la mort n’est pas à craindre comme dans les cas où l’inoculation se fait au tronc.
Chauveau a immunisé le bœuf contre la même maladie, sans aucune localisation, en injectant dans le sang la sérosité pulmonaire. S. Arloing, Cornevin et Thomas ont fait de même pour le charbon symptomatique du bœuf. Chauveau et S. Arloing ont vu que l'injection intraveineuse du V. septique confère à l’âne et au chien l’immunité contre les inoculations sous cutanées toujours mortelles. Galtier a donné aux herbivores l’immunité
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contre la rage, en leur injectant dans le sang des doses de virus mortelles par inoculation dans les centres nerveux. Straus a vacciné le chien contre la morve par injections intraveineuses.
L’inoculation en certains points de l’organisme, et spécialement dans le sang, peut donc conférer une immunité solide.
2° Inoculation du microbe atténué. — Les microbes pathogènes ont une activité très variable : il existe pour chacun d’eux toute une gamme de virulence depuis l'innocuité absolue (saprophytisme) jusqu’à l’effet foudroyant de doses extraordinairement minimes. Citons, par exemple, le Streptocoque de Marrnorek dont la dose mortelle varie entre plusieurs
centimètres cubes et - Qûo — de centimètre cube de culture. Nous avons vu (p. 296) comment on pouvait exalter la virulence. Ici nous devons énumérer les moyens mis à la disposition du bactériologiste pour diminuer cette virulence et préparer des vaccins, c’est à-dire des microbes capables de procurer l’immunité en causant une infection bénigne, non mortelle. C’est à Pasteur qu’est due la découverte de l’atténuation expérimentale des virus, Toussaint la confirma quelques mois plus tard. Les vaccins peuvent consister en une culture directement affaiblie ; ils peuvent être une race fixée de microbes définitivement atténués ; ces races de vaccins ont été obtenues surtout pour le charbon, par Pasteur, Chauveau, etc.
A. Affaiblissement par le vieillissement des cultures. — C'est le premier mode de variation observé (Pasteur, Choléra des poules, 1880). Le fait est général. Une culture virulente, abandonnée à elle-même, diminue progressivement en virulence et en végétabilité ; elle finit même par périr plus ou moins rapidement (suivant que le microbe se reproduit on non par spores), Cette création de l’affaiblissement par le simple vieillissement est un fait banal, contre lequel le bactériologiste doit journellement lutter, dans les laboratoires, pour conserver ses cultures virulentes; les réensemencements fréquents sont le remède. Le Pneumocoque, le Streptocoque pyogène, le Staphylocoque pyogène, etc. , s’atténuent rapidement ; d’autres microbes résistent bien au vieillissement ( Bacille tuberculeux ) et tous les microbes à spores.
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Le vieillissement est utilisé pour la préparation des vaccins pasteuriens contre le choléra des poules, le rouget.
B. Atténuation par la culture a une température dysgénésique. — Pasteur a attribué l’atténuation des cultures qui vieillissent à l’air libre aux effets de l’oxygène agissant sur des microbes peu vivaces. Parti de cette idée, il a fabriqué des vaccins charbonneux en laissant à l'air libre des cultures de Bacillus anthracis placées dans des conditions dysgénésiques (température de 42°, 5), pour affaiblir la vitalité des microbes et empêcher la formation de spores. Il n’est pas possible de modifier la virulence des cultures sporulées. Chaque variété ainsi atténuée devenait une race dont les cultures filles conservaient la même atténuation (transmission héréditaire de l’atténuation). Tel est le mode d’obtention des vaccins charbonneux pastoriens (Pasteur, Roux et Chamberland, 1881). On cultive du Bacillus anthracis à + 42°, 5 ; vers le douzième jour l’atténuation est suffisante pour que l’inoculation de la culture immunise, sans danger, le mouton et le lapin, mais elle peut tuer le jeune cobaye ; vers le trentième jour la culture ne peut plus tuer que les jeunes souris ; elle périt au bout d’un mois et demi. Les cultures filles conservent pendant longtemps le même degré de virulence. On utilise deux vaccins (dixième jour et vingtième jour environ) dans la pratique des inoculations préventives.
La théorie pasteurienne, qui attribuait au seul oxygène de l’air l’atténuation du B. anthracis , demande à être revisée.
C. Atténuation par le chauffage. — Toussaint est l’inventeur de la préparation des vaccins par le chauffage des microbes virulents. Il vaccinait contre le charbon en inoculant du sang charbonneux défibriné, chauffé pendant dix minutes à + 55° (1880). Chauveau conseilla de préparer deux vaccins en chauffant à + 50° soit pendant dix minutes, soit pendant quinze minutes. Les deux vaccins sont inoculés à quelques jours d'intervalle.
En 1883, Chauveau a préconisé le procédé suivant : culture du Bacillus anthracis à + 42°, 5 pendant vingt-quatre heures, 'puis trois heures de chauffage à + 47°.
Le chauffage d’une culture virulente, pour obtenir des
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microbes atténués, est entré dans la pratique courante des laboratoires. Le temps et la température du chauffage varient naturellement suivant les microbes ; en général une exposition de quelques minutes à -f- 50° suffit pour atténuer les microbes sans spores.
On peut aussi modifier par le chauffage les cultures ou humeurs contenant des spores. S. Arloing, Cornevin et Thomas préparent leur vaccin contre le charbon symptomatique en chauffant le produit de broyage des tumeurs.
Ces différents procédés ne créent pas des races de vaccins comme la méthode Pasteur. Chauveau est arrivé à créer des races de microbes à atténuation transmissible en opérant de la façon suivante : 4° cultiver dans du bouillon léger à -f- 4 2°, 5 pendant vingt-quatre heures (pas de spores) ; 2° chauffer trois heures à -f- 47°; 3° ensemencer en bouillon neuf et mettre à -f- 35°-37° (spores au bout de sept jours); 4° chauffer cette culture sporogène de sept jours à -f- 80° pendant une heure à une heure et demie. Les cultures filles conservent l’atténuation de la culture chauffée. On obtient deux vaccins en chauffant (4e temps) pendant une heure à -j- 84° et à + 82°.
Pour Chauveau, l’influence de l’oxygène dans son procédé est absolument nulle.
Les vaccins antipesteux, anticholérique, antityphique sont des cultures tuées par la chaleur.
D. Atténuation par la dessiccation. — Sur l’atténuation par dessiccation repose le principe des inoculations antirabiques de Pasteur. Les centres nerveux d’un rabique perdent graduellement leur virulence si on les dessèche en évitant la décomposition cadavérique. L’atténuation commence vers le troisième jour : une moelle desséchée depuis plus de sept jours est incapable de donner la rage. Les moelles sont prises aseptiquement sur des lapins succombant en neuf jours à l’inoculation du virus fixe : elles sont divisées en fragments de 2 centimètres et suspendues dans des poudriers dont le fond est garni de potasse caustique,^ placés eux-mêmes à une température fixe + 20°; à + 21°, l’atténuation est beaucoup plus rapide. C’est par l'inoculation
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successive de moelles d’abord inoffensives, puis de plus en plus virulentes, que s’obtient l’immunisation antirabique (voir Rage,
E. Atténuation par l’oxygène comprimé. — Chauveau (1884) a préparé des vaccins charbonneux en atténuant le B. anthracis au moyen de l’oxygène comprimé. Voici sa technique : 1° ensemencer un petit ballon de bouillon avec du B. anthracis sporulé ou non; 2° enfermer le ballon dans un récipient en acier, solide et bien clos, où l’air est remplacé par de l’oxygène à la pression de deux atmosphères et demie ; 3° déposer ce récipient, toujours sous pression, pendant quinze à trenté jours, dans une étuve à 35-36° ; 4° emprunter de la semence à partir du quinzième jour et ensemencer du bouillon à l’air libre. L'atténuation est transmise héréditairement. Chauveau (1889) a produit des vaccins absolument inoffensifs en soumettant à l’oxygène comprimé des bactéridies déjà atténuées.
On rapprochera de ces expériences celles de d’Arsonval qui stérilise les extraits organiques en les soumettant, sans filtration, à une pression de 50 atmosphères dans l’acide carbonique (autoclave à acide carbonique). Sabrazès et Bazin n’ont pu stériliser des bouillons par ce procédé. D’Arsonval a répondu que la stérilisation était certaine si le liquide contenait de la glycérine au point de marquer 15°. Cette question est donc complexe. Pour Charrin et d’Arsonval la pression, sans le secours d’un gaz antiseptique, n’a pas d’influence.
Khlopine (1903) a étudié l’influence des hautes pressions sur les microorganismes (2000 à 3000 atmosphères avec l’appareil de Tamann). Elle est peu accusée (17 microbes). Cependant, les alternatives de hautes et basses pressions atténuent les microbes . Il y a des bacilles très sensibles comme le V. cholérique et d’autres très résistants, comme le Colibacille. Cette atténuation se produit aussi sur les bacilles à spores comme le B. anthracis.
F. Atténuation par les rayons solaires. — S. Arloingr vu que des cultures du B. anthracis, ensoleillées pendant vingt-quatre heures (maintenues à 0° dans les intervalles des séances), sont encore vivantes et peuvent vacciner le cobaye.
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G. Atténuation par les antiseptiques. — Toussaint (1880), ajoute 1 à 1.5 p. 100 de phénol au sang charbonneux, et obtient un vaccin pour le lapin et la brebis. Roux et Chamberland (1883), montrent que le phénol ajouté au bouillon de culture, dans la proportion de 1/800, laisse pulluler le B. anthracis, mais empêche la formation de spores ; au bout d’un mois, une semblable culture est inoffensive et peut conférer l’immunité. Le bichromate de potasse est préférable; à la dose de 1/2000 à l/oOOO, il atténue en trois jours. Les cultures bichromatées se propagent avec leur atténuation. Roux et Chamberland ont vu que le phénol pouvait, par un contact prolongé, atténuer les cultures déjà formées ; il en est de même de l’acide sulfurique à 2 p. 100 pour les spores. Ces microbes donnent des générations de vaccins.
Arloing, Corne vin et Thomas ont transformé en vaccin la sérosité du charbon symptomatique à l’aide de la glycérine phéniquée, du sublimé à 1/5000, de l’eucalyptol, du thymol, de la galactose alcalinisée. La coumarine atténue le Vibrion septique (Cornevin), etc.
H. Atténuation par l’électricité. — D’Arsonval et Charrin, ont atténué le B. pyocyanique par l’emploi des courants de haute fréquence en dehors de tout mécanisme thermique ou chimique.
Lehmann et Zierler (1903) ont montré qu’un faible courant agissant sur 10 centimètres cubes de bouillon, détruit les bacilles au voisinage de l’anode (production de chlore et d’acide chlorhydrique). PourBouRAx, l’électricité sous toutes ses formes diminue la vitalité des microbes.
I. Atténuation par les rayons Roentgen. — La plupart des expérimentateurs ont échoué en voulant atténuer les microbes au moyen des rayons de Rœntgen. Le B. de Lôffler, exposé en cultures sur gélose pendant six à sept heures au foyer d’un puissant tube de Crookes subit une légère atténuation (J. Courmont et Doyon). Les toxines ont également paru diminuer d’activité.
J. Atténuation par les rayons du radium. — Pfeiffer et Friedberger (1903) ont vu que les rayons de Becquerel (exposition à 1 centimètre d’un fragment de bromure de radium de 25 mil-
INOCULATION DU MICROBE ATTÉNUÉ
ligrammes) étaient actifs contre le B. typhique et le V. cholérique (tués* en deux jours) et même les spores du B. anthracis (tuées en trois jours). Une exposition moins longue peut atténuer.
Une circulation gazeuse, chargée d’émanations de radium, sur la surface des milieux solides ensemencés, arrête le développement microbien si l'ensemencement n’a été fait qu’en surface : elle n’a aucune action en profondeur. Les émanations ne pénètrent pas non plus très loin dans les liquides.
Boucrard et Balthazard ont vu que les émanations du radium entravent la production de la matière colorante des bactéries qui diffusent leur couleur dans le milieu (B. pyocyanique) . En outre, il y a atténuation de virulence. Enfin, on protège le cobaye en lui introduisant à la fois dans le péritoine la dose mortelle et une grande quantité d’émanation (1 gramme en une heure) .
Ii. Atténuation au moyen de passages par l’animal. — Des passages successifs d’un virus à travers un organisme animal exatent en général sa virulence (p. 322) ; ils peuvent au contraire l'atténuer ou l’adapter à une espèce animale donnée. La vaccine n'est peut-être qu’une variole ayant passé par le cheval et le bœuf. Pasteur, en isolant le Pneumocoque de la salive d*un enfant, vit que ce microbe était inoffensif pour le cobaye et tuait rapidement le lapin. Etant arrivé à tuer de jeunes cobayes, il parvint à rendre ses cultures virulentes pour le cobaye ; elles ne tuaient plus le lapin, elles le vaccinaient. Ce fait conduisit Pasteur à ses expériences sur le rouget du porc. Lorsque le microbe du rouget a été exalté pour le lapin par passages successifs à travers cet animal, il ne donne plus au porc qu'une maladie bénigne, dont il sort vacciné. La rage s’atténue par le passage à travers le singe (Pasteur) .
Il est donc bien démontré qu’en exaltant la virulence d’un microbe pour une espèce animale, on n’augmente pas fatalement sa virulence pour toutes les espèces sensibles ; on peut même, au contraire, avoir atténué le microbe pour l'animal ayant donné la semence primitive.
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Ces faits ont été trop oubliés. Les différences qui séparent la tuberculose aviaire de celle des mammifères s’expliquent par le même mécanisme. Le Bacille de Koch est peu virulent pour le mammifère lorsqu’il provient d’un oiseau et réciproquement. 11 y a un acclimatement comme pour les cultures sur différents milieux. Il n'est pas non plus démontré qu’on ait raison, dans la fabrication des sérums thérapeutiques, d’exalter d’abord le microbe pour une espèce animale ( Vibrion cholérique pour le cobaye, Streptocoque pour le lapin, etc.), puisque le sérum doit être curateur pour l’homme.
L. Modification par la sensibilisation. — Besredka (voir p. 902) a imaginé d’inoculer des microbes sensibilisés et lavés.
| 4. — Création artificielle de l’immunité
PAR L INJECTION DES PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS
Nous avons consacré à l’étude des produits solubles microbiens le chapitre xii, auquel on se reportera pour tous les détails.
Ainsi que Toussaint et Chauveau l’avaient soutenu, dès 1880; ainsi que Charrin l’a définitivement démontré, en 1887, avec les cultures filtrées du B. pyocyanique ; ainsi que Salmon, et Smith, S. Arloing, Roux et Chamberland, Bouchard, Chantemesse et Widal, J. Courmont, etc., l’ont vu, avec différents microbes, les microbes vaccinent en agissant sur l’organisme par les produits solubles qu’ils fabriquent. La création artificielle de l’immunité par injection de ces produits solubles, sécrétés dans les bouillons de culture et complètement séparés des germes vivants a reçu le nom de vaccination chimique. Elle est théoriquement bien supérieure à la vaccination par inoculation de microbes atténués, ceux-ci pouvant toujours occasionner quelques cas mortels ; par contre, ses effets paraissent moins durables, si on ne répète pas fréquemment les injections. En raison de cette faible durée de l'immunité acquise, en raison aussi des accidents toxiques possibles, la vaccination chimique n’a pas été directement appliquée à l’homme ; elle sert à immuniser des animaux, tout spécialement en vue de la production des sérums thérapeutiques.
INJECTION DES PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS
Pour immuniser un animal à l’aide des produits solubles microbiens, on se rappellera quelques principes généraux.
Une immunisation solide ne peut s’obtenir qu’à la longue ! après une série d’injections. Les substances vaccinantes étant k" toxiques ou mélangées à des substances toxiques devront être introduites d’abord à très faibles doses, le plus souvent dans le tissu conjonctif sous-cutané. Il se produira habituellement ' des accidents inflammatoires locaux (œdème, empâtement, congestion) et des symptômes généraux (fièvre, abattement, anob rexie) . On attendra que tout soit rentré dans l’ordre pour tenter K l’injection suivante. On augmentera progressivement les doses, w La réaction organique sera de moins en moins intense à mesure que l’immunité s’accentuera ; on arrivera ainsi à pouvoir injecter des doses 300 et 400 fois plus fortes qu’au » début, sans danger pour l’animal et même sans troubles passagers. L’animal est immunisé. 11 est réfractaire au microbe prot ducteur de la toxine et à la toxine elle-même. On peut diminuer le danger des premières injections en additionnant la toxine de certaines substances , telles que l’iode. On trouvera plus loin, au chapitre de la Sérothérapie, la technique de l’immunisation du cheval contre différents microbes pathogènes. Des accidents arrivent assez fréquemment pendant l’immunisation ; certains animaux supportent mal les injections et meurent | intoxiqués.
Les toxones et toxoïdes d’EHRLiCH (voir p. 356) peuvent conférer l’immunité.
r Les produits solubles employés peuvent être obtenus par un I quelconque des procédés indiqués au chapitre xn ; la filtration est la plus répandue.
On se souviendra que tous les liquides provenant de. cultures microbiennes ne sont pas vaccinants, qu’ils sont même quel- ' quefois prédisposants. En injectant ces derniers on affaiblirait i l’immunité au lieu de la renforcer ( Bacille tuberculeux de j J. Courmont, Staphylocoque pyogène , Streptocoque pyogène , etc.) .
Il ne faut pas renoncer à vacciner avec les produits solubles j d’un microbe parce qu’ils sont doués de propriétés prédisposantes. Il peut y avoir dans le liquide filtré un mélange de sub-
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stances vaccinantes et prédisposantes (Staphylocoque pyogène , J. Coubmont et Rodet ; Streptocoque pyogène , Roger) ; on cherchera à les dissocier. J. Courmont et Rodet ont vu que la culture filtrée de Staphylocoque pyogène qui est habituellement prédisposante, exceptionnellement vaccinante, doit ces propriétés à des substances prédisposantes, solubles dans l’alcool, mélangées à des produits vaccinants, précipitables par l’alcool. Un simple chauffage à -f- 55° suffit à faire apparaître le pouvoir vaccinant des cultures filtrées prédisposantes du Staphylocoque pyogène. Il faut chauffer à -f- 1 10° les cultures filtrées du Streptocoque pyogène pour les rendre vaccinantes (Roger).
| 5. — Création artificielle de l’immunité PAR l’injection DU SÉRUM d’un ANIMAI. IMMUNISÉ
Sous l’influence des produits solubles vaccinants microbiens l’organisme fabrique, pour s'immuniser, des substances nouvelles (Bouchard) bactéricides et antitoxiques, qui se retrouvent en abondance dans le sérum sanguin. Ce sérum d’immunisé injecté à un animal neuf est préventif, et parfois curatif pour l'animal déjà infecté (Behring et Ivitasato) injecté en même temps que la toxine il neutralise ses effets ( action antitoxique) .
C’est le principe de la sérothérapie.
L'immunisation conférée par les sérums (d’animaux hyperimmunisés) est immédiate, elle est obtenue sans réaction de l’organisme (. Immunisation passive ), mais elle est de peu de durée (douze à quinze jours, trois semaines).
Si la brièveté de l'immunisation conférée par les sérums limite leur utilisation, par contre la rapidité avec laquelle elle s’établit lui attribue de précieuses indications ( sérum antitétanique) dans les traumatismes accidentels ou chirurgicaux, sérum contre le charbon symptomatique ou le rouget dans les pays infectés.
Voir p. 354, le mécanisme de l’action des sérums et les théories d’EHRLiCH.
CHAPITRE XIV
SÉROTHÉRAPIE
Nous voulons surtout insister sur la technique de la préparation et de l’emploi des sérums anti-infectieux ou anti-toxiques. Nous commencerons cependant par quelques notions générales, aussi abrégées que possible, mais indispensables à la compréhension.
§ 1. SÉROTHÉRAPIE EN GÉNÉRAL
1° Définition. — Dès son aurore, la bactériologie, non contente de découvrir les agents pathogènes, a porté ses efforts vers la recherche du traitement des maladies virulentes.
Nous avons traité la question de l'immunisation artificielle au chapitre xm. On trouvera ce qui est acquis à propos de chaque microbe envisagé en particulier dans la Deuxième partie. Ces méthodes préventives qui n’ont pas entièrement conquis droit de cité en médecine humaine (tentatives de Haffkine contre le choléra et la peste, de Ferran contré le choléra, de Wright contre la fièvre typhoïde), sont couramment utilisées en médecine vétérinaire contre le charbon bactéridien, le rouget, le charbon symptomatique.
La vaccine jennérienne était découverte avant l’avènement de la bactériologie. Le traitement antirabique, qui est une véritable vaccination préventive, est presque le seul exemple à 'citer comme conquête de la bactériologie dans le domaine humain à l’aide des inoculations vaccinales. Les injections ‘préventives
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de sérum contre la diphtérie, le tétanos, reposent sur un autre principe qui est précisément celui de la sérothérapie.
Les méthodes bactériologiques curatives, celles qui s’adressent à la maladie déclarée, peuvent se grouper sous trois dénominations : bactériothérapie, toxino thérapie, sérothérapie.
A. La bactériothérapie utilise l’antagonisme de certains microbes. On cherche à guérir la maladie existante par l’inoculation du microbe antagoniste qui produira une seconde maladie, bénigne par elle-même et curatrice de la première. Elle a pris naissance en Italie. * Cantani pulvérisait des cultures de Bacterium termo dans les voies respiratoires des phtisiques cavitaires. Cliniquement et expérimentalement, les résultats ont été négatifs. On a cherché à utiliser l’antagonisme du B. anthracis et du B. pyocyanique (Charrin, etc.). Fochier a tenté la guérison de la septicémie puerpérale au moyen d’abcès de fixation à staphylocoques. On a cherché à modifier des tumeurs malignes par des inoculations de Streptocoque de l’érysipèle (Koch et Pétruchsky, etc). La bactériothérapie n’a pas encore fait ses preuves.
B. La toxinothérapie n’utilise que les toxines microbiennes. Le traitement de la tuberculose par la tuberculine de Koch (voir p. 500) fut la tentative la plus retentissante de la toxinothérapie.
C. La sérothérapie a une portée bien plus grande ; elle est une des plus importantes conquêtes de la bactériologie. Elle est née (bien qu’en réalité ses effets soient surtout antitoxiques ) de la théorie qui expliquait l’immunité par les propriétés bactéricides des humeurs. Si les humeurs de l’animal ayant acquis l'immunité contiennent des substances qui sont antiseptiques pour le microbe originel, l’injection de ces liquides dans un organisme infecté doit apporter un appui sérieux à l’effort curateur de celui-ci. Telle est l’origine de la sérothérapie. On peut la définir : une méthode de traitement qui consiste à injecter à un individu sain [action préventive) ou déjà malade ( action curative ) une dose appropriée de sérum provenant d’un animal hyper -
DÉCOUVERTE
vacciné contre la même infection. Ce sérunl a des propriétés bactéricides , agglutinantes , lytiques , etc., mais surtout antitoxiques ; il empêche le pullulation du microbe, mais a pour rôle principal de neutraliser les effets de ses toxines : tel est, en deux mots, le mécanisme de son action. Les sérums thérapeutiques sont, avant tout, les véhicules des antitoxines.
2° Histoire de la découverte de la sérothérapie. — La
découverte de la sérothérapie appartient, sans contestation possible, à Behring et Kitasato qui montrent, en 1890, les propriétés préventives et curatives du sérum des animaux immunisés contre le tétanos et la diphtérie. Il n’en est pas moins juste de reconnaître que les travaux antérieurs des partisans de la théorie bactéricide des humeurs (École allemande, Bouchard et ses élèves, etc.), ceux de Richet et Heriçourt, de Bouchard, Gharrin, etc., sur les propriétés curatives du sang ou du sérum, avaient préparé la voie suivie par Behring et Kitasato.
Peu de temps après la découverte expérimentale, Behring et Ehrlich essaient, sur des enfants atteints de diphtérie, les effets des injections de sérum antidiphtérique. Ces tentatives n’eurent pas tout le retentissement qu’elles auraient mérité, en raison surtout de l'échec du traitement antitétanique. Nous savons aujourd’hui que le sérum antitétanique peut prévenir mais ne peut guérir le tétanos, contrairement aux premières affirmations de Behring et Kitasato. Il faut arriver au Congrès de Budapesth, en 1894, pour trouver, dans le travail retentissant de Roux, une technique précise pour la fabrication du sérum antidiphtérique, une statistique importante de cas de diphtérie traités par le sérum, des indications d’une netteté absolue sur la façon d’employer celui-ci. Dès ce jour, le sérum antidiphtérique entra dans la pratique courante.
Le nom d’EHRLicH doit être aussi mis en première ligne, pour le nombre des travaux qu’on doit à ce savant sur la mesure d’activité des sérums, sur les théories des antitoxines, etc.
Depuis la communication de Roux, on a fabriqué une foule
SEROTHERAPIE
de sérums thérapeutiques ; quelques-uns seulement ont fait leurs preuves.
3° Théories d’Ehrlich sur limmunité. la constitution des toxines et des antitoxines. — 11 nous parait indispensable d’expliquer, en quelques mots, les théories d’EHRLicH, qui ont fait entrer dans le langage courant de la bactériologie des mots absolument nouveaux dont il faut connaître le sens.
Erhlich distingue, avec tous les bactériologistes :
A) L'immunité naturelle.
a') passive , par injection de sérum d’animaux immunisés activement.
I cl) bactéricide, produite par injection de microbes ou l de toxines intra-proto-
^ plasmiques (toxoprotéi-
b') active ' nés).
J (3) antitoxique , produite 1 par injection de toxines extra - protoplasmiques Y (toxalbuniines).
C’est l’immunité acquise qui nous intéresse surtout, à propos des sérums.
A. Immunité antitoxique (antitoxines). — Les toxines (toxalbumines, substances extra-protoplasmiques) sont des substances très instables, existant dans tes produits de sécrétion d’origine animale ou végétale. Leurs caractères principaux, les distinguant des poisons chimiquement définis, sont d’agir seulement après une période d’incubation (J. Courmont et Doyon), de contracter, avec le protoplasma de certains groupements cellulaires, des combinaisons spécifiques, et surtout de déterminer, dans certaines conditions, la formation d 'antitoxines spécifiques dans l’organisme.
La théorie d’EHRLicH, dite des chaînes latérales, est basée sur deux hypothèses.
La première de ces hypothèses, c'est que la cellule vivante
B) L’immunité acquise.
THÉORIES d’eHRLICU
(fig. 165) est composée d’un corps, ou masse protoplasmique centrale (C), et de prolongements, récepteurs (R) ou chaînes latérales (d'un nom emprunté à la chimie), capables de prendre aux humeurs normales les substances nutritives, aux humeurs pathologiques les poisons microbiens.
La deuxième hypothèse est que la molécule de toxine (T), est formée de deux groupements » distincts, le groupe haptophore et le groupe toxophore.
Le groupe haptophore ( h ) plus stable, doué d’affinité pour les récepteurs de cellules déterminées (variables suivant les toxines), forme immédiatement avec eux des combinaisons chimiques, ce qui fixe la molécule de toxine aux cellules. Le groupe toxophore ! (£), très labile, n’agit pas toujours, et seulement à la faveur du premier et par conséquent toujours • après lui : ce qui expliquerait la nécessité de l’incubation dans l'intoxication microbienne. Le groupe toxophore est la partie active.
Dans le cas d’immunisation à
l’aide de toxines ou de toxoïdes, le groupe toxophore ne doit pas entrer en jeu. Le groupe haptophore delà molécule toxique injectée, comme une clef trouvant sa serrure, contracte des combinaisons chimiques avec les chaînes latérales de certaines cellules, à l’exclusion de certaines autres : cette affinité spéciale . explique bien la spécificité du processus. Les combinaisons formées sont stables au point qu elles empêchent les récepteurs d’emprunter aux humeurs les substances nutritives dont la cellule a besoin ; celle-ci se trouve comme physiologiquement amputée, et périrait, si elle ne se mettait à former de nouvelles chaînes latérales (R2 R3 RJ (fig. 165).
Or, d’après une loi de Weigert, toute néoformation est une
Fig. 165.
Schéma de la production de l’antitoxine (d’après la théorie d’EHRLlCH).
C, cellule. — R, récepteurs. — T, toxine avec son groupe haptophore (h) et son groupe toxophore (i), — Ri, récepteur libre (antiloxine).
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surproduction, et, en répétant les injections de toxine, on finit par entraîner la cellule à produire un excès de récepteurs. Ces chaînes latérales en excès se détachent de la cellule-mère et tombent dans les humeurs (récepteurs libres, RI). Là elles seront capables de fixer les molécules de cette môme toxine (T) qu’elles rencontreront, et d’en préserver ainsi leurs cellules d’origine. Les chaînes latérales sont donc des sortes de paratonnerres, pouvant attirer le danger sur les cellules lorsqu’elles ne sont pas isolées (récepteurs fixes), et les en préserver lorsqu’elles sont séparées d’elles (récepteurs libres). Ces récepteurs devenus libres, capables de préserver les organes en fixant la toxine, ce. sont les antitoxines, et leur apparition dans le sérum caractérise l'immunité. La toxine est happée par les récepteurs libres avant d’arriver aux récepteurs cellulaires [immunité active ) .
En dernière analyse, d’après la théorie d’EHRLicH, les antitoxines sont des produits normaux de V activité cellulaire, et non des dérivés de la toxine, comme le voulait Buchner ; ce que tout le monde admet d’ailleurs. Les réactions immunisantes sont « la reproduction de certains processus des échanges nutritifs normaux ». La théorie est purement chimique i.
11 existe des dérivés de toxine dans les bouillons de culture eux-mêmes: ce sont des toxoides (voir p. 317), conservant le groupe haptophore, mais dépourvues du groupe toxophore. Elles peuvent donc se fixer sur les cellules avec leur groupe haptophore, elles exigent pour leur neutralisation autant d’antitoxine que les toxalbumines non modifiées, mais sont peu toxiques. Ce sont des toxines amputées. De plus, à côté des toxines, les microbes produisent des toxones, à groupe toxophore simplement affaibli, mais en somme véritables toxines existant à côté de celles-ci : la toxone diphtérique, par exemple, est incapable de tuer le cobaye en cinq jours, est dépourvue de pouvoir nécrosant, mais produit des paralysies tardives (Madsen) , et peut conférer l'immunité (Dreyer).
1 Lire le volume où toutes les théories d’EHRLicH sont condensées : Gesammelte' Arbeiten zur Immunitàts F orschung . Berlin, Hirschwald 1904, 776 pages.
THÉORIES d’eHRLICH
La théorie des chaînes latérales a le grand mérite d’expliquer la plupart des faits, concernant l’immunité antitoxique. Pour Ehrlich, elle s’applique très bien aux expériences de J. Courmont et Doyon (tétanos de la grenouille), à celles de Wassermann et Takaki (neutralisation de toxine tétanique in vitro par la substance cérébrale normale, etc.) ,
B. Immunité ractéricide (immunisines, agglutinines). — L’immunisation active par injection de microbes, ou de substances (toxoprotéines) contenues dans le protoplasma microbien , c’est-àdire la production dans le sang de baçtériolysines, d’ agglutinines, peut être rapprochée de la production de poisons cellulaires ou cyto-toxines en général (hémolysine, spermo- ou néphrotoxine, etc.)
Bordet, en effet, a montré que des cellules inoffensives, telles que les globules, peuvent déterminer les mêmes réactions humorales que l’immunité bactérienne.
Dans les sérums bactéricides, il y- a deux substances en jeu (fig. 166) : 1° On peut admettre qu’il existe à l’état normal, soit à l’intérieur des phagocytes (Metchnikoff) , mais pouvant s’en échapper par leur altération (comme dans l’expérience de Pfeiffer), soit dans le plasma (M. GRÜRER),une substance capable de dissoudre les éléments figurés accidentels (microbes, hématies ou autres cellules) , mais non spécifique, et thermolabile, c’est-à-dire ne résistant pas dans le sérum à -j- 55°, et au vieillissement. On la nomme alexine (Buchner), complément ou addiment (Ehrlich), cytase (Metchnikoff). Pour Ehrlich, il faudrait même distinguer une microcytase , bactéricide, dans les polynucléaires, et une macrocytase , globulicide et cytolytique, dans
Fig. 166.
Schéma de la production de l’immunisine (d’après la théorie d’EHRLiCH).
M, microbe. A, alexine avec son groupe zvmotoxe (z) et son groupe haptophore (h). — S. sensibilisatrice avec son groupe complémentophile (c) et son groupe haptophore (h) ,. — R, récepteur.
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les mononucléaires. L’alexine (A), a comme la toxine, un groupe zymotoxe (z) et un groupe haptophore [h) ;
2° L’immunisation contre les microbes, l’injection de cellules normales, font apparaître, dans le plasma, une substance nouvelle (S) spécifique, thermostabile, c’est-à-dire résistant au chauffage à -j- 55°, incapable de dissoudre elle-même les bactéries (non bactéricide) ou les cellules, mais rendant ces éléments figurés sensibles à l’alexine et, favorisant, comme un mordant, la fixation de l’alexine sur le corps microbien. Metchnjkoff la croit formée par les phagocytes. On l’appelle anticorps, matière préventive ou sensibilisatrice (Bordet), immunisine (Buchner), Immunkôrper ou Zwischenkorper ou Amboceptor (Ehrlich), fixateur, philocytase (Metchnikoff ), préparateur (JL Gruber), desmon (London), ambocepteur (Levaditi). Elle correspondrait au groupe haptophore, ou plutôt elle serait munie de deux groupes haptophores, l’un complémentophile ( c) pour l'alexine, l’autre cytophile haptophore {h) pour la cellule ou le microbe : d’où les noms d’ambocepteur et de « Zwischenkorper » (corps intermédiaire).
Bactériolysine et cytotoxine seraient donc les résultantes de deux éléments : l'alexine, groupe toxophore préformé dans le sang, la sensibilisatrice, groupe haptophore artificiellement développé et agissant le premier sur les chaînes latérales du microbe, du globule, etc. Ainsi s’explique aisément ce fait, qu’un sérum cytolytique, ayant perdu son pouvoir par la chaleur, le recouvre par addition de sérum normal.
Turrô (1903) a émis les idées suivantes sur l’origine et la nature des alexines.
L’organisme se défend contre les microbes par les alexines qui opèrent l&bactériolyse (dissolution des bactéries). En général, on appelle les alexines : cytases, en raison de leur origine leucocytaire. Pour Turrô, les alexines existent dans tous les protoplasmas cellulaires, mais varient suivant l’organe dont elles proviennent. Ainsi l’alexine vitelline digère le B. anthracis, le B. d’Eberth et est sans action sur le B. dipthèrique. Cette digestion des bactéries se fait par hydrolyse progressive.
G. Immunité passive. Immunité naturelle . — Nous n'avons parlé jusqu’ici que d’immunité active et durable.
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L’ immunité passive est celle que l’on confère par injections de sérum d’immunisé. C’est une immunité passagère, car elle consiste dans l’addition d'antitoxine préformée, c’est à-dire de récepteurs libres qui ne se reproduisent pas.
L 'immunité naturelle est, de même, facilement explicable, d’après les idées (I'Ehrlich, soit par le manque de récepteurs chez certaines espèces, soit par la présence de récepteurs nombreux dans des organes d’importance vitale minime.
En somme, à la lumière de la théorie des chaînes latérales, l’immunité quelle qu'elle soit, ne nous apparaît plus comme un processus de défense, mais comme un ensemble de processus de nutrition.
4° Exposé des idées directrices à suivre dans 1 obtention des sérums thérapeutiques. — L’obtention des sérums thérapeutiques est basée sur un certain nombre de principes, les uns bien établis, les autres,. encore sujets à discussion. Formulons ces principes sans entrer dans aucun débat théorique.
A. Quel mode d’immunisation adoptera-t-on? — Nous les avons tous étudiés au chapitre xm. On préférera, si on recherche surtout des sérums antitoxiques, les injections de produits solubles, obtenus par filtration ou par chauffage (ces derniers contiennent les toxines intra-protoplasmiques) aux inoculations de microbes vivants, toutes les fois que les produits solubles seront suffisamment actifs (diphtérie, tétanos, etc.). Ce mode d'immunisation a des avantages multiples. On connaît d’avance, on peut graduer les effets de 1 intoxication chez l’animal ; on craint moins de perdre un sujet en cours d’hyperimmunisation.
Quelle que soit la méthode employée, les microbes devront toujours posséder une virulence maxima. Le degré d'activité du sérum est proportionnel à celui de l’immunisation, qui est ellemême d’autant plus forte que les toxines injectées sont plus actives. Peut-être ce principe demandera-t-il d’être révisé ultérieurement tout au moins en ce qui concerne les sérums pour l'usage de l’homme. Il est fort possible que l'exaltation d'un virus, par rapport à un animal, éloigne le microbe de la virulence humaine, et que le sérum obtenu avec le microbe exalté
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soit très actif contre lui chez l'animal et reste sans effet chez l'homme.
Un des avantages des toxines actives est de pouvoir être introduites en grandes quantités sous un petit volume, ce qui n’est pas négligeable en pratique.
Les sérums des animaux immunisés avec des toxines sont antitoxiques et non bactéricides ; pour avoir des sérums bactéricides, il faut immuniser l’animal avec les corps des microbes vivants ou morts.
Wassermann (1904) a donné une nouvelle technique de fabrication (sérum antidiphtérique). On chauffe la culture 24 heures à 60° ; on la pulvérise ; on mélange 1 gramme de poudre à 20 centimètres cubes d’une solution à 0,1 p. 100 d’éthylénediamine pendant 24 heures. On filtre, 1 à 2 centimètres cubes tuent le lapin. On immunise avec ce liquide. Le sérum obtenu précipite une émulsion de bacilles desséchés et pulvérisés, il est donc agglutinant et précipitant.
Loeffler (1904) obtient des sérums agglutinants et bactériolytiques en injectant des microbes (diphtérie) chauffés à -f- 120° + 150°.
Besredka (1906) fait justement remarquer qu'il faut, pour obtenir un bon sérum, injecter toujours le corps microbien luimême, quand il s’agit de microbes à endotoxines, à toxines intraprotoplasmiques [B. d’Eberth, B. coli, B. pesteux. V. cholérique, B. pyocyanique, etc.); il vaut mieux injecter des cultures entières dans les veines; on a alors dans le sérum des antiendotoxines.
B. Quelle espèce animale immunisera-t-on? On laissera de côté • les petits animaux tels que : chien, chèvre, mouton et à plus forte raison : lapin, cobaye, etc. Ils ne fourniraient pas assez de sérum. 11 est avantageux de recourir pour l’obtention du sérum à un animal de même espèce que celle chez laquelle le sérum doit être utilisé : les sérums homologues donnent de meilleurs résultats que les sérums hétérologues. Le sérum contre la peste bovine est obtenu par hyperimmunisation du bœuf, le sérum anti-claveleux du mouton, le sérum contre la peste porcine du porc. • '•
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Le plus souvent on préfère Y âne et surtout le cheval. On peut trouver des sujets jeunes, robustes, résistants, capables de fournir une longue carrière, et cependant sans valeur en raison d’une tare quelconque des membres. Les équidés sont en général très docilës, peu sensibles à la douleur, faciles à manier ; la situation de leurs veines jugulaires rend les saignées commodes à pratiquer; celles-ci peuvent être copieuses et répétées. Le cheval réagit peu à la plupart des toxines, son immunisation peut être menée rapidement. Son sérum est inoffensif, et facilement résorbé par les tissus. Toutes ces raisons ont dicté à Aronson, Roux, et à tous leurs successeurs, le choix du cheval comme animal producteur de sérum. On éprouvera toujours l'animal à la malléine (voir p. 600), avant de commencer Timmunisation.
C. Gomment obtiendra-t-on l’immunisation? — Les premières injections de toxines, ou inoculations de cultures vivantes, devront être faites à doses extrêmement faibles, sous peine de perdre l’animal. U addition de substances antiseptiques ou antitoxiques (trichlorure d’iode, solution de Lugol), Y atténuation par la chaleur ou tout autre moyen, permettront de diminuer encore les effets nocifs des premières injections. On attendra toujours que [. les manifestations locales ou générales d'une infection aient disparu pour pratiquer la suivante. Les doses seront progressivement . croissantes , jusqu’à ce que l’animal, étant immunisé, puisse recevoir sans réagir une quantité énorme de toxine ou de culture très active. On aboutira ainsi lentement mais sûrement.
On peut immuniser avec des toxines (voir p. 348), et l’immunité acquise l’est contre les toxines aussi bien que contre les jtoxones. Dreyer et Madsen ont immunisé des chevaux contre la diphtérie avec les seules toxones (1901).
Babès (1895) avait pensé qu’on peut vacciner rapidement le cheval contre la diphtérie en lui injectant, au début, des mélanges de toxine et de sérum ce qui permet d’atteindre rapidement de grosses doses de toxine. C’était, en somme, injecter des toxones. S. Arloing et Nicolas (1901) ont repris la question. Ils concluent très nettement qu’il n’y a aucun avantage à uti-
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liser ce procédé. Dès qu'on abandonne le sérum, il faut revenir à des doses très petites de toxines, absolument comme si on avait suivi la marche ordinaire. Le sérum permet d’injecter une grosse dose de toxine sans danger, mais, celle-ci étant neutralisée n'incite pas les cellules à produire des antitoxines ; l'immunisation n’avance pas. Rehns (1901) a confirmé ce fait.
L'asepsie la plus rigoureuse devra présider aux injections, pour éviter la suppuration des régions piquées et les autres complications infectieuses.
L’immunisation n’est que passagère. 11 ne faudra donc pas abandonner un animal immunisé et se contenter de le saigner. Il faut toujours continuer les injections pour entretenir l’état d’immunité qui disparaîtrait rapidement ; avec lui les propriétés du sérum disparaîtraient aussi. En général, on se contente d ’ injections rares et abondantes ; des injections répétées seraient préférables pour exciter continuellement les cellules à sécréter les substances bactéricides et antitoxiques.
D. Quand faut-il pratiquer la saignée ? — On pourra pratiquer, quand on voudra, une saignée peu abondante, pour essayer expérimentalement la puissance du sérum de l’animal. Mais la saignée, destinée à fournir le sérum définitif, ne devra être faite que longtemps (dix à vingt jours) après la dernière injection, pour laisser aux toxines le temps de s’éliminer complètement.
Le manuel opératoire de la saignée et de la récolte du sérum sera exposé plus loin (p. 368), Une asepsie absolue est naturellement de rigueur. On pourra même additionner les flacons de sérum d’une petite dose de certains antiseptiques inoffensifs.
E. Conservation du sérum- — Il sera conservé dans un endroit frais à l’abri de l’air et de la lumière. Au bout d’un nombre de mois très variable son activité diminue ; les provisions non employées doivent être renouvelées.
F. Mensuration du sérum. — On ne livrera qu’un sérum dont l’activité, mesurée expérimentalement , a été reconnue suffisante . Cette mensuration doit être faite à chaque saignée, les propriétés du sérum d’un même animal pouvant varier beaucoup
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d’une saignée à l’autre. Nous indiquerons plus loin les différentes méthodes de mensuration employées par Behring, Roux, etc.
5° Mode d’administration du sérum. — A. La voie habi- 1 tuelle d’introduction du sérum est la voie sous-cutanée.
B. On a cherché à augmenter le pouvoir thérapeutique du | sérum en le portant directement dans les points où la toxine \ est fixée. Roux et Borrel ont injecté le sérum antitétanique,
directement dans le cerveau (voir p. 383).
C. S. Arloing, dès 1898, a préconisé la voie veineuse pour le 1 sérum antidiphtérique et anticharbonneux (charbon sympto-
piatique). Calmette et Salimbeni ont injecté, avec succès, le sérum antipesteûx, par cette voie, pendant l'épidémie d’Oporto.
Descos et Bartélemv (1902) ont étudié l'influence de la voie . d'introduction sur les effets préventifs et curateurs du sérum antitétanqiue. Au point de vue préventif, la voie veineuse est dix fois supérieure à la voie sous-cutanée, qui est elle-même supérieure aux voies cérébrales et sous-arachnoïdienne et surtout à la voie péritonéale. Au point de vue curateur, les voies les meilleures sont les voies intraveineuse et intracérébrale; la voie péritonéale est la plus défectueuse. Pour se mettre à l’abri des accidents anaphylactiques chez certains sujets particulièrement sensibles on peut administrer le sérum par la voie rectale, l’absorption se fait dans de bonnes conditions (Vallée et Finzi).
Il faut retenir de tous ces faits que l’injection intraveineuse doit être recommandée quand on veut agir vite et énergiquement.
D. Le sérum a aussi été employé desséché à l’état de poudre comme adjuvant du traitement préventif antitétanique. L’application est alors locale (plaies) .
6° Accidents sérothérapiques. — Anaphylaxie. — Les
j injections sous-cutanées de sérum sont souvent suivies chez l’homme, après un certain nombre de jours, d’accidents tels que : fièvre, arthralgies, éruptions. Ces accidents sont en général bénins. On les évite par l’injection intraveineuse (J. Courmont)
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11 se produit quelquefois des incidents immédiats (prurit, éruption) ; cela est plus rare.
En somme, le sérum de cheval est toxique. Cette toxicité diminue pendant les premiers jours qui suivent la saignée (Besredka) ; il vaut donc mieux ne pas injecter des sérums trop neufs. Un chauffage à + 56°, une heure par jour, pendant quatre jours, diminue aussi considérablement la toxicité. On peut donc employer des sérums chauffés. On ferait complètement disparaître la toxicité en chauffant le sérum à -f- 100°, mais il aurait perdu ses propriétés thérapeutiques.
Les injections répétées de sérum hétérologue peuvent déterminer le phénomène d 'anaphylaxie (Richet). L’anaphylaxie sérique se traduit par des accidents graves, souvent mortels, chez le cobaye surtout et aussi chez les autres espèces, quand la première injection de sérum a été faite sous la peau et que l’injection seconde, déchaînante, est pratiquée dans les veines, le cerveau, le péritoine (cobaye. Th. Smith), La dose préparante peut être tout à fait minime (un cent-millième de c. c.) ; une période de douze-quinze jours doit s’écouler entre la première et la seconde injection pour que des accidents surviennent. Chez le lapin les inoculations sous- cutanées répétées de sérum provoquent des troubles locaux graves (Phénomène d’ÂRTHüs). Le phénomène s'observe également avec du lait ou d’autres liquides albuminoïdes. L’anaphylaxie est spécifique. La sensibilisine résiste au chauffage à -f- 100°, lequel détruit la substance toxique.
On peut vacciner contre l'anaphylaxie par injections rapprochées de très petites doses de sérum (vaccinations sub-intrantes, Besredka) .
Pour doser la .toxicité du sérum, le meilleur procédé est l'injection intracérébrale à des cobayes sensibilisés.
| 2. — Les sérums thérapeutiques
Nous allons nous appesantir longuement sur la fabrication, la conservation et l’emploi du sérum antitétanique, ce qui nous permettra d’être plus bref pour les autres.
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A) Sérum antitétanique
1° Fabrication. — A. Obtention de la toxine. — L’immunisation est faite au moyen de toxines obtenues par filtration sur porcelaine de cultures en bouillon âgées de vingt j ours environ.
Cette filtration se fait d’après les procédés indiqués au chapitre de la Stérilisation par filtration, sur bougie Chamberland (p. 54). La bougie marque Best celle qui convient le mieux à cette opération. Le liquide filtré est reçu dans des flacons stérilisés.
B. Conservation de la toxine. — Cette toxine, ainsi recueillie dans les flacons stérilisés, peut être conservée assez longtemps sans s’atténuer, pourvu qu’on la maintienne à l’abri de la lumière et de la chaleur ; il vaudrait mieux la mettre aussi à l’abri de l’air. Des toxines, maintenues dans ces conditions, peuvent conserver, encore après six mois, toute leur activité. Ce point est important en pratique, car il permet de préparer en une seule opération d’assez grandes quantités de liquide, qui pourront suffire pendant plusieurs mois aux besoins du laboratoire. 11 sera bon toutefois d’essayer la valeur de chaque flacon avant de s’en servir, car bien que d’une origine commune, ils peuvent ne pas avoir tous le même degré de toxicité.
Au début de l’immunisation, ou si l’on n'a qu’un seul animal en traitement, on n’épuisera jamais un flacon de toxine en une seule séance. On ne prendra donc, dans le flacon, que la quantité de liquide nécessaire, d’après les procédés déjà exposés pour l’extraction des petite quantité de bouillon ou de toxines des flabons où on les conserve (voir p. 335).
C. Choix du cheval. — Pendant la préparation de la toxine, on a fait choix de l'animal à immuniser. On a pris un cheval pas trop vieux, car il est bon qu’une fois immunisé il puisse rendre des services pendant longtemps, sans compter qu’un cheval, jeune vigoureux, réagissant mieux aux injections (et avec moins de danger pour lui), sera plus apte à fournir un sérum plus énergique. L’animal sera doux, tranquille, car au moment de l’extraction du sang, des mouvements de défense
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intempestifs de sa part pourraient devenir cause de la contamination et, par suite, de la perte du sérum. Il ne sera porteur d’aucune affection contagieuse, il doit subir sans aucune réàction l’épreuve de la malléine (voir p. 600).
ü. Immunisation du cheval. — Avant de commencer les injections de toxines, on aura la courbe de la température normale du cheval prise matin et soir pendant quelques jours. Cette pratique sera d’ailleurs continuée régulièrement deux fois par jour pendant toute la durée de la préparation.
L’immunisation du cheval est alors commencée. Plusieurs procédés peuvent être employés (voir p. 793). Nous suivrons la méthode indiquée par Roux.
On se sert pour injecter la toxine, soit d’une seringue, soit d’un appareil à pression d’air, ces appareils sont soigneusement stérilisés.
Les premières injections doivent être faites à très faibles doses, 1 /10e, 1 /20e de centimètre cube de toxine additionnée de solution de Lugol (voir p. 248). Les solipèdes, l’âne spécialement, sont très sensibles à la toxine tétanique, et périraient avec des contractures sans cette précaution. On espacera les injections de cinq à six jours ; il faut attendre l’écoulement de la période d’incubation des contractures, pour éviter l’accumulation de la toxine. On augmentera progressivement.
L’orsqu’on arrive aux fortes voies de toxine (200, 300 centimètres cubes) on ne peut plus employer les seringues. On peut utiliser (J. Courmont) un appareil composé d’une poire en verre graduée, de 500 centimètres cubes, supportée par une ficelle qui va s’engager dans une poulie fixée au-dessus de la mangeoire du cheval. Un long tube de caoutchouc (G), de deux mètres, relie le bas de la poire à l’aiguille de platine. Le tout est stérilisé à l’autoclave. On introduit la quantité voulue de toxine. On monte la poire à lra,50 ou 2 mètres au-dessus de l’épaule du cheval, avec la poulie. On enlève la pince. On pique le cheval à l’encolure, et on laisse la toxine pénétrer lentement.
Les premières injections sont faites dans le tissu cellulaire avec des toxines additionnées de la moitié ou du tiers de leur
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vôlume de solution de Lugol (eau iodo-iodurée, p. 248. On peut commencer, par exemple, par faire pénétrer sous la peau 1 / 2 centimètre cube de mélange; puis, on augmente peu à peu les doses du mélange, ou on diminue progressivement la proportion d’eau iodo-iodurée pour arriver à donner de la toxine pure. Les injections sont faites tous les deux, trois, quatre jours, ou plus ; en surveillant constamment l’état général, la température, l'appétit des animaux, etc. Au début, chaque injection s’accompagne d’une élévation plus ou moins marquée de la température, d’anorexie, et d’une tuméfaction locale dure, douloureuse à la pression, à bords saillants, envahissant quelquefois une étendue de plusieurs décimètres de superficie. En même temps, survient de l’œdème à la partie déclive de la région inoculée, œdème qui peut gagner les membres voisins, gêner considérablement les promenades du sujet en expérience ou même les empêcher tout à fait, ce qui est fort préjudiciable à son état général. De là l’intérêt qu’il y a de faire les injections aussi loin que possible des membres, au cou ou sur les flancs. Cette tuméfaction persiste d’ailleurs en général peu de temps, elle disparaît complètement en quelques jours sans laisser de traces. Souvent il se produit également un gonflement douloureux au niveau des articulations, révélant d’anciennes tares de l’animal qui ont subi une poussée congestive sous l’influence du traitement. Ces signés traduisent une réaction intense de l’organisme vis-à-vis de la toxine ; aussi devra-t-on toujours attendre, pour faire une nouvelle injection, que l’animal soit revenu à peu près à son état normal. Si des phénomènes anormaux surviennent, il ne faut pas hésiter à interrompfe l’immunisation, pour attendre un retour complet à la santé, et ne recommencer qu’avec des doses inférieures aux dernières employées. Ces règles de conduite doivent toujours être présentes à l’esprit non seulement au début mais pendant toute la durée de l’immunisation.
Dès qu’on est arrivé à donner, sans réaction trop intense, des toxines pures, on augmente progressivement la dose injectée, tout en se conformant toujours strictement aux règles précédentes. Le sujet supporte très bien successivement 2, 4, 5, 10, 20, 30, 50, 100 centimètres cubes, etc... 11 maigrit quelquefois un
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peu, mais en général reprend vite son embonpoint antérieur.
On a tendance actuellement A remplacer les injections espacées de dosest massives, par de faibles injections très souvent répétées.
L’animal qui reçoit, sans réagir, 100 ou 150 centimètres cubes de toxine pure (soit en tout 1.500 centimètres cubes environ) est arrivé à un degré assez élevé d’immunité ; c’est le moment de pratiquer une saignée d’épreuve de quelques centimètres cubes, cette saignée renseignera sur la valeur du sérum. Si son pouvoir préventif est d’au moins 1/50 000e, ou s’il a 100 unités antitoxiques par centimètre cube (voir plus loin, p. 378), le sérum a une activité suffisante pour son emploi thérapeutique, et on pourra, si l’on est pressé, faire une première saignée abondante après avoir toutefois laissé reposer le sujet pendant une dizaine de jours.
11 ne faut cependant pas se contenter de ce résultat, et l’on doit continuer à renfoncer l’immunité de l’animal jusqu’à ce que son sérum atteigne un pouvoir préventif de 1/80 000° à 1/100 000e ou beaucoup plus.
Un pareil degré d’immunisation n’est obtenu qu’assez lentement et alors que l’animal a reçu de fortes doses de toxine.
Salomonsen et Madsen (1897) ont étudié la marche de l’immunisation chez le cheval. Ils ont signalé une baisse antitoxique habituelle chez les chevaux immunisés depuis longtemps, due à ce que l’organisme perd, à la longue, sa faculté de produire des antitoxines. Ces courbes du pouvoir antitoxique sont très intéressantes, mais très variables chez des animaux traités de façon en apparence identique.
11 faut aussi savoir que certains îlievaux ont brusquement (surtout à la suite d’une maladie quelconque) un abaissement énorme du pouvoir antitoxique.de leur sérum.
Les injections doivent être faites en prenant, comme nous l’avons déjà dit, les précautions d’asepsie les plus rigoureuses,, pour éviter les abcès, le tétanos, la septicémie gangréneuse, etc.
E. Saignée et récolte du sérum. — Le cheval ayant été laissé au. repos pendant une dizaine de jours, on procède à l’extraction du sang. En ce qui concerne le tétanos il ne faut pas oublier
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que la toxine tétanique peut exister dans le sang des chevaux cinq jours avant l’apparition des premiers symptômes (Madsen) du tétanos. On se met à l'abri de la possibilité des accidents par une saignée pratiquée longtemps après la dernière inoculation, l'épreuve des cobayes avec de fortes doses du sérum ou l’emploi du sérum quelque temps après sa récolte.
Il sera bon de garder l’animal à jeun jusqu’à la saignée, le jour où l’on devra la pratiquer, pour éviter la présencè possible dans son sang de microbes, entraînés parle chyle (Nocard), qui pourraient contaminer le sérum.
La saignée est faite en plongeant dans la veine jugulaire de l'animal un trocart que l’on raccorde par un tube de caoutchouc à un flacon incliné où le sang va s’accumuler pour la coagulation. Les instruments nécessaires sont donc : un trocart bien aiguisé, un flacon destiné à recevoir le sang et un tube de caoutchouc. On stérilise d’une part, le trocart introduit dans la canule disposé tout prêt pour la ponction veineuse et entouré d’un manchon d’ouate ; d’autre part, uu embout fixé et ligaturé à l’extrémité d’un tube de caoutchouc ayant une longueur de 1 mètre à lm50. L’orifice de l’embout et l’extrémité libre du tube de caoutchouc sont protégés par un tube de verre ou par un capuchon de papier. Trocart et tube sont stérilisés soigneusement à l’autoclave à -{- 115 degrés. Les appareils destinés à recevoir le sang sont très nombreux. Nous décrirons quelques dispositifs.
a. On peut utiliser de vastes flacons à deux tubulures de la contenance de 4 ou 6 litres, agençés de la façon suivante (J. Courmont). La tubulure latérale est obturée par un bouchon de liège traversé à frottement par la branche verticale, plongeant jusqu’au fond du flacon, d’un tube en U dont l’autre branche effilée, fermée à la lampe, est libre à l’extérieur. La deuxième tubulure médiane est fermée par un bouchon en liège également traversé par deux tubes en verre, l’un contourné en S, servira au passage du sang, l'autre, coudé à angle droit, laissera échapper l’air pendant le remplissage du flacon par le sang, puis servira ensuite à refouler l’air dans le flacon pour chasser le sérum par le tube qui traverse la première tubulure. Ces deux derniers tubes sont fermés à leur extrémité libre par un tampon d’ouate.
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Des flacons, ainsi disposés, au nombre de 3 ou 4 pour une saignée, sont stérilisés d’abord au four Pasteur, puis à l’autoclave à -f- 115 degrés. Immédiatement au sortir de l’autoclave, les bouchons et les tubulures sont soigneusement paraffinés de façon à présenter à ce niveau une obturation hermétique.
Tout est prêt pour la saignée. Les flacons destinés à recueillir le sang sont disposés inclinés sur des supports en bois spéciaux munis d’arrêts permettant de les incliner plus ou moins. La tubulure latérale est tournée en haut, et le tube plongeant est notablement retiré de façon à ne pas toucher la surface, du sang pendant le remplissage. Les flacons sont placés côte à côte sur une table, afin que l’opérateur puisse passer rapidement de l’un à l’autre à mesure que les premiers sont pleins. On doit avoir en même temps sous la main le trocart et le tube de caoutchouc, un bistouri, des ciseaux, des pinces de Bohême, une lampe à alcool allumée, enfin du fil ciré et des épingles ordinaires pour obturer la plaie après la saignée.
Le cheval, dont on a préalablement rasé la région moyenne du cou, au niveau du trajet de la jugulaire, est alors amené auprès de la table où tous les appareils sont disposés. On fait un lavage soigneux de la région rasée, au savon, à la brosse, au sublimé et à l’éther, de façon à réaliser une asepsie absolue. L’asepsie des mains de l’opérateur doit être aussi rigoureuse. Pendant ce temps, un aide adapte l’extrémité libre du tube de caoutchouc au tube de verre contourné en S du flacon destiné à recevoir le sang, après avoir enlevé préalablement les tampons d’ouate et flambé les deux extrémité# à la lampe.
L’opérateur, prenant de la main droite le bistouri flambé, se place du côté de la jugulaire à ponctionner et fait sur le trajet du vaisseau une petite incision transversale de 1 à 2 centimètres, perpendiculaire à la direction de la veine, comprenant la peau et les tissus sous-cutanés.
Le cheval doit être maintenu parfaitement droit et aussi immobile que possible par les aides. L’opérateur retire alors le trocart de son enveloppe de coton, et le passe rapidement dans
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la flamme de la lampe à alcool. Puis, faisant saillir la veine jugulaire, en la comprimant avec le pouce de la main gauche, dans l’interstice qui sépare le sterno-mastoïdien de la trachée à la base du cou, il plonge le trocart qu’il tient de la main droite à travers l’incision déjà faite, de bas en haut, dans la saillie que forme le vaisseau, parallèlement à sa direction i. La mobilité de la pointe de l’instrument indique qu’il est bien dans la jugulaire. Pour s’en assurer on retire le trocart de la canule, et l’on voit s’écouler avec une certaine force un jet de sang rouge veineux. On retire alors définitivement le trocart; l’aide adapte immédiatement l’embout fixé à l’extrémité du tube de caoutchouc dans le pavillon de la canule. Le sang s’écoule alors avec une assez grande rapidité dans le flacon récepteur. S’il ne s’écoule rien au moment où l’on retire le trocart de la canule, c’est que l’on est en dehors du vaisseau (saignée blanche) ; il faut faire une nouvelle tentative. Pendant toutes ces opérations et les suivantes, on doit avoir grand soin ne pas cesser de comprimer la jugulaire à la racine du cou. Outre l’avantage d’un écoulement plus abondant et plus rapide de sang produit par cet obstacle à la circulation de retour, cettë compression rendra impossible toute aspiration et pénétration de l’air dans les veines et le coeur, accident qui pourrait se produire sans cette précaution.
Si le sang s’écoule peu abondamment, on augmentera le débit soit en comprimant légèrement la jugulaire du côté opposé, soit mieux en faisant exécuter à l’animal des mouvements de mastication par ingestion d’avoine, ou encore au moyen d’un tampon imbibé d’eau, acidulée légèrement avec de l’acide acétique, que l’on promène sur le dos de sa langue autour d’un bâton.
On laisse le sang s’écouler, jusqu’à la moitié du flacon environ, en évitant qu’il n’atteigne parfois les tubes, ce qui pour-
1 On peut directement ponctionner la veine à travers la peau, sans incision préalable, mais on risque davantage les ponctions blanches, et on peut facilement entraîner dans la profondeur, avec le trocart, des germes de la surface cutanée.
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rait occasionner un caillot irrégulier. On place alors rapidement, près l’une de l’autre deux pinces de Mohr ou de Bohême sur le tube de caoutchouc au voisinage du flacon ; on coupe celui-ci entre les deux pinces avec des ciseaux flambés, on adapte rapidement sa nouvelle extrémité libre au tube de verre
Fig. 167.
Appareil de Lalapie , pour recueillir le sérum des grands animaux.
en S du deuxième flacon, après en avoir retiré le tampon et flambé l’extrémité. On enlève aussitôt la pince, et le sang continue à s’écouler comme précédemment. Toutes ces opérations doivent être faites avec une grande rapidité pour éviter que le sang ne se coagule dans son trajet à travers le tube de caoutchouc.
Pendant ce temps, un aide retire légèrement à travers le bouchon de liège lè tube de verre en S qui a servi au passage du
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sang dans le premier flacon, il le retourne pour qu’il ne plonge pas dans le sang et le ferme à la lampe.
Lorsqu’on a retiré environ 5 à 6 litres de sang à un cheval assez vigoureux, on arrête la saignée. Pour cela, tandis qu’un aide ferme le tube de caoutchouc au moyen de pinces comme précédemment, l’opérateur prenant entre le pouce et l’index de la main gauche (qui cesse la compression) les lèvres de la plaie, retire vivement le trocart de la main droite. On lave superficiellement la plaie au sublimé.
Le cheval , aussitôt reconduit à son boxe, est laissé quelques instants au repos, après quoi, surtout s’il paraît affaibli, s’il a des frissons, ce qui est très rare, on peut lui faire absorber un barbotage de son et d’eau tiède.
La technique de la récolte du sang varie dans chaque laboratoire.
b. Latapie, dont nous avons déjà décrit (p. 69) l’appareil à saigner les petits animaux, a imaginé un appareil pour saigner les chevaux (fîg. 167). 11 se compose d’un grand flacon à verre rempli de morceaux de tubes de verre perforés pour retenir le caillot, et porté sur une monture qui permet de le faire basculer lentement, afin de faire couler le sérum.
c. Tizzoni emploie le flacon représenté figure 168. Une large ouverture [a) sert à l’arrivée du sang. Une tubulure latérale (6) permet la sortie du sérum. Un agitateur en verre (c) soudé au fond du flacon, est destiné à fixer le caillot. Ce dernier prend la forme (/), et le sérum (e) se collecte à la surface. 11 suffit d’incliner le flacon pour avoir le sérum par (6) pendant que le caillot est retenu par (c).
Fig. 168.
Appareil de Tizzoni, pour recueillir le sérum des grands animaux.
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d. Poujol, à l’institut de Montpellier, décrit ainsi J les appareils dont il se sert.
On a d’avance préparé l’appareil représenté dans la figure 169. (A) est un flacon de 5 litres portant un trait de jauge 6 pour 3 litres. Le flacon est pourvu vers sa partie supérieure d’un ajutage latéral (a/). Un fort tube de caoutchouc rouge à parois épaisses réunit cet ajutage à un des tubes latéraux du flacon (B). Celui-
Fig. 169.
Appareil de Poujol pour la récolte du sérum des grands animaux.
ci est un flacon de Wolff à deux tubulures supérieures (soit trois ouvertures). Chaque tubulure est pourvue d’un bouchon de caoutchouc rouge traversé par un tube plongeant dans le flacon jusqu’à 1 centimètre du fond ; un de ces tubes est relié par son extrémité supérieure à l’ajutage (al) ; l’autre est prolongé hors du flacon par un tube de caoutchouc terminé par un bout de tube de cuivre (J) abrité dans un tube à essai. Une pipette Pasteur (p) traverse l’ouate obturant le goulot, et plonge dans le flacon). Les joints sont convenablement garnis d’ouate et de papier.
1 Nous décrivons son procédé, y compris la décantation, pour ne pas le scinder.
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Il est avantageux que le flacon (A) ait été lavé avec une solution forte de potasse, puis avec une solution acide, avant d’être rincé à grande eau ; on évite ainsi toute adhérence du caillot. Si l’appareil est stérilisé dans un simple autoclave, on diminue beaucoup les chances de casse des flacons en les suspendant dans
le panier au moyen d’une armature en fil de fer évitant que les flacons reposent par leur fond sur le fond métallique du panier. Avec l’appareil Yaillard et Besson la casse est exceptionnelle.
On recueille le sang dans le flacon (A) suivant le procédé usuel en glissant d’avance entre le goulot et le tampon d’ouate qui l’obture, le tube qui doit amener le sang de la veine . On recueille exactement 3 litres de sang, et on laisse la rétraction s’opérer ; vingt-quatre heures de repos suffisent. Après ce temps.
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on dispose les deux flacons sur deux étagères superposées à 0m,40 l’une au-dessus de l’autre, l’étagère inférieure ayant un peu plus d’avancée que la supérieure (fig. 170). Le petit flacon est placé verticalement sur l’étagère inférieure, le grand flacon est disposé sur l’étagère supérieure dans une position très inclinée, et maintenu par des cales. Le sérum s’écoule alors dans le flacon inférieur, puis, les choses étant abandonnées en 1 état, le caillot s’étale progressivement sur les parties déclives des parois du flacon, et sa rétraction s’effectue d’autant mieux
pouillées » ne sont pas troublées. On sépare alors en (s) les flacons. Si l’on peut conserver quelques jours le sérum dans les flacons récepteurs il s’y dépouille complètement, et devient d’une transparence parfaite. La petite quantité qui monte dans
tube (/) sert soit à mettre le flacon en communication avec le jaugeur, soit à la décantation du sérum dans une allonge si on doit le mêler à d'autres sérums.
Pour la répartition, le jaugeur usité à l’Institut Pasteur est d’un emploi commode. Le sérum, au moyen d une effilure de verre soit dans des flacons de 10 ou de 20 centimètres cubes ou dans des ampoules de cristal de la forme ci-contre (fig. 171, A) et de 12 centimètres cubes de capacité. Ces ampoules sont au préalable capuchonnées au papier et stérilisées au four à flamber. A mesure qu’elles sont remplies, on les scelle à la
Fig. 171.
que le sérum qui se sépare s’écoule à mesure dans le flacon inférieur. La séparation du sérum s’effectue donc automatiquement, et sans aucun risque de contamination : elle n’a même pas besoin d’être surveillée. En quarante-huit heures, la majeure partie du sérum s’est rassemblée dans le flacon inférieur ; le troisième et quatrième jour, la quantité augmente encore un peu ; elle atteint alors de 1 700 à 1 900 centimètres cubes pour 3 litres de sang. Le sérum arrivant dans le flacon (B) par la partie inférieure les couches supérieures, déjà « dé-
la pipette (p) sert à vérifier la stérilité avant la répartition. Le
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lampe, et elles prennent la forme représentée en (A’) ; 150 ampoules peuvent être scellées en une heure. Les ampoules sont mises alors quelque temps à l’étuve pour les éprouver. Un trait de lime sur le col de l’ampoule en permet l’ouverture facile.
On a imaginé toute une série de pressas pour exprimer complètement le caillot et lui faire rendre tout son sérum.
F. Décantation du sérum. — Reprenons la décantation du sérum avec le procédé décrit ( h , 1°). Les flacons contenant le sang sont laissés au repos absolu dans un endroit frais pour permettre à la coagulation de s’effectuer dans les meilleures conditions. Au bout de vingt-quatre à quarante-huit heures, la rétraction du caillot est à peu près complète, et on le voit recouvert et entouré d’une notable quantité d’un sérum limpide d’une belle teinte ambrée. Pour séparer du caillot ce sérum qui ne tarderait pas à se teinter en rose en dissolvant un peu d’hémoglobine, on enfonce le tube en U, aussi loin que possible, dans le sérum, sans atteindre le caillot ; on tourne légèrement le flacon sur le côté en même temps qu’on le soulève ; il suffit alors, après ouverture de l’extrémité du tube effilé, de souffler avec la bouche ou au moyen d’une soufflerie dans le petit tube coudé à l’angle droit, et le sérum montant dans le tube en U viendra s’écouler à l’extérieur à l’extrémité de sa branche effilée. Le tampon d’ouate filtrant l’air refoulé dans le flacon empêche toute contamination du liquide.
Le sérum est reçu, à sa sortie de la tubulure latérale, dans des flacons à trois tubulures de 500 grammes environ, où il sera conservé jusqu’à sa répartition dans les petits flacons de distribution. Ces flacons à trois tubulures sont fermés avec des bouchons de liège dont les deux latéraux sont traversés par des tubes de verre, l’un coudé à angle droit et muni d’un tampon de coton servira à souffler de l’air "dans le flacon pour en chasser le sérum au moment voulu, l’autre coudé en angle aigu, à branche interne plongeant jusqu’au fond du flacon et à branche externe fermée à la lampe, servira à évacuer le sérum. La tubulure centrale munie d’un bouchon simple n’aura d’utilité que pour le remplissage du flacon.
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Ces vases à conserver le sérum ont été, bien entendu, préalablement stérilisés, et leurs bouchons soigneusement lutés à la paraffine après le remplissage.
Toutes les opérations ayant été pratiquées aseptiquement il n’est pas nécessaire d’ajouter d’antiseptique pour assurer la conservation du sérum L Le sérum est ensuite placé dans un endroit frais, à l’abri de l’air et de la lumière ; il est prêt à être distribué en petits flacons dosés pour l’usage thérapeutique.
L’extraction de b à 6 litres de sang ne produit guère, après coagulation, que 2 litres et demi à 3 litres de sérum.
G. Continuation de l’immunisation du cheval. — Lorsque le cheval à été saigné, il faut entretenir son immunité et même chercher à l’augmenter si possible, par de nouvelles injections de toxine. Nous avons dit précédemment, en exposant lès raisons qui militaient en faveur de cette manière d’agir, qu’on devait recourir, de préférence, pour atteindre ce but, aux injections répétées de petites doses de toxine. Nous ajouterons simplement qu’on devra, en conséquence, continuer à inoculer soüs la peau du sujet 100 à 150 centimètres cubes de toxine tous les trois ou quatre jours pendant quinze jours, après quoi on le laissera reposer de nouveau une dizaine de jours avant la nouvelle- prise de sang, et ainsi de suite.
2° Mesure de l’activité du sérum. — Le sérum, provenant de chaque saignée, doit être essayé avant d’être livré à la consommation, pour qu’on soit certain de son activité, Le public doit être sûr des sérums qu’on lui vend. En Allemagne, le contrôle de tous les sérums est confié à un laboratoire central, créé et entretenu par l’État : l’Institut d’EHRLicH, à Francfort. En France, les laboratoires, qui ont reçu l’autorisation de fabriquer des sérums, les livrent sous leur propre responsabilité. 11 y a deux méthodes pour mesurer l’activité d’un sérum. Ces méthodes ne mesurent, bien entendu, que l’activité antitoxique des sérums et nullement leur activité bactéricide.
1 Si on le juge nécessaire on peut ajouter 4 p. 1000 de la solution pharmaceutique d’eucalyptol.
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A. Méthode française (Roux). — Le sérum antitétanique livré par l'Institut Pasteur et par l’Institut bactériologique de Lyon a un pouvoir antitoxique de 1.000.000.000, c’est-à-dire qu’il doit immuniser 1.000.000.000 fois de son poids de souris contre une dose mortelle de toxine .
B. Méthode allemande (Ehrlich, Behring). — L’épreuve âe fait par inoculation d’un mélange de toxine (un certain nombre de doses mortelles, 100 en général) et de sérum antitoxique (1/100.000, 1/1.000.000, etc., du poids du corps). La dose minima qui empêche l’apparition du tétanos est choisie comme mesure de l’activité du sérum.
3° Conservation et distribution du sérum antitétanique.
— Le sérum, grâce aux précautions énoncées précédemment, a été recueilli dans des conditions d’asepsie absolue. On peut le reporter immédiatement en petits flacons prêts à être livrés aux médecins. Nous croyons préférable de le garder dans les conserves où a été décanté, et de ne le distribuer par doses qu’au moment de s’en servir ou de l’expédier. Qu’il soit en petits flacons ou en conserves, le sérum doit être tenu dans un lieu frais, à l’abri de l’air et de la lumière ; c’est dans ces conditions qu’il gardera le plus longtemps son activité.
Toutes les opérations faites aseptiquement, le sérum pourrait être conservé tel quel. Cependant, habituellement, et pour plus de sécurité, on Yadditionne de substances antiseptiques inoffensives qui garantissent sa conservation. Behring recourait à l'acide phénique ; à l’Institut Pasteur, le sérum est additionné de camphre ; le mieux est d’y ajouter, comme nous l’avons dit précédemment, une solution d’eucalyptol pharmaceutique dans la proportion de 4 p. 1000 : celle-ci assure une asepsie parfaite du sérum, tout en étant, parmi les divers antiseptiques essayés, celui qui altère le moins les propriétés physiques et biologiques du sérum (S. Arloing et Nicolas). L’eucalyptol a bien l'inconvénient de déterminer une légère cuisson au moment de l’injection, mais celle-ci disparaît complètement en quelques minutes.
Il vaut encore mieux ne pas ajouter d’antiseptique.
La pratique de conserver le sérum dans des récipients d’un
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certain volume avant de les répartir dans les petits flacons a l'avantage de permettre aux précipités, qui se forment souvent spontanément dans le sérum les premiers jours après sa séparation du caillot, et à ceux qui se forment presque toujours par l’addition d’antiseptiques (graisses et albumines insolubles), de se déposer : on peut ainsi distribuer, dans les flacons définitifs, un sérum qui restera d’une limpidité parfaite, même après plusieurs mois.
Au moment de son utilisation, le sérum est réparti dans des
Fig. 172.
Appareil pour dessécher le sérum , dans le vide, à une température constante (avec régulateur métallique de Roux).
flacons de 10 centimètres cubes, qui ont été stérilisés à l’autoclave avec bouchon de caoutchouc, si l’on emploie ce mode de fermeture, et qui représentent la dose d’une injection ordinaire. On peut utiliser un autre mode de bouchage. Les flacons munis d’un tampon de ouate sont stérilisés, au four Pasteur. Lorsqu’ils sont remplis, un aide trempe un bouchon de liège fin dans de la paraffine bouillante, qui le stérilise parfaitement, et en obture toutes les inégalités, puis il bouche le flacon. On trempe enfin le goulot dans la paraffine, pour produire une obturation hermétique parfaite du flacon.
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Chaque flacon est ensuite muni d'une étiquette portant le lieu d’origine, la nature et la date de fabrication du sérum. Cette dernière précaution est prise pour assurer l’emploi de sérum toujours récent: on sait, en effet, que les sérums sont considérés comme perdant une partie de leur activité au bout de six mois. Toutefois, e’est là un minimum tout à fait exagéré, et nous avons vu des échantillons de sérum conserver encore, après un an, toute leur valeur préventive.
Les flacons sont alors munis de capuchons métalliques plombés, puis enfermés dans des étitis en bois ou en carton, qui permettent de les expédier à toutes distances.
Actuellement, lorsque le sérum doit être envoyé au loin, notamment dans l'Amérique du Sud, pour en faciliter le transport et diminuer les droits à acquitter, on l’expédie sous forme desséchée. Cette dessiccation s’obtient en évaporant le sérum dans le vide à + 30°, sur l’acide sulfurique. On peut employer, à cet effet, un appareil à vide, construit par la maison Wiesnegg (fig. 172). Cet appareil consiste en une espèce d’autoclave couché sur le côté, muni d’un manomètre, d’un robinet pour le vide et d’un régulateur métallique de Roux pour assurer une température uniforme et constante. L’intérieur contient plusieurs rayons superposés.
Le sérum sec est réduit au 1/10° : il faudra donc le dissoudre dans 9 parties d’eau.
4° Emploi. — A. Emploi préventif. — L’action préventive n'est pas contestable. La méthode de mesure de l’activité du sérum (injection préalable au cobaye ou à la souris) suffit à l’établir au point de vue expérimental. L'action préventive s’obtient encore, en injectant pendant les premières heures de la période d’incubation ; elle est nulle, si on injecte le sérum pendant la fin de l’incubation ou après le début des contractures.
On injecte à l’homme et aux animaux 10 centimètres cubes, dose qui immunise pendant deux semaines environ (immunisation temporaire). Aussi, si la plaie n’a pas été complètement nettoyée, si des bacilles tétaniques peuvent subsister dans un tunnel quelconque, il faut recommencer une ou plusieurs nouvelles
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injections, de huit jours en huit jours. Si les bacilles existaient quinze jours après une unique injection, ils pourraient engendrer le tétanos et la méthode paraîtrait en défaut. Les praticiens doivent bien connaître cette nécessité des injections multiples. 11 n’existe pas une seule observation incontestable de tétanos survenu chez un blessé traité préventivement suivant les régies ci-dessus énoncées.
Le sérum antitétanique a été appliqué avec succès à la prophylaxie du tétanos chez les animaux par Nocard. Les résultats sont des plus nets chez le chefal en raison de la fréquence du tétanos chez cet animal, non seulement à la suite de plaies accidentelles (clous de rues, etc.) mais à la suite de la castration, de l’amputation de la queue, des opérations sur le pied, etc. On lui injecte 2 doses de 10 centimètres cubes à huit jours d’intervalle. Nocard (1897) a montré les bénéfices considérables réalisés par les vétérinaires avec l’emploi préventif du sérum antitétanique. Du 1er août 1895 au 1er juin 1897, il a distribué à des vétérinaires 7 000 flacons de 10 centimètres cubes qui ont été injectés à 3 500 chevaux environ ; il connaissait le résultat pour 2 727 chevaux ; aucun n'a pris le tétanos. Pendant ce temps, les mêmes vétérinaires observaient 191 chevaux tétaniques, non injectés préventivement avant les opérations ou de suite après la production des plaies. Vaillard rassemblant les résultats des statistiques de Nocard, de Labat et de Vallée a montré que sur 16 917 animaux traités préventivement un seul cheval a présenté des symptômes tétaniques.
Innocuité et efficacité, telle est la devise du sérum antitétanique.
B. Emploi curateur. — Le sérum antitétanique n’a aucune propriété curative vis-à-vis du tétanos confirmé. Toutes les observations de guérison publiées avaient trait à des cas spontanément curables. On devra cependant injecter du sérum aux tétaniques : il pourra peut-être neutraliser la toxine qui n’est pas encore fixée sur les cellules nerveuses, si les bacilles en produisent encore. On a vu des tétanos, en apparence bénins, prendre subitement une gravité considérable ; ce sont de véri-
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tables rechutes que le sérum peut prévenir. On injectera alors 40 centimètres cubes pendant trois jours.
Roux et Borrel (1898), continuant leurs travaux sur le tétanos cérébral, ont injecté le sérum directement dans la substance cérébrale du tétanique. L’expérience réussit bien sur le cobaye , puisque, sur 43 animaux traités, 35 ont guéri. Sur Y homme et les animaux domestiques les résultats ont été à peu près nuis et la méthode a été abandonnée.
Calmette (1903) a préconisé l’emploi du sérum sec et finement pulvérisé dont on saupoudrerait les plaies suspectes, même après le début des premiers symptômes.
B) Sérums antistreptococciques
lu Sérum de Marmorek. — Différents auteurs (Charrin et Roger, Mironoff, etc.) ont immunisé des animaux (mulet, lapin, etc.) par des méthodes diverses. Le sérum longtemps mis en vente était celui de Marmorek 1. La méthode de cet auteur consiste à inoculer au cheval des doses de plus en plus considérables de cultures complètes d’un streptocoque rendu extraordirement virulent pour le lapin.
Le sujet à immuniser sera choisi avec le même soin que pour la préparation des autres sérums (p. 360).
A. Le Streptocoque de Marmorek provenait d’une angine pseudomembraneuse ; de nombreux passages successifs pour le lapin (en injectant directement le sang du cœur du lapin mort dans la veine marginale de l’oreille d’un lapin neuf) lui avaient donné une virulence extraordinaire pour cet animal. t00 ooc/ooo ooo centimètre cube de culture pouvait tuer le lapin ; l’inoculation d’un seul article microbien suffisait à entraîner la mort. Pour entretenir cette virulence du streptocoque, Marmorek le cultivait dans un milieu particulier. Il fallait, de temps à autre, faire repasser le microbe par le lapin.
1 Marmorek, Streptocoque et sérum antistreptococcique. Annales Pasteur, 1898, p. 593.
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On commence de suite par injecter au cheval des cultures complètes, très virulentes, mais à dose très faible. On augmente les quantités, dès que l’animal est remis de sa précédente injection.
B. On peut obtenir d’excellents résultats par un autre procédé qui consiste à imprégner d'abord V organisme du [cheval avec les produits solubles du streptocoque obtenus par filtration sur bougie Chamberland et à ne lui inoculer que plus tard des cultures virulentes (J. Courmont)
C. La saignée d'épreuve, la saignée définitive, la récolte , la conservation et la distribution du sérum antistreptococcique se font exactement de même que pour le sérum antitétanique.
Toutefois il sera bon d’attendre plus longtemps (3 semaines) après la dernière injection virulente avant d’extraire le sang : trois à quatre semaines au moins ; Marmorek ayant vu le sérum doué de propriétés toxiques (0CC,5 à lcc tuant le lapin en quelques jours) pendant ce laps de temps.
D. Le dosage de l'activité du sérum se fait par un procédé un peu différent de celui employé pour le sérum antitétanique. La méthode consiste à rechercher quelle quantité de sérum guérit un animal inoculé avec un nombre déterminé de doses mortelles de streptocoques. Pour cela, on détermine d’abord la dose minima mortelle en moins de trente heures d’une culture de streptocoque. Il est bon d’ailleurs d’avoir un streptocoque pas trop virulent. Des lapins témoins sont inocules dans la veine avec cette dose miriima ; d’autres lapins recevant des doses dix fois, cent fois, mille fois mortelles, sont soumis, un quart d’heure après l’inoculation, à une injection sous-cutanée de un quart et un demi-centimètre cube de sérum à essayer. Les lapins témoins meurent en moins de trente heures, et, suivant la survie des autres, on peut dire que le sérum guérit d’une inoculation dix fois, cent fois, mille fois mortelles.
Un sérum antistreptococcique doit être préventif pour une inoculation de cent doses mortelles pour être utilisé en thérapeutique.
On peut également doser le pouvoir préventif du sérum par
LES SÉRUMS THÉRAPEUTIQUES
les procédés indiqués pour le sérum antitétanique, en employant les mêmes notations. On dira par exemple qu’un sérum antistreptococcique a un pouvoir immunisant de 1/10 000e ou 1 / 5 000e, ce dernier étant à la limite minima d’activité.
G. Le sérum de Marmorek est efficace contre Y anasarque du cheval. Le traitement consiste à injecter en une seule fois, 30 centimètres cubes de sérum, l’injection doit être répétée chaque jour. La résolution est obtenue en 5 à 6 jours. L’institut Pasteur délivre du sérum anti-streptococcique desséché.
2° Autres sérums antistreptococciques. — A. Roger (1894) puis Denys, Leclef, Marchand et Menns (1896 ont obtenu un sérum avec des streptocoques pyogènes. Van de Velde (1897) a montré que le cheval, immunisé avec un Streptocoque pyogène humain, donne un sérum immunisant contre cet échantillon, et non immunisant contre 20 autres échantillons. Il a proposé un sérum polyvalent , c’est-à-dire le sérum d’un cheval immunisé avec plusieurs espèces de streptocoques.
En traitant des chevaux avec sa nouvelle toxine (voir p. 662), Marmorek (1902) a obtenu un sérum antitoxique et immunisant contre tous les streptocoques humains, mais non contre celui de la gourme.
Besredka cultive plusieurs streptocoques humains, n’avant pas passé par l’animal, sur gélose arrosée de sérum chauffé de cheval. Les cultures sont émulsionnées et injectées au cheval (voie intraveineuse). Le sérum est préventif et curateur. Une souris, ayant reçu sous la peau 10 doses mortelles, est sauvée si elle reçoit, vingt-quatre heures plus tard, un millième de centimètre cube de sérum dans le péritoine.
Piorkowski (1902) a obtenu un sérum antistreptococcique contre la gourme du cheval. Ce sérum est sans action agglutinante ou curative sur les streptocoques humains (voir encore à propos du Streptocoque la gourme , p. 668).
SÉRUMS DIVERS
Les considérations relatives aux autres sérums thérapeutiques seront exposées dans la Deuxième partie, pour le :
SÉROTHÉRAPIE
Sérum, antituberculeux, p. 527.
Sérum contre le microbe de la suppuration caséeuse , p. 625. Sérum antipyocyanique, p. 649.
Sérum antigourmeux, p. 668.
Sérum antistaphylococcique, g. 690.
Sérum contre la bactérie du choléra des poules, p. 705. Sérum contre le rouget, p. 713.
Sérum anticharbonneux, p. 740.
Sérum contre le charbon symptomatique, p. 755.
Sérum contre le vibrion septique (antigangréneux) , p. 770. Sérum contre le bacille de la nécrose, p. 803.
Sérum anticolibacillaire, p. 836.
Sérum contre Bacillus botulinus, p. 841.
Sérum antirabique , p. 891.
Sérum anticlaveleux , p. 901.
Sérum contre V agalaxie contagieuse, p. 903.
Sérum anliaphteux, p. 905.
Sérum contre la vaccine, p. 909.
Sérum contre la peste bovine , p. 912.
Sérum contre la peste du cheval, p. 916.
Sérum contre la peste du porc, p. 918.
CHAPITRE XV
ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE L’EAU
L’analyse bactériologique de l’eau constitue un chapitre des plus importants et qui soulève de nombreux problèmes encore mal résolus i.
| 1. — Généralités
1° Utilité de l’analyse bactériologique de l'eau. Valeur comparée de l’analyse quantitative et de l’analyse qualitative. — De tout temps, Veau potable a exigé certaines qualités sur lesquelles le chimiste seul était chargé de renseigner l'hygiéniste. Aujourd’hui, nous savons que l’eau est fréquemment contaminée par des microbes pathogènes, propageant les épidémies au sein des populations qui en font usage. Ce rôle de l’eau dans la diffusion des maladies infectieuses a été mis hors de doute, au moins pour deux affections épidémiques redoutables : la fièvre typhoïde et le choléra. D’autres maladies (dysenterie amibienne, entérites diverses, etc.) sont aussi contractées à la suite de l’absorption d'une eau polluée. L’hygiéniste demande donc aujourd’hui au bactériologiste de lui indU quer quelles sont les eaux qui doivent être déclarées non
1 Consulter, pour les renseignements complémentaires, le Manuel pratique d'analyse bactériologique des eaux de Miquel (1891), les Annuaires de l'Observatoire de Monlsouris (1885), le Précis d’analyse microbiologique des eaux, de G. Roux (1892) auquel nous avons fait de larges emprunts, et le Traité de bactériologie de Miquel et Cambier (1902).
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potables , en raison de la présence de germes pathogènes. L'analyse bactériologique de l’eau est complètement entrée dans nos mœurs ; sa technique doit être étudiée avec soin.
Les microbes pathogènes étant une minorité parmi les nombreux microbes saprophytes qui peuplent la nature, il semble que Y analyse quantitative de l’eau doit être sans importance et que seule Y analyse qualitative ait son intérêt. Peu importe, en effet, que nous buvions une eau contenant des milliards de microbes, si ces derniers sont inoffensifs ; il importe au contraire beaucoup de ne pas ingérer une eau contenant des microbes pathogènes même en très petit nombre1. Tout cela est très juste en théorie, mais impossible à réaliser en pratique. L’analyse qualitative de l’eau est un but vers lequel nous devons tendre, mais qui apparaît encore bien éloigné. Pour les maladies à microbes connus comme le choléra, la fièvre typhoïde, nous verrons bientôt quelles énormes difficultés entourent leur isolement des eaux; or, il existe, en outre, une foule de maladies graves, épidémiques, dont nous connaissons mal ou dont nous ne connaissons pas du tout l’agent microbien ; l’analyse qualitative est ici non pas difficile, mais impossible. 11 faut donc se rabattre sur l’analyse quantitative et raisonner par analogie en disant : telle eau est polluée d’un nombre considérable de microbes, elle a donc plus de chances que telle autre, qui en est presque privée, de contenir actuellement, ou dans l’avenir, des germes pathogènes.
Nous devons provisoirement nous contenter de ces données approximatives, sauf dans certains cas où l’analyse qualitative est possible et que nous traiterons à part.
En raison du vague inévitable des conclusions de l’analyse quantitative, certains esprits ont voulu la rejeter complètement du domaine de l’hygiène, comme inutile et encombrante.
1 La question se complique encore plus actuellement. Il faudra, à l’avenir, rechercher dans l’eau non seulement les microbes pathogènes, mais les saprophytes adjuvants des pathogènes. Metchnikoff a montré que le Vibrion cholérique a besoin d’autres microbes adjuvants pour produire le choléra. Il en est peut-être de même de la lièvre typhoïde, etc.
UTILITÉ DE L’ANALYSE DE l’eAU
C’était aller d’un extrême à l’autre, de l’enthousiasme exagéré des premiers ans de la bactériologie au scepticisme stérilisant qui suit toutes les réactions. Il ne paraît pas douteux qu’une eau très riche en microbes ait toutes les chances d’être une eau polluée par des excréments animaux, ayant coulé pendant longtemps à la surface de la terre, chargée de matières organiques, en un mot une eau non potable. Si les nombreux microbes qu’elle renferme ne sont pas tous dangereux par euxmêmes, ils indiquent tout au moins que cette eau doit être tenue pour suspecte. En outre, nous dirons, avec G. Roux : « les analyses quantitatives apportent souvent des éclaircissements précieux et inattendus, quelles seules peuvent fournir, sur des causes de pollution entre tel point et tel autre dans le parcours d’une canalisation, ou nous mettent sur la voie d’une source d’infection qu’il était impossible sans elles de soupçonner ; elles nous renseignent encore sur les qualités ou les défectuosités d’une masse filtrante naturelle ou artificielle et présentent ainsi un intérêt de premier ordre. » Faisons donc des analyses quantitatives, tout en portant nos efforts vers l’amélioration des procédés d’analyse qualitative.
L’analyse quantitative, telle qu’on la pratique actuellement, a encore un autre défaut qu’il faut signaler en toute sincérité. Elle ne nous dit pas combien d’espèces microbiennes contient un millimètre cube d’eau, elle nous apprend le nombre des individus ; or, il est bien évident qu’une eau contenant des milliers d'individus d’une seule espèce aquatile inoffensive, est moins polluée qu’une eau contenant moins d’individus mais appartenant à un grand nombre d’espèces diverses. Nous sommes encore trop peu avancés en botanique bactérienne pour pouvoir faire ce triage des espèces ; ce serait, d’ailleurs, arriver à faire une analyse qualitative complète i. Disons-le
' Migula. (1890) a tenté plusieurs analyses d’eau, en comptant le nombre des espèces et non celui des individus. 21,75 p. 100 des eaux analysées ne contenaient que une à quatre espèces microbiennes ; 64 p. 100 contenaient quatre à dix espèces, et 14.75 p. 100 plus de dix espèces. On voit la différence de ces chiffres avec ceux que nous
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aussi, les procédés couramment employés ne permettent pas de cultiver tous les microbes existant dans l’eau ; c’est ainsi que les méthodes d’isolement sur gélatine ne peuvent déceler une foule de microbes pathogènes ne poussant pas sur ce milieu conservé solide au-dessous de -f- 24° seulement ( Pneumocoque, B. tuberculeux, etc.). Il est rare qu’on fasse des cultures dans le vide 1 ; or nombre de microbes pathogènes très dangereux (B. du tétanos, Vibrion septique, etc.) sont anaérobies. Il est même fort probable que la richesse d’une eau en anérobies est parallèle à son degré d’impureté. Gela revient à dire que pour faire une analyse bien complète il faudrait faire des cultures sur différents milieux, à différentes températures, à l’air et dans le vide, etc., en d’autres termes, passer un temps considérable à analyser un seul échantillon. Une bonne installation, de l’argent, et beaucoup de temps (car il faut faire une série d’analyses pour une même eau — voir plus loin) sont les éléments indispensables d’une analyse d’eau bien complète.
2° Eau bactériologiquèment potable. Richesse microbienne des eaux. Origine de ces microbes. — Quel est le nombre de microbes, contenu dans une quantité d’eau donnée, qui fera déclarer par l’hygiéniste cette eau comme dangereuse ? On comprend que des chiffres ne peuvent rien avoir d’absolu, aussi les avis sont-ils très partagés. D’ailleurs, une eau ne doit être déclarée potable que lorsque l’ensemble de ses
citerons plus loin. Migula cpnsidère comme potable une eau qui a moins de dix espèces microbiennes.
1 Vincent (1905) préconise la recherche des anaérobies stricts des eaux, car les anaérobies étant très abondants dans les matières fécales, la richesse de l’eau en anaérobies indiquerait sa pollution. (Cultures en tubes de Vignal chargés de gélatine glycosée à 1 p. 100 et additionnée de sulfîndigotate de soude ; 1/20® à 1/50® de centimètre cube pour 10 centimètres cubes de gélatine.) Les eaux contaminées contiendraient 5 à 50 (22 p. 100 à 50) anaérobies par centimètre cube. Guillermard (1906) fait du rapport aérobie-anaérobie des microbes des eaux le critérium de leur contage.
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propriétés chimiques, de sa flore macroscopique et microscopique cadre avec les lois de l’hygiène. L’analyse bactériologique quantitative prononcera rarement seule.
11 est bon, avant de citer des chiffres, de jeter un coup d’œil sur le cycle des mouvements de l’eau à la surface du globe, et de nous demander où elle se purifie et comment elle se pollue.
L’eau est constamment puisée à la surface de la terre et se rend dans l’atmosphère à l’état de vapeur d’eau ; cette vapeur d’eau retombe en pluie, qui coule à la surface ou filtre à travers les couches superficielles, pour aller former la nappe souterraine d’où partent les sources des rivières et des fleuves, allant aux lacs, à la mer, et ainsi de suite. Or, la richesse microbienne de l’eau varie considérablement suivant les points de ce circuit où on l’examine.
A un certain moment, l’eau est complètement privée de germes vivants ; c’est l’eau de la nappe souterraine et des sources vraies, lorsque des fissures parties du sol ne permettent pas la pénétration des souillures de la surface (ce qui est malheureusement le cas le plus fréquent pour les grandes sources). Pasteur et Joubert 1 l’ont prouvé il y a déjà longtemps. A mesure que l’eau court à la surface de la terre, elle enrichit sa flore microbienne et, finalement, l’eau de la mer contient un très grand nombre de bactéries. Gomment cette eau se purifie-t-elle ? Et d’abord, l’évaporation de l’eau de la mer entraîne-t-elle des germes ? Miquel et Moreau 2 ont fait, en pleine mer, une grande quantité d’analyses d’air marin, et n'ont trouvé en moyenne qu’un microbe par mètre cube, à plus de 100 kilomètres des côtes. Miquel formule ainsi sa conclusion : en temps normal, les océans ne cèdent pas à l’air les bactéries qu’ils renfennent ; cependant quand la mer est grosse et houleuse, l’air marin se charge de bactéries, mais dans une très faible proportion. Miquel avait, d’ailleurs, démontré que la vapeur d’eau qui s’échappe d’une infusion putride est complè-
1 Pasteur et Joubert, Ac. des sciences, 1878.
* Miquel et Moreau, Annuaire de V Observatoire de Montsouris ,
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tement privée de germes. En somme, l'eau est une première fois aseptique en s’élevant dans l'atmosphère ; chemin faisant elle se charge de quelques germes, mais les nuages sont encore très pauvres en microbes (de Freudenreich). Dès que la vapeur d’eau se transforme en pluie, l’eati s’enrichit en tombant, d’une grande quantité de germes de l'atmosphère. L’eau de pluie arrive à la surface du sol avec plus de 4 000 microbes par litre, d’après Miquel. 11 va sans dire que ces chiffres varient beaucoup suivant les mois de l'année, suivant que l’eau a été analysée au début ou à la fin d’un orage, etc. ; mais la pluie est une source certaine de contamination des eaux potables.
L’eau tombe donc contaminée sur le sol, dont la surface est elle-même très riche en microbes. (Maggiora a trouvé jusqu’à 78 000 000 germes par gramme de boue des rues de Turin.) Une partie ne quittera pas cette surface et coulera en se contaminant de plus en plus jusqu’à la mer ; toutes les souillures animales sont finalement entraînées par les eaux. Une autre partie filtrera à travers le sol pour aller former la nappe souterraine. Cette eau peut abandonner successivement tous les germes qu’elle contient, et les ensemencements faits avec de la terre, puisée à o mètres de la surface, peuventrester complètement stériles. C’est brusquement, à la profondeur de lm,25 environ, que se fait cette purification, d’après C. Frænkel. Il va sans dire que toute fissure peut entraîner des germes assez profondément. C’est ce que Thoinot a vu pour les sources du Havre qui n’étaient pas pures après une filtration de 48 mètres dans un terrain calcaire. C’est ce qui a été constaté pour les eaux de source amenées, à grands frais, à Paris. La disparition des germes tient à deux causes : 1° la filtration à travers les pores des couches superficielles; 2° le manque d’oxygène. C. Frænkel a vu que le B. anthracis ne peut plus végéter à 3 mètres de profondeur, tandis que le V. Cholérique pousse à ce même niveau pendant les mois d’août, septembre, octobre. Pour Grancher et Deschamps, le B. typhique peut pénétrer à 40 ou 50 centimètres dans l’intérieur du sol, et y vivre pendant cinq mois et demi. Il va sans dire que les anaérobies
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sont au contraire favorisés par le manque d’oxygène, mais nous n’avons pas de données positives sur la profondeur à laquelle on les retrouve. Quoi qu’il en soit, la nappe souterraine peut être absolument pure ; pour la seconde fois, l’eau du circuit est aseptique. C’est pour cela qu’il existe des sources (rares, il est vrai) microbiologiquement pures.
Quant au nombre de microbes contenus dans les eaux courantes, il varie dans de grandes proportions. Citons quelques chiffres. Chauveau, Arloing, J. Courmont, G. Roux ont vu que le Rhône en amont de Lyon contient 75 000 microbes par litre environ ; la Saône en contient 586 000 en amont de Lyon et 4 280 000 à son embouchure dans le Rhône (G! Roux) . La Seine contient de 31 060 000 à 200000 000 de microbes par litre, suivant les points où on la puise (Miquel). Le Rhône est un des fleuves les plus pauvres en microbes. Les chiffres seraient plus élevés si on analysait certains lacs, la mer près des ports, etc.
L’eau se contamine donc deux fois et se purifie deux fois pendant son courant circulaire; elle se contamine par l’air et surtout par le sol ; elle se purifie par l’évaporation et la filtration à travers le sol. Ces deux moyens de purification sont employés artificiellement : distillation, établissement de couches filtrantes pour l’approvisionnement des villes en eau potable.
Il est temps de revenir à nos premières questions et de nous demander quelle est la limite de la richesse en germes de l’eau pour être déclarée potable, puisqu’on ne peut pas faire usage uniquement d’eau de source pure à la surface du globe.
Miquel a dressé l’échelle approximative suivante :
Eau excessivement pure . . .
— très pure . . .
— pure
— médiocre .
— impure .
— très impure
Microbes par cent. cube.
100 000 et au delà.
D’une façon générale, on déclare potable (sauf contre-indica-
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tions données par l’analyse qualitative) une eau qui ne contient pas plus de 500 germes par centimètre cube , soit 500 000 par litre.
Or, voici les chiffres des analyses de l’eau du Rhône consommée à Lyon (G. Roux) :
Microbes par cent, cube
Rhône en amont 75
Bassin filtrant n° 1 7
Réservoir du bas service 18
Réservoir du service supérieur 26
Eau du robinet d’alimentation 60
L’eau est très bien filtrée par une couche de terre, mais se contamine successivement dans les conduites ; elle est, en tout cas, parmi les eaux très pures de Miquel, et combien différente, après sa filtration artificielle très grossière, de la plupart des eaux de sources.
Lorsqu’on veut tirer des conclusions d’une analyse d’eau, il faut tenir compte de plusieurs facteurs. La teneur d’une rivière en germes peut varier considérablement suivant que les eaux sont grosses ou basses. L’eau de la Marne varie de 50 à 14 000 germes par centimètre cube, suivant les mois de l’année (Miquel). Ces différences ne sont pas en relation avec la température, puisque c’est en hiver et en automne que les rivières sont les plus microbiennes. Pour se faire une conviction sur une eau, il faudra donc faire une série d'analyses dans différentes conditions (en période de sécheresse et en période de pluies), et ne se prononcer qu’après.
3° Puisage et transport des eaux à analyser. — Pour
faire l’analyse quantitative d’une eau dont les chiffres expriment le nombre réel des germes existant dans cette eau, il importe de faire l'analyse sur place, immédiatement après le puisage, toutes les fois que cela est possible, ou de transporter l’échantillon d’eau avec certaines précautions. Il est surabondamment démontré aujourd'hui que le nombre des microbes d’une eau augmente considérablement entre le moment de puisage et celui de l’analyse, si elle n’est pas maintenue à une température suffisamment basse pour empêcher le développement microbien. Il faut donc impitoyablement refuser de faire
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l’analyse d'une bouteille d’eau qui a voyagé à la température ordinaire ; non seulement le nombre obtenu serait lui-même exagéré 1, mais telle espèce se développerait d’une façon exagérée et étoufferait les autres. Il va sans dire aussi que l’eau doit être recueillie aseptiquement.
Toutes ces considérations théoriques amènent à formuler les principes suivants :
1° Recueillir l’eau dans des récipients clos, préalablement lavés et stérilisés (voir ch. n) ;
2° Flamber le bouchon avant de fermer le récipient, ou sceller ce dernier (pipettes) à la lampe ;
3° Puiser l’eau loin des bords ou du fond, pour ne pas la rendre boueuse (sauf indications spéciales) ;
4° Mettre le récipient dans un appareil glacière à 0° et l’envoyer le plus rapidement possible au laboratoire ; ou, de préférence, faire l'analyse sur place.
5° Recueillir une assez grande quantité d’eau (un litre) quand on veut faire l’analyse qualitative (voir la recherche du B. d'Eberth, p. 417).
Appliquons ces principes aux différents cas qui pourront se présenter :
A. Puisage. — Les méthodes de puisage différeront suivant la situation de l’eau à analyser.
a. Eau stagnante ou courante. — 1° Puisage superficiel. — Il s’agit de prendre un échantillon d’eau à la surface d’une rivière, d’un lac, etc. ; c’est le cas le plus ordinaire.
Tous les récipients sont bons. Miquel conseille des flacons de 200 centimètres cubes, stérilisés avec un tampon de ouate, et bouchés ensuite avec un bouchon de liège légèrement carbonisé à la flamme. Hueppe se sert des flacons bouchés à l’émeri. Fol Dunant, Chauveau et S. Arloing puisent directement avec la pipette
1 Miquel a fait des numérations probantes. En trois heures, l’eau de la Dhuis, conservée dans un récipient à la température ambiante de -f- 13°, contenait 456 microbes par centimètre cube au lieu de 57, chiffre initial. En trois jours, à -f 20°, l’eau de la Vanne passait de 48 à 590 000 microbes par centimètre cube.
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Fig. 173.
Pipette pour le puisage de l’eau à analyser.
A, pipette après la stérilisation. — B, pipette tenant le vide.
que nous décrirons plus tard. Lustig se sert de flacons d'ERLENMEYER. Miquel avait préconisé,, au début de ses recherches, des ballons effilés en pointe et scellés à la lampe pendant qu'on les chauffe à -{- 200° ou -f- 300° ; le vide était ainsi fait dans ces récipients. Il a abandonné ce système comme trop fragile. La plupart des bactériologistes (Pflügge, Rietsch, Pfulhl, G. Roux, etc.) sont revenus à ce procédé en remplaçant le ballon par une simple pipette, comme Chauveau et S. Arloing l’avaient fait depuis longtemps. 11 faut conseiller l’appareil le plus simple. On fait une pipette avec un tube de verre, comme il a été dit page 20, en ayant soin de pratiquer un étranglement ( a ) (fig. 173, A) au-dessus du tampon de ouate, et on fait stériliser au four Pasteur. Prenant alors la pipette dans une pince en bois, on la porte successivement dans toute sa longueur dans la flamme d’un bec Bunsen ; lorsque l’air contenu dans la pipette est très raréfié par réchauffement, on scelle rapidement en (a) pour avoir la figure 173, B. Le vide est suffisant. Tous ces appareils doivent être enveloppés d’une feuille de papier à filtrer ou d’une couche de ouate stérilisée, jusqu’au moment de s’en servir.
Pour puiser l’eau avec un ballon bouché au liège, on enlève le bouchon qu'on tient de la main gauche, pendant qu’on plonge le ballon dans l’eau pour le remplir, sans frôler les bords de . la berge. On rebouche après avoir
PUISAGE ET TRANSPORT DES EAUX A ANALYSER 397
flambé le liège et le goulot. Si le ballon est bouché à l’émeri, on peut déboucher et reboucher sous l’eau. Avec le ballon à pointe effilée de Miquel (fig. 174) ou une pipette quelconque où le vide est effectué, on introduit la pointe effilée à une certaine profondeur dans l’eau, et on va en casser l’extrémité avec une pince flambée. L’eau se précipite dans le ballon ou la pipette sans toutefois les remplir, le vide étant toujours imparfait. Lorsque l’eau cesse de monter, on retire la pointe et on la scelle de suite dans la flamme d’une lampe à alcool. Une pince est donc nécessaire pour ce système. Si on voulait puiser de l’eau dans des pipettes ordinaires, il suffirait de briser la pointe, de la flamber et de la plonger dans l’eau, pendant qu’on aspirerait par l’autre bout avec un tube de caoutchouc.
En résumé, tous les procédés sont bons pourvu qu’ils soient aseptiques. Nous recommandons la pipette avec le vide partiel.
2° Puisage profond. — On peut vouloir analyser les différentes couches d’,une masse d’eau ou puiser l’eau d’un puits privé de pompe.
Un simple flacon bouché à l’émeri, stérilisé, auquel sera attaché une grosse pierre ficelle est fixée au goulot, une autre au bouchon. On fait descendre le flacon bouché a la profondeur voulue, on tire alors le bouchon et on retire lorsque le flacon est plein. On fera bien de flamber les couches externes du flacon et la pierre pour ne pas contaminer l'eau profonde à analyser. On ne se servira pas, pour l’analyse, de l'eau contenue dans le goulot du flacon, laquelle a été intimement en contact avec l’eau des couches superficielles pendant qu’on a retiré le flacon.
Miquel a imaginé un ingénieux appareil pour le puisage profond. Un matras d’essayeur de 50 centimètres cubes environ se termine par une pointe effilée, recourbée en U ; il est main-
Fig. 174.
Ballon de Miquel pour le puisage des eaux.
peut suffire. Une
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tenu dans une armature métallique. Un poids de deux ou trois kilogrammes, leste l’appareil qui est suspendu à une corde résistante graduée au moyen d’anneaux et de nœuds. Le long de la corde, glisse, dans les anneaux, un fil de cuivre terminé par une bague qui embrasse le col en U du matras.
Un vide préalable partiel a été fait dans ce dernier après sa stérilisation. Lorsqu’il est descendu à la profondeur voulue, on tire brusquement sur le fil de cuivre qui brise le col en verre, et l’eau se précipite dans le matras.
G. Roux a fait construire un appareil plus commode qui peut puiser un litre d’eau à de grandes profondeurs. 11 se compose (fig. 175) d’une bouteille ordinaire d’un litre (A), qui est enfermée dans une enveloppe en cuivre (B).
Celle-ci se compose d’un fond (c), contenant 3 kilogrammes de plomb, d’une partie grillagée (d), d'un couvercle (e), qu’on place une fois la bouteille introduite. Une corde solide (h) supporte l’appareil par la manette. Une cordelette ( g ), munie d’un petit crochet qui pince le bouchon en liège et la bouteille, sert à déboucher la bouteille à la profondeur voulue qui est comptée sur les nœuds (de 10 en 10 mètres) de
Fig. 175.
Appareil de G. Roux.
pour le puisage profond.
la grosse corde.
b. Eau des fontaines , des robinets.
On fait couler directement l’eau dans un récipient quelconque stérilisé. Si l’écoulement est intermittent (robinets), il est de toute nécessité de faire couler pendant cinq à dix minutes avant de recueillir l’échantillon, pour ne pas analyser une eau stagnante très riche en dépôts et en microbes.
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c. Eaux météoriques : pluie, grêle, neige. Miquel a constrait un udomètre pour recueillir l’eau de pluie ou la neige (fig. 176). Un poteau de bois (P), planté verticalement en terre supporte une tige de fer horizontale (T), laquelle maintient un entonnoir métallique (cuivre nickelé ou argenté) flambé au moment de l’installation (E). Au-dessous de. cet entonnoir est un creuset en platine (P ) porté préalablement au rouge. On peut retirer et mettre le creuset sans toucher le reste de l’appareil, et analyser ainsi la pluie à différents moments de l'averse.
Fig. 176.
Udomèlre de Miquel.
Un petit couvercle en platine (G), stérilisé par le chauffage, sert à préserver le creuset des poussières pendant le transport. L’appareil doit être situé au moins à 2 mètres du sol pour éviter l’eau boueuse qui rejaillirait de terre.
Si des éclaircies séparent des ondées, il faut stériliser à nouveau l’entonnoir qui pourrait s’être contaminé de poussières. Si la température ambiante est trop chaude, on peut imaginer un appareil avec un manchon réfrigérant ou refroidir avec le chlorure de méthyle ou l’acide carbonique liquide.
G. Roux recommande de se servir simplement d’un large tube à essai, stérilisé, bouché à la ouate. A travers le tampon passe l’extrémité effilée d’un petit entonnoir flambé destiné à recevoir la pluie ou la neige.
Il faut toujours noter la température de l’eau au moment de la prise, son état de limpidité ou de trouble, la hauteur de
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l’étiage, etc., etc. Tout récipient sera muni d’une étiquette explicative.
B . Transport . — Lorsque l’ensemencement peut être pratiqué sur place, le transport des récipients contenant l’eau à analyser doit se faire à 0°. Une température de quelques degrés au-dessus suffit à la pullulation des microbes. Malgré le maintien à 0°, le transport doit se faire aussi rapidement que possible, car Miquel a montré que certains individus périssaient en grand nombre à cette température, tandis que d’autres espèces ( bacille rouge , par exemple) pouvaient se multiplier. Nous savons bien aujourd’hui que le B. d’Eberth ne vit pas longtemps dans l'eau bien pure. Ivarlinski 1 a montré que de l’eau stérilisée ou de citerne, ensemencée avec du B. d'Eberth, du Vibrion cholérique et du B. anthracis, ne contient plus aucun de ces microbes au bout de trois à cinq jours. Par contre, le Staphylocoque pyogène peut vivre plusieurs mois dans de l’eau stérilisée (J. Courmont). Mais ce sont surtout les microbes aquatiles ordinaires qui prennent le dessus et se multiplient avecunegranderapidité. Karlinski verse, dans une citerne propre, 3 hectolitres d’eau de puits relativement pauvre en microbes. Tous les quatre jours, on verse dans la citerne 150 centimètres cubes de selles typhiques. Au bout de douze jours, les B. d'Eberth ont disparu, et les bactéries banales ont pullulé. Si l’eau avait été privée de matières organiques, la disparition se serait faite plus rapidement. En somme, à côté de la pullulation, il faut tenir compte de la disparition de certaines espèces même à 0°, et se hâter de faire les ensemencements.
Le transport à petite distance se fait en maintenant le récipient dans un seau à glace quelconque. On peut imaginer une foule de dispositifs.
Le transport à de grandes distances nécessite des appareils spéciaux.
Voici la glacière préconisée par Miquel (fig. 177). Le flacon (A), contenant l’eau, est cacheté à la cire d’Espagne, enveloppé de
Karlinski, Archiv. fur Hygiene, 1889 et 1800.
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papier et introduit à frottement dans une boîte métallique cylindrique (B) où il ne doit pas ballotter. Cette première boîte est placée dans une seconde (C) plus large de quelques centimètres et garnie de sciure de bois. Une troisième boîte métallique (D) beaucoup plus vaste est remplie de glace concassée en gros morceaux. Le tout est placé dans une caisse de bois, (E) à charnières et à poignée, remplie de sciure de bois, qu’on peut mettre au chemin de fer.
Fig. 177.
Glacière de Miquel pour le transport des eaux à analyser.
On peut simplifier cet appareil en ne se servant que d’une seule enveloppe métallique et d’une caisse en bois.
Rietsch a fait construire une boîte pouvant contenir de longs tubes effilés. Elle est en zinc, de forme rectangulaire et divisée en deux compartiments par une lame de zinc horizontale percée de petits trous. Le compartiment inférieur très bas est destiné à recevoir l’eau de fusion de la glace qui s’échappe par un orifice latéral. Le compartiment supérieur est divisé en trois par deux cloisons verticales en zinc ; les deux parties latérales sont remplies de glace tandis que le rectangle médian reçoit à frottements une boîte de zinc «contenant les tubes de
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verre. Cette boîte est percée inférieurement de trous pouvant laisser passer les tubes de verre et donnant insertion à des petits cylindres creux en zinc destinés à recevoir les tubes. 11 y a un couvercle en zinc. Le tout est recouvert de quatre couches alternatives de papier et de drap. Une courroie sert à porter l’ensemble.
Fig. 178.
Éluve glacière de Miquel.
On peut imaginer une foule d’appareils réfrigérants. (Pfühl, G. Roux, etc., etc.).
11 est bon, ainsi que le dit justement Miquel, d’avertir le directeur de l’octroi de la gare où arrivera la caisse pour éviter son ouverture par les préposés de l’administration.
Le salage à 8-10 p. 100 permet de maintenir à peu près fixe pendant 5 jours le nombre des germes contenus dans une eau (P. Remlinoer). Le salage peut apporter des modifications h la flore originelle.
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Au laboratoire, on peut vouloir conserver à 0° une partie de l’eau recueillie pour faire plusieurs analyses successives. On se servira d’une glacière quelconque. Miquel a fait construire une étuve glacière représentée figure 178. La boîte intérieure (E) est destinée à recevoir les échantillons d’eau ; elle communique avec l’extérieur par un couloir muni de deux portes (P' et P). La boîte réfrigérante (E) repose sur un fond (G) percé de trous pour laisser échapper l’eau de fusion par le tube (T) ; elle sera remplie déglacé. Le couvercle (C) est à double paroi remplie de sciure de bois. L’extérieur est garni de feutre. Un thermomètre (t) pénètre dans (E'). La pomme d’arrosoir (S) sert à régler l’étuve au-dessus de 0°, à + 20° par exemple. On ne met pas de glace ; on fait simplement tomber un courant d’eau plus ou moins froide par RS.
On se reportera au chapitre iv (p. 129) pour l’étude des étuves et régulateurs destinés aux températures basses.
C. Nécessaires d’analyse bactériologique de l’eau. — Disons un mot ici des nécessaires pour aller ensemencer sur place. Ce sont des appareils destinés à faciliter le transport des instruments, tubes, etc., avant l’ensemencement, et leur retour au laboratoire après la mise en cultures de l’eau. Ils varieront naturellement beaucoup suivant la méthode employée.
Le nécessaire de Miquel est une boîte dans laquelle est aménagé un tiroir à quinze compartiments destinés à recevoir autant de ballons coniques, à base large de 5 centimètres de diamètre,, pour culture sur gélatine étalée. Au-dessus du tiroir est une plaque métallique en laiton qui se tire et sur lesquels seront placés les ballons de gélatine à liquéfier au moyen d’une lampe à alcool installée au-dessous. L’étage supérieur est divisé en compartiments renfermant : deux vases à dilution de 500 centimètres cubes, deux de 50 centimètres cubes, deux de 10 centimètres cubes contenant de l’eau stérilisée ; une lampe à alcool. Un râtelier situé contre la paroi postérieure maintient des tubes à essai renfermant les pipettes graduées et stérilisées. Quelques flacons, quelques plaques, une pipette
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à boule, pour emporter un échantillon d’eau, en complètent l’outillage.
Le nécessaire de G. Roux est une boîte à double paroi, circonscrivant un espace vide destiné à recevoir des fragments de glace concassée ; un robinet placé à la partie supérieure d'une des faces de la boîte permet de vider l’eau de fusion ; l’extérieur est recouvert de feutre. Dans ce grand espace vide central s’engage un panier en fil de laiton pouvant être complètement enlevé, comme celui de l’autoclave, et-divisé, par des cloisons transversales, également en laiton, en six étages superposés. Les quatre étages inférieurs sont agencés, grâce à une série d’encoches en forme de croissants qui limitent les deux bords libres, de façon à recevoir, couchés sur un plan horizontal, des tubes à essai contenant 2 ou 3 centimètres cubes seulement de gélatine stérilisée, lesquels sont maintenus bien en place et sans ballottement possible par des bandes de caoutchouc adaptées aux deux extrémités de chacun des bords de la cloison horizontale.
Quant aux deux étages supérieurs, ils sont constitués par des cylindres métalliques placés de champ, dans lesquels seront introduits et solidement fixés les tubes-pipettes à extrémité effilée. Une place est réservée au thermomètre Des annexes latérales renferment des tubes à essai, contenant des quantités strictement déterminées d’eau stérilisée et des pipettes jaugées et stérilisées.
Le couvercle est fortement bombé et creux; dans sa cavité se trouvent : une lampe à alcool munie d’un chalumeau et d’un petit insufflateur en caoutchouc, une petite capsule -en métal, un trépied pliant, des pinces, des ciseaux, des étiquettes et quelques feuilles de papier à filtrer. Les annexes ont des couvercles spéciaux. Une anse permet de porter la caisse sans difficulté.
4° Unité des méthodes d analyse. — Il serait bien à désirer que les différents laboratoires de bactériologie se missent d’accord pour unifier les méthodes d’analyse : milieux, ensemencements, température de l’étuve, nombre de jours après lequel se fait la
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numération, etc. Sans cela, les analyses ne sont pas compa râbles.
Nous supposons qu’on veuille savoir le nombre des éléments microbiens contenus dans une eau, analysée sur place ou transportée rapidement et à 0° au laboratoire, comme cidessus.
1° Examen direct. — Nous ne signalerons que pour mémoire l’examen direct de l’eau au microscope. Depuis l’invention du microscope on a regardé, à l’aide de ce dernier, la flore et la faune d’une goutte d’eau; nous n’avons pas besoin d’ajouter qu’on ne voit ainsi que la grande minorité dés microbes, et qu’il est impossible de les compter, surtout par rapport au volume d’eau employé. 11 en est de même si on examine le dépôt formé. Harral en 1850, Cohn en 1866, Hirt en 1879, Macdonald, en 1883, et même Tiemann et Gærtner, en 1889, ont préconisé de semblables procédés.
2° Examen après évaporation. — Koch avait légèrement perfectionné la méthode en examinant les microbes après évaporation de l’eau et coloration du résidu. La goutte d’eau était évaporée sur la lame chauffée à la flamme d’une lampe à alcool. Koch colorait au bleu de méthylène.
3° Examen après fixation. — Certes, en 1880 et 1882, a fixé les microbes d’une goutte d’eau au moyen de l 'acide osmique. Dix ou douze gouttes d’une solution d’acide osmique à 1 p. 100 sont introduites dans une petite éprouvette stérilisée ; on verse ensuite lentement 30 à 40 centimètres cubes de l’eau à analyser en agitant de temps en temps. Au bout de quelques minutes, on ajoute de l’eau distillée pour atténuer l’action de l’acide osmique, et on laisse déposer. On décante au bout de vingt-
— Analyse quantitative
A) — Examen microscopique
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quatre heures, et on examine le dépôt, après coloration avec une couleur d’aniline. Nous dirons, avec G. Roux, que cette méthode est excellente pour l’examen des infusoires, et enfantine pour l’analyse bactériologique de l’eau.
En somme, l’examen microscopique ne peut rendre aucun service pour le but que nous nous proposons .
B) — Analyses par cultures en milieux liquides
La méthode d’analyse par cultures liquides date des mémorables expériences de Pasteur et Joubert, en 1878. Miquel, Chauveau et S. Arloing ont perfectionné les détails.
Les différents procédés se partagent en deux groupes.
A. Dans un premier groupe, l’eau est puisée directement dans la pipette qui servira à la répartir dans les ballons de bouillon ;
il faut alors que la pipette soit très effilée pour donner des 1 1
gouttes très fines, - à — - de centimètre cube (Chauveau et
° 100 loü v
S. Arloing). C’est un procédé de choix, à condition toutefois que l’eau 41e soit pas trop impure, car on ne peut obtenir des gouttes inférieures à un certain volume .
B. Le second groupe comprend tous les procédés où on fait une dilution préalable de l'eau stérilisée, pour qu’une goutte, de grosseur moyenne, ne contienne que très peu d’eau microbienne. Ce sont les procédés de Miquel, de Fol et Dunant. En principe, il faut arriver à ce que chaque ballon ne soit ensemencé qu’avec un seul microbe ; si donc l’eau est peu riche, il suffit de la fractionner en gouttes très fines ; si l’eau est très impure, il faut la diluer. Lorqu’on peut éviter la dilution, le procédé de Chauveau et S. Arloing est incontestablement le meilleur.
C. Pour choisir un des procédés précédents et pour savoir (au cas où on s'adresserait au second groupe) quelle dilution il faut employer, il est indispensable de procéder à une analyse préalable sommaire, indiquant la richesse microbienne approximative de l’eau. Cette analyse préalable sera aussi utile pour les méthodes sur milieux solides.
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Miquel pratique cette analyse préalable de la façon suivante. On ensemence des ballons de bouillon, les uns avec une goutte de l’eau suspecte, d’autres avec une goutte de l’eau diluée au 100e, d’autres avec une goutte de l’eau au 1000e, d’autres enfin avec une goutte de l’eau diluée au 1 000 000°, ou même plus. On met les ballons à l’étuve et on les examine au bout de vingtquatre heures. On choisira la dilution correspondant à celle dont les ballons sont restés clairs en majorité. Si, par exemple, tous les ballons ensemencés avec une goutte de la dilution à 1/100® sont troubles, et que 8 sur 10 des ballons ensemencés avec une goutte de la dilution à l/1000e soient restés clairs, on choisira la dilution à 1 /1000e. Si un dixième seulement des ballons ensemencés avec l’eau pure est trouble, on se passe de dilution et on choisira le procédé de Chauveau et S. Arloing.
Il va sans dire que le procédé de Chauveau et S. Arloing s’applique surtout aux analyses où on peut aller faire soi-même le puisage, en raison de la délicatesse des pipettes ; on peut néanmoins l’employer en puisant dans l’échantillon envoyé au laboratoire.
G. Bouxfait des dilutions variant de 1 /10e à 1 /1000e, et ensemence 1 centimètre cube des dilutions dans deux ou trois tubes de gélatine liquéfiée et étalée sur une portion de la paroi du tube maintenu horizontal. Au bout de trois ou quatre jours, on compte les colonies. Le gros inconvénient est de nécessiter une attente de quatre jours lorsque le même échantillon (maintenu naturellement à la glacière) doit servir à l’analyse définitive.
Il faudra toujours, autant que possible, faire un nouveau puisage pour l’analyse ultérieure.
1° Procédé de Chauveau et S. Arloing. — Son grand avantage est d’éviter toute cause de contamination ; l’eau est directement puisée dans une pipette stérilisée, et n’en sort que pour tomber dans les ballons de bouillon, fractionnée en gouttes très fines.
2° Procédé de Miquel. — Dès 1879, Miquel a préconisé la « méthode du fractionnement dans le bouillon » basée sur la
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dilution de l’eau à analyser dans un volume connu d’eau stérilisée, pour n’arriver à ensemencer qu’un seul microbe en faisant tomber une grosse goutte du mélange dans chaque ballon de bouillon.
C’est surtout pour cette méthode que les modes de puisage, de transport, etc. , décrits plus hauts sont utiles.
Miquel voudrait que les analyses d’eau soient faites par tous les bactériologistes dans un bouillon invariable, et il propose le suivant :
Peptone Chapoteaut : 20 grammes.
Sel marin 5 —
Cendres de bois 0sr,10.
Eau ordinaire 1 000 grammes.
La dilution de l’eau se fait dans des matras Pasteur à fond plat d’une capacité variant de 30 centimètres cubes à 2 litres, qui sont à moitié remplis d’un volume connu d’eau distillée. On ajoute le volume nécessaire de l’eau à analyser et on agite vivement. On prélève le mélange avec des pipettes jaugées et stérilisées (fig. 179) donnant à peu près 24 gouttes au gramme.
La distribution se fait dans 36 ballons de bouillon, à la dose de 1 goutte dans 18 ballons et 2 gouttes dans les 18 autres. On ensemence de même 36 ballons avec les mêmes doses d’une dilution deux fois plus forte. Les 72 ballons sont mis à l’étuve à -f- 35 0 fendant quinze jours.
On compte alors les ballons troubles et on fait la numération. Pour que
essah l’analyse soit bonne, c’est-à-dire
pour que, selon toutes les probabilités, la goutte ensemencée n’ait contenu qu’un seul microbe, il ne faut pas , d’ après Miquel, plus de 30 ballons troubles
nf
WA
Fig. 179.
Pipettes jaugées et stérilisées dans des tubes à
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pour 100, soit 21 sur 72; s’y il y en a davantage, la dilution n’était pas assez forte.
Une analyse d’eau peut, d’après Miquel, être mise en train en 20 minutes par ce procédé .
Supposons que 108 gouttes d’eau aient été ensemencées dans 72 ballons (36 ayant reçu 1 goutte, et 36,2 gouttes ; la goutte valant -^r de centimètre cube). Ua dilution était à 1/1000. Supposons que 16 ballons se soient troublés en quinze jours : 108 gouttes d’eau à y-1--- renfermaient 16 microbes ; 108 gouttes représentent 4CC,3 environ ; 4ec,3 de la dilution renferment donc 16 microbes ; l’eau à analyser en contenait 1 000 fois plus, soit 16 000. Un centimètre cube en contenait 4,3 moins c'est-à-dire 3651 162 environ. L’eau à analyser possédait 3 651 162 microbes par litre.
Appelons G le nombre de gouttes ensemencées, N le nombre de ballons troubles, T le litre de la solution, en supposant 25 gouttes au centimètre cube. Appelons Q le quotient y ; ona
la formule générale :
-j- X T = x microbes par centimètre cube, x x 1 000 = le nombre des microbes par litre .
3° Procédé de H. Fol. — Il est plus compliqué que celui de Miquel, sans avoir sur lui d’avantages marqués.
La dilution, au lieu d’être faite dans de l’eau stérilisée, s’opère d’emblée dans le bouillon nutritif qui est à son tour réparti en ballons.
4° Mise à l’étuve. — Quel que soit le procédé employé, la température de l'étuve dans laquelle doivent être placés les tubes ou ballons ensemencés est importante. Voici un tableau de Hesse qui est très instructif.
Après 2 jours
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La culture à -j- 37° donne presque d’emblée le nombre de tubes qui poussera ; la culture à la température du laboratoire donne des résultats plus lents, mais toujours un chiffre supérieur de microbes; il faut attendre une douzaine jours. Il faut donc toujours cultiver les analyses d'eau à 20° environ ; ceci est très important.
On peut aussi mettre 48 heures à -f 37° pour avoir le développement rapide de certains tubes, puis sortir de l’étuve ceux qui sont restés clairs et les laisser a la température du laboratoire. On comptera après 10 ou 15 jours.
G) — Analyse par cultures sur milieux solides
Le grand avantage de la méthode des cultures sur milieux solides est de bien isoler chaque élément microbien qui donne une colonie séparée ; la numération est ainsi plus exacte. Cette exactitude n’est cependant qu’apparente, car quelques microbes qui auraient pullulé en bouillon ne végètent pas sur gélatine : aussi l’analyse d’une eau sur milieux solides donnet-elle des chiffres toujours inférieurs à ceux de l’analyse de cette même eau en milieux liquides (à -f 20°), malgré la possibilité d’introduire deux microbes dans le même ballon de bouillon. La méthode des milieux solides permet une analyse qualitative sommaire par l’examen de la forme des colonies. Nous savons déjà que Koch en fut l’inventeur.
1° Cultures sur plaques de gélatine ensemencée liquide (procédé de choix). — C’est le procédé primitif de Koch plus ou moins modifié. J1 n’a rien de spécial. Nous renvoyons pour le manuel opératoire au chapitre v où nous avons déjà décrit la façon de faire une culture sur plaque de gélatine (p. 141). 11 suffira de mettre, dans chaque tube de gélatine, une quantité connue de l'eau à analyser plus ou moins diluée suivant les cas. Le nombre de colonies développées donnera le nombre des microbes contenus dans la quantité d’eau ensemencée.
La plaque de Koch peut naturellement être remplacée par le
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tube d-Esmarch, la boîte de Pétri et tous les autres appareils décrits au chapitre v. On peut utiliser des ballons en entonnoir renversé, à large fond plat, à petit orifice (fig. 21) dans lesquels la gélatine est stérilisée. On verse une quantité d’eau connue dans la gélatine liquide, on agite et on laisse prendre le milieu qui s’étale en couche mince sur le fond. On peut noter, par des points à l’encre, sur la face inférieure du fond, les colonies qui apparaissent. On peut aussi décalquer le fond sur des ronds de papier où on dessine jour par jour les colonies à mesure qu’elles apparaissent. On fera aisément la numération en plaçant sous la plaque uné feuille quadrillée, ou en traçant à l’encre des lignes perpendiculaires qui formeront un quadrillé utile bien que très irrégulier. On comptera carré par carré.
Certaines colonies n’apparaissent que douze ou treize jours après l’ensemencement ; on ne peut donner un chiffre qu’après ce temps. 11 y a cependant des moyennes avec lesquelles on
peut, en quatre
ou cinq jours,
calculer ce que
sera définitive-
ment le nombre des colonies. De Rossi (1905) a bleaux :
dressé des ta-
Après
jour
de culture il y a 1 colonie p.100 développée.
jours
15 colonies p. 100 développées.
On peut donc calculer à peu
près ce qu’il faut ajouter à un
chiffre donné à tel jour pour avoir le chiffre correspondant au
quinzième jour. C’est évidemment très approximatif. Cela est cependant utile.
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Un inconvénient sérieux des cultures sur gélatine des microbes des eaux réside dans le grand nombre de colonies liquéfiantes qui, en quelques jours, envahissent toute la plaque et mélangent toutes les colonies. Pour y remédier, on peut employer de la gélatine-gélose (p. i'06) ou la formule de Girard ; ces milieux liquéfient moins facilement. Voici la formule de Girard :
Eau 1 000 grammes.
Gélatine blanche 40 —
Phosphate de soude 0sr,02.
On clarifie avec un blanc d’œuf, on fait bouillir, on filtre et on stérilise à + 115°.
G. Roux arrête le développement des colonies liquéfiantes à mesure qu’elles se forment en les vernissant avec du stérésol (de Berlioz) qui arrête le développement de la colonie sans diffuser sur toute la plaque de gélatine.
La boîte de Pétri ou le tube d’Esmarch sont plus commodes que le ballon conique pour aller puiser les colonies et les réensemencer.
En mettant une très petite goutte d’eau dans chaque récipient de gélatine on peut éviter les dilutions. Il suffit, en tout cas, d’opérer avec trois tubes de gélatine comme il a été dit p. 155.
2° Cultures sur plaques de gélatine ou de gélose, ensemencées symétriquement après solidification. — C’est le procédé de S. Arloing. Il a surtout pour but d’éviter la contamination de la plaque par des germes étrangers à ceux de l’eau à analyser. On laisse tomber en des points symétriques une série de gouttes d’eau sur la surface d’une plaque de gélatine ou de gélose solidifiée ; toute colonie développée en dehors des points ensemencés ne sera pas comptée dans la numération.
Arloing avait imaginé un analyseur bactériologique qui répondait à ce principe.
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G. Roux a simplifié le procédé d’ÂRLOiNG en se servant d’un petit appareil dans lequel la pipette est immobile, tandis que la plaque de gélatine se déplace circulairement.
3° Procédés approximatifs du Miquel. — Miquel décrit sous ce nom deux séries d’opérations approximatives qui peuvent rendre des services.
Le principe est le suivant : faire végéter les colonies sur un papier nutritif imprégné de gelée de lichen qui, traitée ensuite au bleu d’indigo, ne se colorera qu’au niveau des colonies L
Nous ne parlerons que du procédé le plus simple décrit en 1890. Le papier nutritif, taillé en rectangle et muni d’un fil suspenseur en platine, enveloppé de papier Joseph , est mis à l’autoclave pendant une heure à -f- 110°. Au moment de l’analyse, on le suspend par le fil de platine dans une éprouvette bouchée à l’émeri. On le tare très exactement et on plonge dans l’eau à analyser. En cinq minutes la gelée est gonflée, imbibée d’eau. On le remet dans l’éprouvette et on fait une seconde pesée qui donnera le poids de l’eau absorbée. Le tout est alors mis à l’étuve. Au bout de quinze jours, on retire le papier, on le dessèche bien (-j- 45°), et on le plonge pendant quelques minutes dans une solution aqueuse d’alun cristallisé, puis dans de l’eau pure. La gelée est alors plus mordante. On a préparé un second bain colorant de la façon suivante : 2 grammes d’indigotine cristallisée ont digéré pendant vingtquatre heures dans 50 grammes d’acide sulfurique fumant ; on ajoute un litre d’eau ; on neutralise. On trempe le papier dans ce second bain ; il se colore tout entier, les colonies en plus foncé. On lave à l’eau et on met dans une solution de permanganate de potasse à pendant une demi-heure. La gelée de bleue est devenue violette, puis rose. On lave. On trempe dans une solution faible d’acide oxalique à 3 ou 5 p. 100. On lave. Les colonies tranchent en bleu sur le papier redevenu blanc.
1 Annuaire de Montsouris, 1886, p. 519.
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L’indigo est une couleur très fixe ; aussi, loin de se décolorer, ces feuilles se foncent-elles à la lumière.
On compte les colonies bleues et on les rapporte à la quantité d’eau employée.
4° Numération des colonies par la photographie. —
G. Roux a proposé d’enregistrer les colonies de la plaque de gélatine en appliquant celle-ci sur un papier sensible. La gélatine est répartie à la dose de 2 centimètres cubes dans de larges tubes à essai comme pour la méthode d’Esmarch. Après l’ensemencement, on couche les tubes horizontalement sur une planchette munie à ses deux extrémités d’encoches demi-circulaires. La gélatine est donc en plaque plane et non enroulée. Lorsque les colonies ont apparu, on glisse sous l’ensemble des tubes un papier sensible au ferrocyanure de potassium et on met le tout à la lumière (pas trop vive pour éviter la fusion de la gélatine). Lorsque le papier est gris bleu, on le retire brusquement on le lave à grande eau et on laisse sécher. Les plus petites colonies se détachent en blanc sur fond bleu. On répète cette opération tous les deux ou trois jours et on conserve tous ces documents datés.
| 3. — Analyse qualitative
L'analyse qualitative, avons-nous dit, est le but vers lequel doit tendre le bactériologiste chargé d’examiner une eau au point de vue microbien. 11 est plus important de savoir le nombre et le nom des espèces microbiennes contenues dans une eau que de calculer le nombre des individus non déterminés qui la souillent. Malheureusement, la classification des microbes, la détermination de l’espèce, se heurtent, comme nous l’avons développé dans YIntroduction (p. 7), à. des difficultés presque insurmontables. Si on réfléchit, en outre, que nombre de microbes ( B . tuberculeux, Gonocoque, etc.) , ne poussent pas sur les milieux orninajrement employés pour les analyses d’eau (sans parler des microbes invisibles page 851), que
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beaucoup de microbes pathogènes nous sont totalement inconnus, on se rend compte de la prudence avec laquelle doivent être rédigées les conclusions d’une analyse qualitative. Enfin, l’analyse qualitative, n’ayant pas de technique fixe, mais exigeant de celui qui l’entreprend une foule de connaissances non seulement en bactériologie pure, mais en physiologie, en chimie, en pathologie, etc., aura la valeur de celui qui l'a dirigée, bien différente en cela de l’analyse quantitative qui, suivant l’expression de Miquel, peut être faite par un bon garçon de laboratoire.
L’idéal de l’analyse qualitative serait l’énumération de toutes les espèces contenues dans un échantillon d’eau ; cette analyse qualitative générale suivrait donc forcément l’analyse quantitative qui aurait isolé les germes. On se contente en général de l’analyse qualitative spèciale, c’est-à-dire de rechercher si une eau contient tel microbe pathogène donné.
A) — Analyse qualitative générale
Une fois en possession des cultures pures des microbes d’une eau, on se servira, pour différencier les espèces, de tous les moyens qui sont à notre disposition et que nous avons étudiés au chapitre v : cultures successives, sur différents milieux, à différentes températures ; on fera l'examen macroscopique et microscopique, examen chimique des bouillons de culture, on inoculera aux animaux, on recherchera l’agglutinabilité, etc. Nous n’avons pas à revenir sur ces méthodes. Toutes ces constatations épuisées, comment pourra-t-on appliquer un nom à chaque espèce ? Existe-t-il des tables dichotomiques qui puissent guider le microbiologiste et le conduire au nom de l’espèce par éliminations successives ? Existe-t-il en un mot des ouvrages sur les flores microbiennes comparables à ceux qui traitent des flores végétales générales ? Peut-on déterminer les microbes d’une eau, comme les plantes d’une montagne ? Plusieurs auteurs ont <tenté la description des microbes des eaux et la création de tables dichotomiques ; ces
ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE L’EAU
publications rendront des services, à la condition expresse de se souvenir qu’elles n’ont rien d’absolu, que tous les caractères sur lesquels se basent leurs classifications sont trop variables pour que la détermination d’un microbe soit comparable à celle d une plante plus élevée ; le microbe est situé trop bas dans l’échelle des êtres pour être aussi facilement individualisé (voir Introduction). Nous renvoyons plus spécialement le lecteur aux ouvrages de Lustig *, Eisenberg 1 2, G. Roux pour la description des microbes habituels des eaux,
B) — Analyse qualitative spéciale
Le problème devient plus abordable lorsqu’on demande au bactériologiste si un échantillon d’eau contient telle espèce microbienne connue. La plupart des microbes pathogènes ont été rencontrés dans l’eau. Citons le Staphylococcus pyogenes aureus 3 4 (Ulmann), le Micrococcus cereus albus (Tils), le Micrococcus du clou de Biskra (Heydenreich), le Coccus B. de Fontin , le Bacillus anthracis 4 ( Poincaré ) , le Bacille du choléra des poules (Koch), le Bacillus murisepticus (Koch), le Bacillus pyocyaneas (Tils), le Bacille de la Tuberculose humaine (Guignard), etc.
Les vases et par conséquent les eaux boueuses contiennent presque toujours des microbes anaérobies extrêmement dangereux, tels que le Vibrion septique , le Bacille de Nicolaïer
1 Lusttg, Diagnostica dei Batteri delle acque, Torino, 1890.
2 Eisenberg, Bakteriologische Diagnostik (Hamburg und Leipzig, 1891).
3 Le Staphylocoque pyogène peut vivre pendant plusieurs mois dans l’eau distillée (J. Courmont). C’est d’ailleurs dans l’eau de la Seine que Pasteur avait découvert, en 1880, un coccus pyogène.
4 Les filaments ou les spores du B. anthracis peuvent vivre dans l’eau jusqu’à 181 jours (Durarry, Th. Paris, 1889). Karunski les a vus au contraire disparaître dans l’eau en trois à cinq jours, {hoc. cit ., 1889-90.) Consulter le travail de Straus et Dubarry : La vie des microbes pyogènes dans Veau (Archives de médecine expérimentale, 1889).
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(tétanos). G. Roux, S. Arloing, Lortet, etc., les ont constamment trouvés dans la vase des galeries de filtration de la Compagnie des eaux, de Lyon. Miquel les a rencontrés dans l’eau de la Seine et de la Marne, Lortet dans l’eau de la Mer Morte. Nous avons déjà indiqué la façon de rechercher ces microbes, (chapitre vi, page 187) : on emploie l’inoculation de la boue sous la peau du cobaye (0sr,20 par 100 grammes de poids vif environ). On laissera déposer ou on centrifugera l’eau pour avoir une concentration de ces microbes. On pourra aussi, mais avec plus de difficultés, employer les méthodes d’isolement des anaérobies que nous avons décrites au chapitre vi.
Nous avons laissé pour la fin la recherche des microbes pathogènes qui se trouvent le plus fréquemment dans l’eau, engendrant des épidémies dues incontestablement à l'ingestion d'eaux contaminées: fièvre typhoïde, choléra. Ces deux questions sont d’une importance capitale et sont loin d’être complètement résolues à l’heure actuelle.
§ 1, — Fièvre typhoïde. Recherche du Bacille d’Eberth et du Colibacille dans les eaux
Le rôle de l’eau dans la propagation de la fièvre typhoïde est trop solidement établi pour que nous fassions autre chose ici que rappeler ce principe. La fièvre typhoïde étant causée par un microbe des mieux connus, le Bacille d’Eberth (Eberth, Gaffky, Chantemesse et Widal), il semble très simple au premier abord de savoir si une eau est typhogène ; il suffirait pour se prononcer de constater l'absence ou la présence de ce microbe dans un échantillon de celle-ci. Il en était ainsi il y a 20 ans. Dès qu’une épidémie de fièvre typhoïde surgissait dans une ville, dans une maison, on recherchait l’eau de boisson consommée on analysait celle-ci : la culture y décelait souvent le Bacille d' Eberth (Brouardel, Thoinot, Chantemesse, etc.).
1° Parenté du Colibacille et du B. d’Eberth. — Mal-
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heureusement, les choses n’étaient pas aussi simples. Il existe, dans l'intestin de l’homme et de la plupart des animaux, et par conséquent dans toutes les eaux souillées de matières fécales, un bacille, très voisin du B. d’Eberth ; c’est le Colibacille, décrit par Escherich sous le nom de Bacillus coli communia (voir p. 825 j. Jusqu’en 1889, ce microbe était considéré comme un vulgaire saprophyte, hôte banal de l'intestin; on croyait aussi pouvoir le distinguer facilement du B. d'Eberth. Mais Rodet et G. Roux1 2 établissent à ce moment que les caractères distinctifs de ces deux microbes sont insuffisants ; que les cultures du B. d'Eberth, obtenues si fréquemment par l’ensemencement d’eaux suspectes, étaient toujours ou presque toujours des cultures de Colibacille. 11 ne faut pas oublier qu’à cette époque on distinguait le B. d'Eberth du Colibacille par les seuls caractères macroscopiques des colonies sur gélatine et surtout sur pomme de terre, caractères secondaires et variables qui ne pouvaient compenser les nombreux points de ressemblance des deux microbes.
Continuant leurs travaux, Rodet et G. Roux montrèrent que le B. d'Eberth ne se rencontrait presque jamais* dans l’eau (méthodes antérieures à 1889), qu’il périssait d’ailleurs rapidement, même dans du liquide de fosse d’aisances filtré -, qu’on ne le trouvait presque jamais (en 1889) dans les selles des typhiques. Ils montrèrent en outre que le Colibacille est non un saprophyte, mais bien un microbe pathogène (Laruelle, Tavel, Rodet, etc.). Leur conclusion fut que le B. d'Eberth n’était qu’une variété de Colibacille, variété moins résistante, ayant perdu une partie de ses propriétés, à la suite de la pénétration du Colibacille dans le corps des typhiques : le type du B. d'Eberth s’obtiendrait seulement en ensemençant le suc de la rate des typhiques. Sous des influences mystérieuses, le Coli-
1 Rodet et Roux, Soc. de Biologie et Soc. des sciences médicales de Lyon, 1889, 1890, etc. et Arch. de médecine expérimentale, 1892, p. 317.
2 Vallet, Le Bacillus coli dans ses rapports avec le Bacille d'Eberth, Th. Lyon, 1892. Horrocks, Frost, etc.
bacille deviendrait typhogène et se transformerait en B. d’Eberth.
Cette théorie a soulevé d’ardentes polémiques et a été l'occasion d’un grand nombre de publications apportant des arguments tantôt favorables, tantôt contraires. A partir de ce moment, la Colibacillose a été créée de toutes pièces ; le Colibacille s'est élevé du rang de vulgaire saprophyte à celui de bacille pathogène chargé de nombreux méfaits. A partir de ce moment, des caractères importants de différenciation ont été cherchés et découverts : fermentation de la lactose, coagulation du lait par le Colibacille (Chantemesse et Widal, Perdrix, Dubief), agglutination par le sérum des typhiques, etc.
Les expériences de Rodet et G. Roux étaient remarquables pour l'époque (1889) où elles ont été publiées. Les réserves faites par ces auteurs étaient, alors, justifiées. Botaniquement, ils avaient raison. Mais, au point de vue pathologique, à la suite des travaux précisément suscités par eux, le doute n’est plus actuellement permis. Le B. typhique, bien que très voisin du Colibacille, et ayant probablement une origine ancestrale commune, est actuellement adapté : c’est un microbe pathogène spécifique, qu’il faut séparer avec soin du Colibacille et des Paratyphiques. La tâche est souvent difficile, mais cela ne modifie pas les résultats qu’on est en droit d'en attendre. 11 y a une Ebertliose, produite uniquement par le B. d’Eberth et dont la fièvre typhoïde est le type ; il y a, à côté, une Colibacillose, causée par le Colibacille , hôte habituellement inoffensif de notre intestin et de celui des animaux, des infections à V aratyphiques, etc.
2° Signification de la présence du Colibacille dans l’eau.
— Que conclure de la grande difficulté, qui est trop certaine, d’isoler le B. d’Eberth des eaux typliogènes, surtout (et c’est le cas habituel) lorsqu’il y est mélangé avec du Colibacille, au point de vue spécial de l’analyse des eaux? Que répondre à l'hygiéniste qui demande si une eau doit être rejetée comme typhogène.
Trois cas peuvent se présenter : 1° l’eau ne contient ni Coli-
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bacilles ni Bacilles typhiques : elle est déclarée potable (à ce point de vue spécial) ; 2° l’eau contient des Bacilles typhiques avec (presque toujours) ou sans Colibacilles: elle est déclarée typhogène ; 3° l’eau ne contient pas (par les procédés habituels) de Bacilles typhiques , mais des Colibacilles. Ce cas est le plus embarrassant. Il faut impitoyablement rejeter comme dangereuse une eau contenant des Colibacilles en quantité notable : elle a été souillée de matières fécales, elle est plus que suspecte. Mais on ne rejettera pas d’emblée une eau parce qu’elle contiendra quelques individus reconnus comme des Colibacilles, car presque toutes les eaux (surtout en faisant porter la recherche sur de grandes quantités) peuvent en offrir des échantillons. Néanmoins, cette eau sera suspecte et à surveiller de très près ; si on continue à y rencontrer des Colibacilles, elle sera considérée comme dangereuse ou pouvant le devenir. Il faut être beaucoup plus sévère qu’on ne l’était il y a quelques années. Une eau contenant des Colibacilles exige au moins des réparations de conduite pour retrouver le point où elle se contamine de matières fécales (J. Courmont).
Vincent (1905) a beaucoup insisté sur la recherche quantitative du Colibacille dans les eaux. Le Colibacille abondant dénote toujours une eau infectée et correspond à des eaux proportionnellement riches en autres microbes. L’eau de Seine contient jusqu’à 60 Colibacilles par centimètre cube ; l’eau de l’Ourcq, 75 : l’eau de certains puits, 100 et plus. Dans les eaux pures, il faut ensemencer jusqu’à 180 et 200 centimètres cubes pour trouver du Colibacille.
Voici un tableau donnant des moyennes :
Nombre de colonies du B. eoli.
par c. c. d’eau, par litre d'eau.
et plus
Eau.
— Profondément souillée.
— Mauvaise, non potable.
— Suspecte, non potable.
— Médiocre. A surveiller.
— Assez bonne ou bonne.
— Pure.
On verra plus loin les méthodes de numération.
3° Caractères distinctifs du B. d Eberth et du Colibacille. — Avant de passer à la technique de la recherche de ces deux microbes (B. coli et B. d’Eberth ) dans les eaux, mettons en regard leurs principaux caractères distinctifs, considérés dans des cas types. On se reportera au chapitre xxvm pour les explications.
PROCÉDÉS
COLIBACILLE
BACILLE D'EBERTH
Forme.
Bâtonnets cylindriques très polymorphes.
Idem.
Spores.
Inconnues. Pseudo-spores.
Idem.
Cils.
Mobiles. Cils moins nombreux, plus difficiles à colorer.
Plus mobiles. Cils plus nombreux et plus faciles à colorer.
Gram.
Décoloré.
Idem.
Atrobiose.
Facultatif.
Idem.
T° maxima pour la culture.
Gélatine.
Pas liquéfiée. Colonies opaques, circulaires ou transparentes , dentelées , en glacier.
Pas liquéfiée. Colonies transparentes, dentelées, en glacier.
Gélatine touraillons.
Végétation très intense.
Végétation peu intense.
Gélatine lactosée tournesolée.
Colonies rouges.
Pas de virage.
Gélose lactosée tournesolée.
Colonies rouges.
Colonies bleues.
Gélose Endo.
Colonies rouges.
Colonies incolores.
Gélose au vert malachite.
Pas de développement.
Développement habituel.
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PROCÉDÉS
COLIBACILLE
1 BACILLE D’EBERTH
Pomme de terre.
Colonies épaisses, jaunâtres, ou minces et vernissées, presque invisibles.
Colonies minces, vernissées, presque invisibles.
Artichaut.
Culture abondante. Artichaut vert.
Culture invisible. Artichaut normal.
Bouillon lactosé et carbonate.
Gaz abondants.
Pas de gaz. .
Bouillon au neutralroth.
Vert, fluorescent.
Rouge.
Bouillon caféine.
Pas de développement.
Développement habituel.
Bouillon lactosé et tournesolé.
Rouge ; gaz .
Bleu ; pas de gaz.
Lait.
Coagule.
Ne coagule pas.
Indol.
Réaction positive.
Réaction habituellement négative.
Sérum antityphique.
Pas ou très peu agglutiné.
Agglutiné au moins après quelques générations artificielles.
Inoculations répétées au cobaye.
Sérum n’agglutinant pas ou agglutinant très peu le B. typhique.
Sérum agglutinant le B. typhique.
Inoculation simultanée de sérum antityphique.
Pas de préservation.
Préservation.
4° Procédés d'analyse qualitative (B. Eberth et surtout Colibacille). — On peut faire une analyse quantitative de l’eau et, prenant un à un les échantillons, essayer de les caractériser par la recherche deè caractères ci-dessus énoncés. Il vaut mieux s’adresser à des procédés qui rendent inutile la première opération d’isolement de tous les microbes d’une eau.
Les différents procédés (ils sont innombrables) reposent sur une des propriétés fondamentales du Colibacille et du B. d’ Eberth. Beaucoup sont mixtes.
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En principe, on ne recherche que le Colibacille ; les cultures obtenues on s’adressera à un des caractères décrits plus haut ? pour savoir si certaines contiennent du B. d’Eberth.
A. Procédés a l’acide phénique. — C’est Chantemesse et Widal qui ont découvert la résistance du Colibacille et du B. d'Eberth à l’acide phénique (1887).
a. Procédé de Chantemesse et de Widal. — On ajoute 4 à 5 gouttes d’une solution d’acide phénique à 1/20 par 10 centimètres cubes de gélatine ; on coule en tubes. On fait des cultures en boîtes
3 de Pétri ou en tubes d’Esmarch. L’acide phénique fait une sélection : la plupart des microbes autres que le B. cl'Eberth et le Colibacille ne végètent pas.
b. Procédé de Vincent (1890). Procédé de choix. — Vincent a combiné l’acide phénique et l’action de la .température (voir plus loin).
Voici la technique définitive de Vincent.
Si on a affaire à une eau très souillée, on a une série de ballons de bouillon contenant 10 centimètres cubes de bouillon et 5 gouttes d’une solution phéniquée à 5 p. 100. On ensemence ces ballons avec une goutte d’eau (comme pour l’analyse quantitative, page 406). On met à l’étuve à -j-42°. Les ballons qui se troublent en vingt-quatre heures contiennent (sauf rares exceptions) du Colibacille. La numération se fait au bout de vingtquatre heures ; on ne tient pas compte des ballons qui se troublent ensuite. On a le nombre des Colibacilles au centimètre cube par le nombre des ballons qui se sont troublés, un centimètre cube ayant été ensemencé en totalité (en général 60 à 80 gouttes par centimètre cube).
Si l'eau est peu souillée, on compte autrement. Il faut ensemencer de grandes quantités d’eau : 10, 50, 100, 150 centimètres cubes et jusqu’à un litre entier. Pour cela, on opère avec de grands ballons de 10, 50, 100, 150 centimètres cubes. On met 10, 50, 100, 150 centimètres cubes de l’eau à analyser. On a une solution mère concentrée de peptone, et une solution mère concentrée d’acide phénique. On ajoute à chaque ballon
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20 gouttes de la solution peptonée et 20 gouttes de la solution phéniquée par 10 centimètres cubes d’eau. On agite. On met à + 42°. On examine au bout de vingt-quatre heures ; les ballons troubles (à de rares exceptions) contiennent du Colibacille. On dit alors que l’eau contient du Colibacille à partir de 10, 50, 100, 150, 200 centimètres cubes, etc. En d’autres termes, il faut ensemencer jusqu’à 10, 50, 100, 150 centimètres cubes, etc., pour rencontrer du Colibacille.
Le procédé de Vincent est donc à la fois un procédé de recherche simple et un procédé de numération. 11 est excellent, commode, un peu moins sensible toutefois que les procédés au neutral-roth (p. 427).
On ferait les réactions spéciales au B. d’Eberth, si on le soupçonnait. En général, on s’en tient à la recherche du Colibacille.
G. Roux fait justement remarquer que le B. subtilis et le B. mesentericus vulgatus résistent bien à l’acide phénique et poussent à la température de -f- 42°. Mais il est impossible de les confondre avec le B. coli ou le B. d’Eberth, car ils poussent en voile épais à la surface. Il faut savoir aussi que le B. d’Eberth cultivé en bouillon phéniqué, est devenu à peu près immobile et très court.
c. Procédé de Péré (1891). — Péré se sert aussi de l’acide phénique ; mais au lieu d’ensemencer l’eau en petites, quantités dans un bouillon phéniqué, il transforme un certain volume de l’eau en un milieu nutritif et phéniqué. De cette façou le Colibacille et le B. d’Eberth ne peuvent échapper.
On met dans un matras stérilisé d’un litre : 150 centimètres cubes de bouillon peptoné, 6 à 700 centimètres cubes de l’eau à analyser, et 20 centimètres cubes d’une solution phéniquée à 5 p. 100. On répartit le tout dans 10 ballons stérilisés, et on porte ceux-ci à une température qui peut varier entre + 32° et -f- 36° à -f- 34° en moyenne. Le trouble ne se produira pas ou se produira d’autant plus rapidement que la pollution est plus forte (douze à trente heures). Dès que le trouble est évident, on prélève de la semence pour fertiliser du bouillon normal et du bouillon phéniqué. On fait ainsi trois passages en
bouillon phéniqué pour avoir le Colibacille à l’état de pureté, car les autres espèces périssent pendant ces passages.
d. Procédé de Parietti 1. — Se basant sur ce fait qu’une forte dose de semence de Bacille typhique peut triompher d’une solution phéniquée qui stérilise une petite quantité de culture, Parietti prépare des tubes de bouillon de 10 centimètres cubes dans lesquels il ajoute 3, 6 et 9 gouttes (chaque goutte équivalant à 1 /30e de centimètre cube) d’une solution préparée d’avance ainsi composée :
Acide phéniqué 5 grammes.
Acide chlorhydrique 4 —
Eau distillée 100 —
Ces tubes sont ensemencés par série avec une, deux, trois, etc., gouttes d’eau à analyser. Les eaux sans bacilles typhiques ne troublent au bout de quarante-huit heures que les bouillons renfermant peu d’acide phéniqué et beaucoup d’eau. Au contraire le Colibacille ou le B. d’Eberth amènent un trouble en vingt-quatre heures.
B. Procédé a la caféine. — Hoffmann et Ficker ont recommandé une méthode basée sur l’emploi de la caféine.
On verse dans un ballon 900 centimètres cubes d’eau à examiner -f 100 centimètres cubes d’une solution à 1/5 de nutrose -j- 25 centimètres cubes d’une solution de caféine à 1/5 -j- 10 centimètres cubes d’une solution fraîchement préparée de cristal-violet à 0,1 p. 100. On porte à + 37° pendant douze ou treize heures. Seul le B. d’Eberth pousserait. En tous cas, certains B. d’Eberth peuvent ne pas pousser.
C. Procédé par la température. — C’est le procédé de Rodet
1 Parietti, Méthode de recherche du bacille typhique dans les eaux potables, Rivista d’igiene, t. I, n° 11.
2 Rodet, Importance de la température dans la détermination du Bacille typhique, Soc. de Biologie, 29 juin, 1889.
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11 repose sur la possibilité de la végétation du B. d’Eberth et du Colibacille à + 45°, température à laquelle ne poussent pas la grande majorité des microbes des selles et des eaux. On ensemence largement, avec l’eau à analyser, quatre ou cinq ballons de bouillon qu’on place dans une étuve à -j- 44°, 5 ou + 45°. Au bout de quarante-huit heures, les ballons sont retirés et examinés.. S’ils sont tous restés limpides (on ne tient pas compte des moisissures qui végètent bien à cette température mais ne peuvent en imposer pour des cultures microbiennes), l'analyse est terminée, l’eau ne contenait ni Colibacille ni B. d’Eberth . Si les ballons sont troubles et que l’examen dénote des bacilles, on s’adresse à la série des procédés décrits pour la diagnose des deux microbes. Un ensemencement simultané sur gélatine phéniquée indique approximativement la richesse de l'eau en Colibacilles, s’ils existent. On améliorerait ce procédé en ensemençant une eau concentrée (centrifugation, filtration, etc.)
Eijkman (1904) propose d’ensemencer 1 centimètre cube d’eau dans JO centimètres cubes de bouillon glycosé et de mettre à l’étuve à -j- 46°. S’il y a du Colibacille en vingt-quatre heures, la fermentation du glucose se produit et se constate par le virage au rouge. Ce procédé est ingénieux bien qu’un peu simpliste.
Pour Petruschky etPuscH (1903) la teneur d’une eau en thermophiles va de pair avec sa richesse au B. coli .
D. Procédés par cultures sur gélatines ou géloses spéciales. — Nous avons indiqué (p. 101) la composition de la gélatine d’Elsner. Kemlinger et Schneider auraient isolé le B. dEbertli, huit fois sur trente-six échantillons, examinés par ce procédé.
Nous avons aussi donné la composition de la gélatine de Piorkowsky (p. 101).
On utilise ces gélatines, comme pour faire une analyse d’eau ordinaire. Ce sont de mauvais procédés.
E. Procédés utilisant les milieux colorés. — a. Nous connaissons la gélatine colorée de Nœggeralh (p. 102), sur laquelle le B. dEberth pousse violet-évêque. Sur gélose fuchsinée de Casser
(p. 102) les colonies du Colibacille ont une teinte rouge, voisine de celle des colonies du B. d’Eberth. Il y a encore la gélose lactosée et colorée à la rubine de Ramond (p. 103) qui se colore en rouge à la moindre trace d’acidité, c’est-à-dire donnant des colonies rouges de Colibacille.
Ces milieux ne sont plus employés. Ils n’ont aucun avantage sur le bouillon lactosé et tournesolé et ne servent, après tout, qu’à différencier des cultures déjà isolées. Il n’en est pas de même des procédés suivants .
b. Harrison (1909) recommande le milieu suivant :
Peptone de Witte 1 à 2 p. 400.
Taurocholate de isoudç o —
Esculine 1 —
Citrate de fer. 0,03 —
Eau 100 cent, cubes.
On peut ajouter 1,5 p. 100 d’agar pour avoir un milieu solide.
Le Colibacille fait fermenter l’esculine (sucre -f- esculétine) ; l’esculétine se combine au sel de fer pour donner un sel brun noirâtre. Le Colibacille noircit donc ce milieu (de même le B. lactis aerogenes). On met 10 centimètres cubes de ce milieu par 100 centimètres cubes d’eau. Culture à -f- 37°5 à 40°.
c. Procédé au Neutral-Roth. ( Procédé de choix). — Préconisé par Rothberger en 1898. Voici le procédé, modifié par Savage :
On fait bouillir 125 grammes de viande de bœuf dans 500 centimètres cubes d’eau, et on ramène à 500 centimètres cubes. On
filtre et on ajoute :
Peptone Dufresne 10 grammes.
Sel marin 10 —
Glucose 2s',50.
On fait bouillir. On laisse refroidir. On ajoute :
Sol. aq. de Neutral-Roth à 5 p. 100 ... 5 cent, cubes.
On stérilise à 115° pendant 30 minutes et on répartit en tubes.
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Le Colibacille fait virer le milieu en 24 heures (48 heures au plus) mx jaune canari avec fluorescence verte (bulles gazeuses) ; le B. d’Eberlh ne modifie pas le rouge.
Voici les conclusions de Savage (1901) : Le Colibacille seul donne toujours une réaction positive en vingt-quatre ou quarante-huit heures. Le B. d'Eberth seul donne toujours une réaction négative (sauf après soixante-douze heures). Les mélanges de ces deux microbes ne donnent pas toujours une réaction positive en quarante-huit heures. En somme : pour les cultures isolées, les résultats ne sont pas meilleurs que ceux du bouillon lactosé et tournesolé : pour les mélanges les résultats sont inférieurs.
Sicre, Vincent estiment que certains microbes ( B . 'pyocyanique, B. de Gartner, B. enteritidis, B. paratyphique B) et quelques bactéries banales des eaux donnent la même réaction que le Colibacille, et que, d’autre part, certains colibacilles sont presque sans action. Pour eux, le procédé est infidèle. Le B. Subtilis fait virer. Braun (1906) au contraire recommande vivement ce procédé (constant, rapide, sensible, spécifique).
Pour rechercher le Colibacille dans l’eau, on ensemence des tubes de bouillon avec 1/2, 1, 5, 10, 20 centimètres cubes de l’eau à analyser (6 à 20 centimètres cubes de bouillon). Nous employons couramment ce procédé, qui permet de constater la présence du Colibacille et d’en faire la numération approximative, suivant que tous les tubes virent, ou que seuls virent ceux qui ont été ensemencés avec 5, 10, 20 centimètres cubes d’eau.
11 faut bien rechercher la fluorescence et ne pas se contenter de la teinte verdâtre (fig. 180). Il se produit toujours des bulles gazeuses si on a affaire au Colibacille.
d. Procédé au NeuLral-roth combiné avec celui d’Eijkman (Procédé de choix). — Pour remédier à ces défaillances, Bulïr, Lacomme ont combiné la méthode au rouge neutre avec celle de Eijkman (solution peptonée glucosée), c’est-à-dire la recherche de la coloration verte et fluorescente et celle de la production des gaz (et de l’acidité). S’il y a : fluorescence
verte, (et acidité), on est en présence du Colibacille (Bulïr).
Voici la technique de Lacomme. Faire à chaud la solution de rouge neutre, filtrer, stériliser et conserver pour s’en servir à froid. Bouillon :
Eau 1 000
Peptone de Witte 100
Glucose . . . . , 100
NaCl 50
On répartit le bouillon en tubes de 15 centimètres cubes auxquels on ajoute, au moment de les employer, 12 gouttes (pipette à 1/20 centimètre cube) de la solution de rouge neutre.
Chacun de ces tubes (tube d’Eijkman), est destiné à recevoir 100 centimètres cubes d'eau. Ils sont mis à l’étuve à -{- 45° 46°. Il est facile de faire des dilutions de l’eau à analyser pour faire une numération avec ce seul modèle de tubes. La réaction est caractéristique en vingt-quatre heures (production de gaz, fluorescence verte) (fîg. 181).
Lacomme a montré que la réaction est sensible à la présence de 1 QQ(j de centimètre cube de culture de coli dans 100 centimètres cubes d'eau. La fluorescence du B. sublilis ne s’étend qu’à quelques millimètres de la surface. Les autres microbes étudiés ne donnent ni gaz ni fluorescence. Seuls les mélanges contenant du B. coli donnent les réactions. Lacomme n’a jamais constaté de défaillances : toute eau donnant à la fois la fluorescence et les gaz contenait du Colibacille. La méthode est rapide, sensible, spécifique.
F. Procédés utilisant la concentration. — Ces procédés reposent sur le principe qu’il faut soumettre à l’analyse de grandes qualités d’eau pour y déceler le B. d'Eberth. Déjà Péré (p. 424) avait ouvert la voie. Loir avait filtré l’eau à travers une bougie Ghamberland et ensemencé le résidu.
On peut s’adresser à la précipitation, à la centrifugation, à la filtration.
a. Procédé de Vallet (1901). — L’auteur concentre les mi-
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Fig. 180.
Recherche du colibacille dans l'eau par le procédé au neutralroth.
A, culture négative (ni trouble, ni modification de la coloration). — ,B, Culture trouble sans modification de la coloration (pas de colibacille). — C, Culture de 24 h. verte et fluorescente (Colibacille). — D et E, évolution ultérieure, culture jaune.
RECHERCHE DU RACILLE TYPHIQUE DANS LEAU 431 crobes de l’eau par le procédé suivant. 11 commence par obte-
Fig. 181. — Méthode de Lacomme (tubes d’Eijkman).
A, ni gaz, ni fluorescence verte : pas de colibacille. — B, gaz (c) et fluorescence verte : colibacille.
nir un précipité en ajoutant, par 20 centimètres cubes d’eau, 4 gouttes d’une solution saturée et stérilisée d’hyposulfite
432 ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE L’EAU
de soude et 4 gouttes d’une solution saturée et stérilisée d'azotate de plomb. Le précipité entraîne les microbes. On centrifuge. On décante. On redissout le dépôt en ajoutant goutte à goutte de la solution primitive d’hyposulfite de soude. Ces réactions n’ont aucune influence antiseptique. On répartit le liquide obtenu à raison de 2 à 4 gouttes dans des tubes contenant 10 centimètres cubes de gélatine d'Elsner modifiée par Grimbf.rt (p. 101), qu’on étale en boîtes de Pétri.
Le Colibacille pousse en trente-six heures, le B. d’Eberth en trois ou quatre jours. On distinguera les colonies parles procédés ordinaires.
Ce procédé n’a que l’avantage de la concentration. Le reste de la technique est banal et offre tous les inconvénients déjà connus.
b. Procédé de Federolf (1909). On précipite par le sulfate de fer. On ensemence 3 à 8 boîtes de Pétri (gélose) par litre d’eau avec 1/2 à 1 centimètre cube du précipité. On compte les colonies.
Dold (1910) recommande le procédé de Federolf avec emploi d’un bouillon aux acides biliaires, comme le meilleur et le plus rapide de tous les procédés.
c. Procédé de Bordas (1901). — Une bougie filtrante plonge dans le récipient d’eau à épuiser, la tétine en haut. Celle-ci est raccordée à une trompe à eau qui fait aspiration. Lorsque toute l’eau a été filtrée, on lave l’enduit de la bougie dans quelques centimètres cubes d’eau stérilisée, et on ensemence d’après une quelconque des méthodes connues.
En somme : ces procédés de concentration ne peuvent être que le prélude de l’emploi d’une méthode (quelconque. Ce sont de simples adjuvants, mais excellents.
Gr. Procédés utilisant le rajeunissement préalable. — Faire végéter d’abord les quelques individus de B. d'Eberth que peut contenir une eau, et n’opérer l’isolement qu'ensuite. Le but est le même qu’avec la concentration, mais est obtenu par une pullulation. On peut d’ailleurs combiner les deux procédés.
Procédés de Chantemesse (1901). — Chantemesse attribue l’échec des anciens procédés au fait que le B. d'Eberth, obligé, de s’adapter à un milieu défavorable (l’eau), mélangé à d’autres
microbes plus ou moins nocifs pour lui, est recherché avec ses caractères saprophytes. 11 conseille de lui rendre d'abord sa force, sa jeunesse et les caractères que nous lui connaissons. Ce n’est que le B. d’Eberth rajeuni qu’il faut tenter d’isoler. Voi<;i la technique.
Faire porter l’examen sur 6 litres d’eau. Ces 6 litres sont filtrés sur bougie Chamberland. On lave cette bougie dans 200 centimètres cubes d’eau stérilisée renfermant 3 p. 100 de peptone Dufresne. On met à l’étuve à -f- 37° dans un bocal à large goulot, fermé par un bouchon de caoutchouc, percé de quatre trous, par où pénètrent : 1° une petite bougie poreuse filtrante ; 2° un tube de verre, muni d’un tampon de ouate, plongeant jusqu'au fond du liquide, pour le barbotage continuel de l’air ; 3° un tube de verre pour aspiration ; 4° un tube de verre communiquant avec un vase rempli d’une peptone stérile à 3 p. 100. On fait constamment l’aspiration ; l’air rentre et barbote par le tube. On aspire, toutes les six ou douze heures, par le tube à travers la bougie, le liquide usé chargé des produits solubles, Le tube remplace à mesure la quantité de liquide enlevée. Lorsque la culture est bien développée, on la centrifuge, on abandonne le culot. Avec le liquide de décantation (où les B. d'Eberth très mobiles sont déjà isolés de beaucoup de microbes entraînés dans le culot), on ensemence le milieu de différenciation.
Ce dernier est formé d’eau peptonée à 3 p. 100, additionnée de 2 p. 100 de gélose et portée trois quarts d'heure à 120° à l’autoclave. Il doit être parfaitement neutre. Quelques minutes avant de l'utiliser, on lui ajoute l&r,05 d’acide phénique cristallisé par 1 000 grammes. Pour cela, on fond la gélose à + 46°. et on verse dans 50 grammes de celle-ci, 2CC,1 d’une solution d’acide phénique cristallisé à 1/40. La gélose est répartie en tubes (2 centimètres cubes par tube). On ensemence avec le fii de platine chargé de bouillon de décantation du centrifugeur : le même fil ensemence successivement quatre tubes (trempé trois fois pour douze tubes). Les tubes sont alors fondus à -f- 46° (bain-marie) ; on roule la gélose et on renverse le tube l’orifice en bas. La gélose vient sur le coton, mais il en reste
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une couche très mince sur les parois. On enlève le bouchon de ouate et le culot de gélose qui lui adhère. On le remplace par un bouchon de liège qui sort de la paraffine en fusion ; la gélose ne se desséchera pas. Mise à l’étuve à + 37°. De la seizième à la dix-septième heure toutes les colonies de Colibacilles sont sorties : on les pointe à l’encre et on reporte les tubes à l’étuve. De la dix-huitième à la vingt-quatrième heure, sortent des colonies petites et qui le resteront. On les examine à la loupe. Les unes ont un centre foncé avec périphérie jaunâtre, ce sont des microcoques. Les autres ont la périphérie translucide; ce sont les colonies de B. cVEberth.
On prélève une de ces dernières colonies (avec l’aiguille de platine ou le micro-diérète de Chantemesse) et on l’ensemence en bouillon lactosé et tournesolé qui doit rester bleu. On peut parfaire le diagnostic par l’agglutinabilité, avec les réserves faites page 220.
Cette méthode exige trois ou quatre jours. Elle est assez compliquée, mais a donné de bons résultats à l’auteur. Elle a été imitée par Drigalski et Conradi (1902).
L'auteur l’a simplifiée, en 1902. La première partie de la technique est remplacée par la suivante : On ajoute à un litre d'eau suspecte, préalablement filtrée à travers un papier filtre, 30 grammes de peptone Dufresne neutralisée ; on place le liquide à -|- 24° pendant vingt heures ; on filtre à nouveau s’il y’ a des grumeaux ; on additionne de sérum antityphique; on filtre ; on ensemence les grumeaux du filtre sur gélose phéniquée, lactosée et tournesolée, etc.
Cette technique est plus simple ; elle nécessite, par contre, l'emploi d’un sérum antityphique.
H. Procédé de la culture filtrante. — C’est le procédé de Cambier. Cambier (1901) a proposé la méthode décrite page 153. Le B. d'Eberth seul pourrait traverser la bougie (fig. 182) et l’ensemencement, dans l’intérieur de celle-ci, du produit de la filtration ou de la centrifugation d’une grande quantité d’eau, donnerait, à l’extérieur de la bougie une culture pure du B. d'Eberth , si celui-ci était présent. Biffi a vite montré que le
Colibacille passait aussi bien que le B. d'Eberth. 11 a proposé (méthode impossible- en raison du graud nombre de variétés de Colibacilles , de Paracolibacilles, etc.) d’introduire à l’intérieur de la bougie un sérum agglutinant pour les Colibacilles, ce qui les empêcherait de passer. Cambier a reconnu que le Colibacille passe à travers la bougie si on emploie le bouillon ; il a, alors, préconisé le milieu suivant, qui entraverait, au maximum, la culture des autres microbes et favoriserait celle du B. d'Eberth :
Solut. aqueuse à 3 p. 100 depeptone
Dufresne .... 1 000 ce.
— à 1 p. 100 de soude
caustique. . . . 80-120 cc.
— saturée à froid de
chlorure de sodium 80-120 cc.
Mélanger à froid après stérilisation préalable à -f 115°.
Lesieur a repris ces recherches en 1902 ; voici ses conclusions 1 : « Le B. d’Eberth traverse, toujours et rapidement les parois des petites bougies Chamberland F. Le Colibacille (môme eh milieu de Cambier) les traverse aussi le plus souvent, et presque dans le même temps. Cependant, quelques échantillons ne les traversent pas. Il n’est donc pas toujours possible de séparer, à coup sûr, l’une de l’autre ces deux espèces par la méthode de Cambier. »
Pour Vherry (1902) la culture de Colibacille traverse en vingt-quatre heures la bougie Berkefeld n° 8 et met six jours à traverser la bougie Chamberland F. C’est inexact.
I. Procédé utilisant le sérum agglutinant. — Nous avons déjà vu le sérum antityphique agglutinant être employé dans le procédé de Chantemesse (p. 43i).
1 Lesieur, Sur la valeur du procédé de Cambier. Journal de Physiologie et de Pathologie générale, juillet 1902.
Fig. 182.
Procédé de Cambier.
A,tubed’Esmarch.
B, bougie filtrante. — Z, liquide nutritif.
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Procédé de Vindelbandt (1902). — L’auteur utilise le sérum d’un lapin immunisé, à pouvoir agglutinant supérieur à 1 p. 10 000. On met à l’étuve (3-5 jours) des ballons de bouillon ensemencés avec une grande quantité d’eau suspecte (eau 1 centimètre cube, bouillon 10 centimètres cubes). La culture développée, on enlève le voile, puis on agglutine avec le sérum. On centrifuge, on recueille le culot qu’on ensemence sur gélatine ou gélose tournesolée en boîtes de Pétri. Ce sont en grande majorité des B. d’Eberth qui se développent, entraînés qu’ils Avaient été en flocons, grâcè au sérum agglutinant. Cette méthode nous paraît peu pratique, bien que très sensible ; elle décèle le B. d’Eberth dans 100 000 litres d’eau contaminée par une anse de platine de culture (Schepilewski) .
J. Résumé. — En somme, on recherchera surtout la présence et la quantité de Colibacilles dans une. eau suspecte. C'est là le fond de l’analyse qualitative , en vue de savoir si une eau est souillée de matières fécales et peut, par conséquent, à un moment donné, devenir typhogène, si les matières fécales proviennent d’un typhique. On répond donc : eau pure, si le Colibacille est absent ou en très petite quantité ; eau à surveiller, si le Colibacille est déjà en quantité notable ; eau impure à rejeter, si le Colibacille est très abondant (voir plus haut, les chiffres, p. 420). L'analyse se réduit donc presque toujours à la recherche du Colibacille , et toute la technique précédente est orientée en ce sens.
Cependant, on peut rechercher le B. d'Éberth, soit en analysant, avec tous les procédés décrits, les cultures obtenues par la simple recherche du Colibacille, soit en se servant des méthodes spéciales ci-dessus décrites. Mais, cette recherche est rarement faite. Elle se heurte à de grandes difficultés, et peut être fort longue. Elle est, en outre, presque toujours négative, le B. d’Éberth n’existant plus dans l’eau suspecte au moment où les fièvres typhoïdes sont diagnostiquées. Enfin, cette recherche est inutile, puisque toute eau contenant du Bacille d'Eberth contiêndra (sauf dans le cas, rare, de contamination par les seules urines) beaucoup de Colibacilles, et que la présence de ces der-
niers suffira à faire considérer l’eau comme non potable.
Si, toutefois, on veut absolument arriver à isoler le B. d'Éberth d’une eau, on se souviendra de la série des caractères distinctif que nous avons résumés page 421. On se souviendra surtout que seule Y agglutinabilité , par un sérum anti-typhique expérimental •* très agglutinant, constitue un critérium spécifique. Beaucoup de B. d'Eberthy isolés des eaux, ne sont pas, ou sont peu, agglutinables à leurs premières générations ; il faudra rechercher cette agglutinabilité à la dixième ou douzième génération en bouillon.
| 2. — Choléra asiatique. — Recherche
DU VIBRION DE KOCH DANS LES EAUX
Le rôle de l’eau dans la propagation du choléra est encore moins contestable, si c’est possible, que pour la fièvre typhoïde (KocH,NicATietRiETscH, etc.). Le V. cholérique de Koch est aujourd’hui bien connu et universellement admis comme l’agent du choléra ; il semble donc que sa recherche dans les eaux suspectes doive trancher la question de savoir si une eau est cholérigène ou non. Les premières analyses d’eau, faites par Koch (dans l’Inde) et par les auteurs français, avaient semblé donner ce résultat schématique. Malheureusement, avec les progrès de la bactériologie , la question s’est obscurcie ; elle a suivi une marche absolument parallèle à celle de la fièvre typhoïde, et nous allons nous trouver aux prises avec les mêmes hésitations que pour cette dernière affection. Il existe plusieurs variétés de Vibrions cholériques , et on a surtout trouvé, dans des eaux n'ayant jamais engendré le choléra, dans des selles d’individus bien portants ou d’animaux sains, des vibrions bien difficiles à distinguer des véritables vibrions de Koch ; il existe des Vibrions pseudo-cholériques comme il existe des bacilles pseudo-typhiques (Dunbar, Sanarelli, etc.). Il est aussi difficile, à l’heure actuelle, d’affirmer, dans une eau, la présence du V. cholérique que celle du B. d'Eberth.
A. Pour rechercher le Vibrion cholérique dans l’eau, on tentera d’abord l’isolement de* tous les vibrions qui ont avec lui de
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grandes analogies. Pour cela on emploiera les procédés suivants ;
a. Procédé de Schottelius. — On ajoute à une dose assez forte de l’eau à examiner deux volumes de jus de viande stérilisé et
Fig. 183.
F. cholérique. Aspect schématique des colonies sur plaques de gélatine. Divers types. Faible.grossissement.
on met le tout à l’étuve à + 38°. Au bout de douze heures, les vibrions forment à la surface une pellicule très visi'ble; à ce moment la culture est à peu près pure. On prélève de la semence pour faire des passages.
b. Procédé de Koch. — On ensemence la solution peptonée gélatinée (voir p. 98) et on prélève la pellicule formée au bout de douze heures. Il est bon d’ensemencer 150 centimètres cubes de l’eau suspecte.
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c. Cultures sur plaques cle gélatine (fig. 183). — On ensemence de la gélatine avec l'eau à analyser et on l’étale en tubes d’Esmarch ou en boîtes de Pétri (voir p. 155). Au bout de vingtquatre heures à+ 18° les colonies sont déjà visibles (petits points blanchâtres) et apparaissent à la loupe comme des petits disques granuleux (van Ermengem). Versle troisième jour, le centre de la colonie commence à se liquéfier en forme de cupule, au centre de laquelle est un noyau non liquéfié, bien net le quatrième jour. Les colonies qui ont cet aspect sont immédiatement examinées et repiquées.
L’analyse est terminée si ces différents procédés n'ont pas donné de cultures de vibrions. Sinon, il faut alors faire, avec les cultures pures obtenues, toute la série des réactions susceptibles de caractériser le vibrion cholérique.
d. Procédé de Chantemesse (1902). — C’est un procédé absolument identique à celui du même auteur pour la recherche du B. d'Eberth (p. 434). La seule différence consiste à employer du sérum anticholérique , et à ensemencer non plus sur gélose lactosée, phéniquée et tournesolée, mais simplement sur gélatine.
e. Procédé de Metchnikoff. — On utilise le gélo-pepto-sel. Mettre dans des flacons : 50 centimètres cubes d’une solution concentrée :
Eau 1 000 grammes.
Peptone Chapoteaut 40 —
Sel marin 40 —
Gélatine 80 —
Sol. de soude (alcalinité légère) ... Q. S.
et 150 centimètres cubes de l’eau à analyser. Porter à -f- 37°. Examiner au bout de huit à dix heures. S'il s’est formé un voile, l’examiner au microscope et purifier par deux ou trois passages sur gélo-pepto-sel ordinaire, ou sur gélose.
CHAPITRE XVI
ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE L’AIR
L’air contient beaucoup de microbes, mais est moins dangereux que l’eau comme propagateur des épidémies ; son analyse bactériologique a moins d’importance K
§ I. ' — Généralités
Résumons d’abord rapidement ce que l’on sait sur les microbes qui peuplent l’air. Énumérons les espèces qu’on en a isolées.
1° Découverte des microbes de l’atmosphère. — L’opinion, qui fait de l’air le réceptable de germes causant des épidémies, remonte à Hippocrate. Pendant la grande épidémie de choléra qui désola l’Europe en 1847-48, un grand nombre de médecins accusèrent l’air de propager la maladie. Pendant l’épidémie de 1853-54, Thompson et Osborne remarquaient qu’un flacon d’eau distillée placé dans une chambre de cholérique se peuplait de nombreux microbes. Mais il faut arriver à Pasteur 2, pour trouver les premières expériences probantes sur l’existence des germes de l’air ; c’était au cours de la mémorable campagne qu’il soutint contre les partisans de la génération spontanée.
1 Voir J. Courmont, Atmosphère , in Traité d’hygiène de Brouarrel et Mosny, t. I, 1905.
2 Pasteur, Mémoire sur les corpuscules organisés qui existent dans V atmosphère, 1861.
MICROBES DE L’ATMOSPHÈRE
La connaissance des germes de l’atmosphère a une grande importance en hygiène ; nous n’avons pas besoin de rappeler quelle a conduit aux découvertes de l’antisepsie et de l’asepsie en chirurgie.
2° Nombre et topographie des microbes de l’atmosphère. — Les microbes de l’atmosphère sont très nombreux ; il suffit de laisser débouchés, dans un laboratoire, des récipients à milieux de culture pour voir ceux-ci se peupler rapidement. Tous les liquides organiques se putréfient, s’ils ne sont pas stérilisés et mis à l’abri du contact de l’air.
Le nombre des germes d’un mètre cube d’air est excessivement variable. On peut dire, d’une façon générale, que les microbes sont d’autant plus nombreux qu’on analyse un air plus rapproché d’une agglomération civilisée. Miquel1 s’est attaché à cette question. Voici quelques-uns de ses chiffres :
Air de la rue de Rivoli. . . 5 500 microbes par mètre cube.
— du parc de Montsouris . 760
— de la mairie du IVe arron-
dissement 462
— du Panthéon (74 mètres). 28
Dès qu'on pénètre dans une maison, dans une salle d hôpital, le nombre des germes augmente dans la proportion de 1 à 8 ou à 12 ; dès qu’on s’élève dans l’atmosphère, le nombre diminue très rapidement. On peut même dire qu’à tout prendre une très petite partie de l’atmosphère, celle qui enveloppe immédiatement la surface peuplée de la terre, contient des microbes en proportion notable. Une cour de l’Hôtel-Dieude Lyon contenait 1 884 microbes et 833 moisissures par mètre cube par une température de 5° (Rossi) 2. Au contraire voici les chiffres provenant de lieux élevés et dus à de Freudenreich :
1 Miquel, Organismes vivants de V atmosphère, Paris, 1883 ; Annuaire de l'Observatoire de Montsouris, passim.
2 Rossi, Sur quelques numérations des bactéries de l'air dans les hôpitaux de Lyon, Th. Lyon, 1890.
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Nombre des bactéries dans 10 mètres cubes (10 000 litres):
Alpes bernoises (2 à 4 000 mètres). ....... 0
Col du Théodule (3 350 mètres) 3,3
Lac de Thoune (560 mètres) 8
Hôtel de Bellevue (560 mètres) 25
Glacier d’Aletsch (3 000 mètres) 10
L’air de la mer, loin des côtes, est aussi pur que celui des hauts sommets. De 1884 à 1886, Miquel et Moreau ont analysé 112 855 litres d’air marin, près ou loin des côtes, et n’ont trouvé que 102 microbes, soit 1 par mètre cube ; il n’y avait pas un seul microbe clans 9 980 litres filtrés en pleine mer. L’air est donc aseptique, dès qu’on s’éloigne des endroits habités. Gela est facile à comprendre, puisque les microbes tombent à terre, comme toute particule pesante, et que l’évaporation (même d’infusions putrides, Miquel) n’en entraîne aucun.
Il va sans dire que tous les chiffres précédents varient avec une foule de conditions. Les saisons ont une grosse influence. D’après Miquel, c’est en automne que l’atmosphère est le plus riche en germes (121 par mètre cube à Montsouris) et en hiver qu'il en est le plus dépourvu (51 par mètre cube). Les fortes chaleurs ensoleillées font beaucoup diminuer le nombre des germes de l’atmosphère. Le vent dissémine les germes : soufflant d’une région chaude et humide, très peuplée, il apporte beaucoup de germes. Miquel a calculé qu’une masse d'air qui traverserait Paris, à raison de 4 mètres par minute, entraînerait 40 milliards de microbes par jour.
Dans les appartements, Yagitation des poussières pollue l’air dans des proportions formidables. Miquel a vu que 1 gramme de poussière de son laboratoire contenait '750 000 germes, et 1 gramme de celle d’un appartement de la rue Monge : 2100 000. Le précepte est donc sage qui substitue le lavage au balayage.
3° Espèces microbiennes rencontrées dans l’air. — En
principe, toutes les espèces microbiennes peuvent se rencontrer dans l’air, puisqu'il suffit d’agiter les poussières du sol pour
ANALYSE QUANTITATIVE DES MICROBES DE l’AIR 443
infecter l’air ambiant. On trouvera dans l’ouvrage de Miqüel l’énumération des principales espèces rencontrées dans l’air : M. tetragenus, M. prodigiosus, Mycoderma aceti, B. subülis,
B. amylobacter , etc. On a trouvé, dans les salles d’hôpital, le Staphylocoque pyogène, le Streptocoque pyogène et autres microbes de la suppuration, le B. tuberculeux de Koch, le Vibrion septique, le Microbacterium agile, le Pneumocoque, etc.
Malgré la grande richesse de l’air en microbes plus ou moins dangereux, la propagation des maladies par l’air est beaucoup , moins à redouter que la propagation par l’eau, par les aliments, en raison des appareils protecteurs de nos voies respiratoires, et de la grande dilution des germes. Cependant Miquel a vu que les crues bactériennes, observées àMontsouris, coïncidaient avec un accroissement de la mortalité à Paris ou plutôt le précédaient ; de même, dans les pays chauds, le minimum de mortalité est en été, au moment où le nombre des germes diminue.
11 est vrai que cet accroissement microbien de l’air pourrait être parallèle à celui des maladies infectieuses sans en être la cause, les mêmes influences cosmiques agissant sur les microbes de Pair et sur ceux de l’organisme humain.
Le danger des poussières et par conséquent de l’air dépend de la résistance de chaque microbe à la dessiccation, à la lumière, etc. Le . B. tuberculeux résiste au moins cent cinquante jours (Cadéac et Malet), et probablement beaucoup plus, à la dessiccation dans les poussières.
| 2. — Analyse quantitative
Pasteur a eu le premier l'idée de faire développer, dans du bouillon, les microbes d’un volume d’air déterminé filtré à travers du coton. Miquel, dès 1887, a obtenu une numération en fractionnant le bouillon ensemencé, comme il l’avait, fait pour l’analyse quantitative de l’eau (page 407).
1° Méthode du fractionnement en bouillon. Procédé de Miquel. — On fait barboter un volume d’air connu à l’aide d’un
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aspirateur 1 dans une masse de bouillon contenue dans un ballon à trois tubulures (fig. 184). Le tube d’entrée de l’air plonge jusqu’au fond du bouillon ; le tube de ^sortie est
garni d’un tampon de ouate. L'opération terminée, on repousse le tampon de ouate dans le bouillon avec un fil de platine flambé. On agite le flacon et on
Fig. 184. répartit le bouillon en
Matras barboteur de Miquel. un nombre de petits bal-
lons assez grand pour qu’une bonne moitié ne se trouble pas On porte les ballons à l’étuve, on compte les ballons troubles, et on calcule d’après le nombre des litres d’air qui ont barboté.
1 On fera l’aspiration à l’aide d’une trompe quelconque (p. 29) ou avec deux flacons aspirateurs comme ceux représentés figure 185. La rapidité de l’écoulement est réglée par une pince de Bohême (c). Le volume d’eau écoulée étant connu, on saura le volume d’air aspiré. Lorsque le premier flacon (A) s’est vidé dans le flacon (B), on peut changer les flacons de position et noter simplement le nombre de changements des flacons opéré pendant un temps donné.
Fig. 185.
Dispositif pour l’aspiration de l’air.
Le premier aéroscope employé fut celui de Pouchet, en 1859. Le plus pratique est Vaéroscope à girouette de Miquel.
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2° Méthode du passage de l’air sur gélatine solide. —
Cette méthode s’emploie de deux façons différentes :
a. Procédé de Koch. — Koch (1881) a appliqué sa méthode de cultures sur plaques à l’analyse de l’air en faisant passer un courant d’air sur une plaque de gélatine.
b. Procédé de Hesse. — Hesse 1 a perfectionné cette méthode (1884). Son appareil consiste en un grand tube de verre ouvert aux deux bouts, long de 70 centimètres, large de 3cm,5. Une extrémité est fermée par un capuchon de caoutchouc bien tendu percé d’un trou rond de 1 centimètre de diamètre; l’autre est fermée par un bouchon de caoutchouc laissant passer un tube de verre muni de deux tampons de ouate. On introduit 50 centimètres cubes de gélatine fondue dans le tube et on stérilise à l’autoclave sous pression. Au refroidissement, on tourne le tube, d’après la méthode d’Esmarcli, pour enrouler la gélatine en couche mince sur tout le pourtour. On met alors le tube horizontalement sur un pied, et on adapte un aspirateur. 11 ne faut pas faire passer plus d’un litre d’air par trois minutes. L’expérience finie, on met le tube à -j- 22°, et on compte les colonies au bout de quelques jours.
Cet appareil est encombrant et la gélatine se dessèche vite.
c. Procédé de Miquel (1895). — Un vase conique, à deux tubulures et contient de la gélatine solidifiée. Une pointe de verre capillaire traverse la gélatine ; elle est enlevée au commencement de l’expérience. On aspire un volume d’air connu, qui traverse ainsi le petit tunnel de gélatine et y abandonne ses germes. On ferme alors avec un bouchon de liège flambé. On fond doucement la gélatine. On a ainsi une plaque, comme en boîte de Pétri.
3° Méthode de l’ ensemencement en gélatine fondue. —
Plusieurs procédés peuvent être utilisés :
1 Hesse, Ueber quantitative Bestimmung der in der Luft enthaltenen Mikroorganismen , Mitteilungen aus dem kaiserlichen Gesundheitsamle, II, p. 182.
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a. Procédé de Franhland. — Frankland1 fait passer un volume d’air connu à travers un tube de verre muni de deux bourres de soie de verre. Puis, chaque bourre est introduite dans un flacon contenant de la gélatine fondue ; on agite et on étale d’après la méthode d’Esmarch. La dissociation de la soie de verre est très difficile.
b. Procédé de Pétri. — Pétri2 filtre sur du sable blanc très fin. Dans un tube de verre de 9 centimètres de long sur lcm, 5 à lmc,8 de large, il dispose, au moyen de culots entoile métallique, deux amas de sable fin de 3 centimètres de longueur chacun. Les deux extrémités sont bouchées avec un tampon de ouate et l’appareil est stérilisé. Pour s’en servir, on enlève les deux tampons et on met en communication avec un aspirateur puissant. On mêle ensuite le sable à la gélatine fondue et on enroule celle-ci en tubes d’Esmarch. L’inconvénient de ce procédé réside surtout dans la résistance du sable au passage de l’air.
c. Procédés de Miquel cl de Salomonsen. — Miquel a remplacé le sable par des poudres solubles qui disparaissent dans la gélatine : sucre de canne ou sulfate de soude anhydre (déjà préconisé par A. Gautier).
d. Procédé de Straus et Würtz. — Straus3 préfère faire barboter l’air directement dans la gélatine fondue, comme Miquel dans le bouillon. L’appareil (fig. J 86) se compose d’un tube de verre (A), très renflé à sa partie médiane, destiné à recevoir la gélatine. Un second tube (B), de petit calibre et finement effilé, plonge dans le premier. Son renflement supérieur rodé (C) ferme hermétiquement le tube (A). Celui-ci porte latéralement une tubulure (D) munie d'un étranglement pour retenir les bourres de coton. On met un tampon d’ouate à l’extrémité supérieure du tube (B), en (E).
1 Frankland, The distribution of microor g anisms in air. Proceedings of tbe royal Society. London, 1886.
2 Pétri, Eine neue Méthode Bactérien und .Pilzsporen in der Luft nachzuweisen und zu zahlen, Zeitsch. für Hygiène, 1887 (Historique très complet de la question).
3 Straus, Sur un procédé perfectionné d'analyse bactériologique de l'air. Annales Pasteur, 1888.
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L'appareil stérilisé, on verse dans le tube (A) 10 centimètres cubes de gélatine et une goutte d’huile stérilisée (pour empêcher la gélatine de mousser pendant le barbotage) . Le tout est stérilisé à l’autoclave à -j- 115° pendant quinze minutes.
On relie alors (D) à un aspirateur et on enlève la bourre (F). On tient l’appareil à la main pendant toute l’opération pour maintenir la gélatine liquide. On peut faire passer 50 litres en un quart d’heure. Le passage terminé, on remet une bourre en (F), on souffle par (D) pour faire monter plusieurs fois la gélatine en (B). On enlève la bourre (F) et oh pousse avec un fil de platine stérilisé la bourre (G) dans la gélatine. On replace la bourre (F) et on agite.
On enroule la gélatine sur les parois du tube (A) d’après le procédé d’Esmarch.
4° Méthode du papier à la gelée de lichen. — Le courant d’air de l’aércscope est reçu sur une feuille de papier recouverte d’une gelée de lichen (voir p. 413).
A l’aide de ce procédé, Miquel est parvenu à enregistrer, pour les différentes heures du jour, les colonies microbiennes provenant d’un volume d’air déterminé. Le papier porte une graduation horaire et tourne par un mouvement de pendule. La gelée est ensuite regonflée dans une cloche pleine de vapeur d’eau, etc,, comme il a été dit page 413 à propos des procédés approximatifs d’analyse de l’eau.
§ 3. — Analyse qualitative
Nous pouvons répéter ici pour l’analyse qualitative de l’air tout ce que nous avons dit pour celle de l’eau. On se servira des
Fig. 186.
Appareil cle Slraus el Wurtz pour l’isolement des microbes de l'air.
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mêmes moyens de diagnose pour différencier les colonies isolées par l’analyse quantitative. On préférera alors la méthode de Frankland qui permet la filtration de grandes quantités d’air ; l'aspiration peut fonctionner pendant plusieurs jours. On enlève alors les bourres et on les jette dans des tubes d’eau stérilisée qu’on agite en les maintenant à 0°. Cette eau et la bourre seront ensemencées dans de la gélatine fondue qu’on étalera en tubes d’Esmarch ou en boîtes de Pétri.
Si on connaissait mieux les milieux nutritifs qui conviennent plus spécialement à chaque espèce microbienne, on obtiendrait d’emblée des cultures en faisant passer un courant d’air sur une série de milieux. Il faudrait rechercher ces milieux spéciaux. Quelques exemples sont encourageants. G. Roux, voulant isoler le Champignon du muguet dans l’air des hôpitaux, réussit à obtenir des cultures pures en faisant passer de grandes quantités d’air soit dans la solution acide de touraillon, soit sur de la carotte, du citron1. Chatin2 a isolé directement le Streptocoque pyogène en faisant barboter de l’air dans une décoction acide de touraillon à 5 p. 100, milieu proposé par G. Roux, en 1889.
A la campagne, malgré la présence dans le sol de microbes pathogènes très dangereux (B. tétanique , V. septique , etc.), on n’obtient, même avec 100 mètres cubes d’air, que des poussières non pathogènes. Les poussières des villes sont plus dangereuses.
1 Vellat, Thèse Lyon, 1892.
2 Chatin, Recherches des Streptocoques dans l'air atmosphérique , Th. Lyon 1893. On y trouve toute la bibliographie, à cette date, de la recherche des microbes de l'air.
CHAPITRE XVII
ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE LA TERRE
L'analyse bactériologique de la terre n’a pas une grande importance pratique, au moins pour le pathologiste ; aussi serons-nous bref à son sujet.
| 1. — Généralités
L’intérêt de la question réside dans la connaissance de la distribution des microbes dans le sol et de leur rôle au point de vue agricole.
1° Nombre et distribution des microbes du sol. — La
surface du sol est souillée d’un nombre considérable de microbes provenant des poussières, des matières fécales, des organismes en décomposition, etc. Ces microbes se développent, en outre, sur place, trouvant là un excellent terrain de culture. Leur abondance est donc toute naturelle surtout dans Yhumus. Citons quelques chiffres se rapportant à la couche superficielle.
Colline sablonneuse, aride, près de Turin (Mag-
GIORA) , . . , . 1 600
Sol voisin d’un égout à Paris (Duclaux) 64 000
Humus à Postdam (C. Frænkel) 100 000
Jardin de l’Institut agronomique de Leipzig, argile (Adametz) 500 000
Terre irriguée à l’eau d’égout (Miquel) 870 000
Boue des rues de Turin (Maggiora) 78 000 000
Le nombre des bactéries diminue très rapidement à mesure
ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DE LA TERRE
qu'on s'enfonce dans le sol, ainsi que Koch l’avait soutenu, dès 1881 ; à une certaine profondeur, les microbes font totalement défaut. Noussavons déjà (p. 391) que la nappe d'eau souterraine est privée de germes. 11 va sans dire que les microbes aérobies disparaissent les premiers tandis que les anaérobies peuvent se rencontrer à d’assez grandes profondeurs. L’épaisseur du sol nécessaire à la filtration parfaite est naturellement très variable suivant la nature du terrain, les fissures, etc. G. Frænkel1, dans ses magistrales recherches sur les microbes du sol, a remarqué que cette diminution ne se faisait pas progressivement, mais brusquement vers lm,50 environ ; à 3 ou 4 mètres de profondeur les aérobies ont disparu. G. Frænkel a vu que le B. anthracis ne se développe plus à 3 mètres de profondeur, tandis que le Vibrion cholérique vit à cette profondeur. Grancher et Deschamps ont constaté que le B. d'Eberth ne dépasse pas 40 à 50 centimètres. Voici une expérience de Reimers (1889) :
Terre de la surface d’un champ . . 2 564 800 par cent. cube.
— à 2 mètres de profondeur —
(argile) 23100
— à 3 mètres et demi (gravier). 6170
— à 4 mètres et demi (sable) . 1 580
— à 6 mètres (grès). ..... 0
2° Espèces microbiennes trouvées dans la terre. —
Pasteur, le premier, a isolé du sol des espèces définies : le Vibrion septique et le B. anthracis. Nicolaïer y a trouvé le Bacille du tétanos. Macé et bien d’autres ont rencontré le Colibacille et le JB. d'Eberth. Yersin a isolé du sol le Bacille de la peste. Nous dirons un mot dans un instant des microbes de la fermentation et de la nitrification. Le Vibrion butyrique (Mayenne); le Bacillus mycoïdes, un grand nombre de moisissures ont été isolés. D’ailleurs, on peut trouver dans le sol tous les microbes de l’air ou de l’eau.
3° Rôle des microbes du sol. — Les microbes pathogènes du sol sont les propagateurs d’un grand nombre de maladies
1 G. Frænkel, Untersuchunyen iiber das Vorkommen von Mikrooryanismen in verchiedenen Bodenschichten, Zeitsch. für Hygiene, 1887.
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infectieuses. Il suffit de rappeler l’existence des champs maudits de la Beauce où le charbon faisait, avant la vaccination, de si grands ravages dans les troupeaux qui y paissaient, grâce aux vers de terre qui apportaient à la surface les spores des cadavres charbonneux enfouis (Pasteur). On sait que presque tous les cas de tétanos compliquent des plaies souillées de terre. Pour Pettenkofer les oscillations de la nappe souterraine auraient une grande influence sur les épidémies : spécialement de choléra.
Le sol joue aussi un rôle important dans les épidémies de paludisme, de lièvre jaune, en favorisant l’éclosion des moustiques propagateurs des agents de ces maladies. Le dessèchement des marais fait disparaître le paludisme.
A côté du rôle pathogène des microbes du sol, nous devons signaler en quelques mots leur rôle botanique, Certains microbes saprophytes du sol offrent le plus haut intérêt, ce sont les agents nitrificateurs.
Le sol métamorphose les substances organiques ; l’eau, qui a filtré à travers une couche de terre, a perdu la majeure partie de son azote organique, de son ammoniaque pour se charger de nitrites et de nitrates. Ces nitrates fournissent l’azote à la plupart des végétaux qui l’assimilent ainsi. Dès 1887, Schloesing et Müntz, s’appuyant surtout sur le fait que cette transformation ne se produit pas si la terre du filtre a été stérilisée, supposèrent l’existence d’un ferment nitrificateur vivant, oxydant l’ammoniaque dans le sol. Winogradsky 1 a isolé et cultivé ces ferments. Le processus est double. Un petit coccus transforme d’abord l’ammoniaque en acide nitreux. Celui-ci est, à son tour, transformé en acide nitrique par une petite bactérie.
On voit le rôle immense joué par les microbes nitrificateurs dans la préparation du sol à la végétation des plantes. C’est déjà un microbe du sol, le Micrococcus ureæ de Pasteur, qui avait, au préalable, transformé l’urée en carbonate d’ammoniaque. Duclaux estime, en outre, que les microbes de la terre sont précieux
1 Winogradsky, Recherches sur les organismes de la nitrification, Annales de l’Institut Pasteur, 1890, etc.
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à la germination des graines par les diastases qu’ils fabriquent.
Quelques plantes (petits pois, luzerne), au lieu d’emprunter l’azote aux nitrates, le prennent directement à l’atmosphère, mais grâce à des nodosités des racines (Hellriegel et Wilfarth) dues à certains microbes (Laurent et Schloesing fils, Winogradskÿ) L
11 existe aussi des bactéries dénitrifiantes (Grimbert, Fremlin).
Certains microbes peuvent fixer V azote de l’ atmosphère (Freudenreich. Gerlach etVoGEL,1903) : le Clostridium pasteurianum, Y Azobacter chroococcum. Ce point est encore imparfaitement connu.'
Certains microbes peuvent nuire au contraire à l’agriculture. Le fumier laissé à l’air s’échauffe à -j- 80°, et, se couvre de vapeurs d’eau et d'ammoniaque que le vent emporte. Cet échauffement est dû au Bacillus subtilis. On augmenterait beaucoup la richesse des fumiers en azote en les stérilisant, par exemple en les arrosant avec un acide minéral.
La houille est le résultat de la transformation de forêts entières à l’aide de microbes.
Beijerinck (1904) a décrit 2 microbes capables d’assimiler l’acide carbonique à l’obscurité .
| 2. — Analyse quantitative
Elle se fera d’après tous les procédés que nous avons étudiés à propos de l’analyse de l’eau ou de l’air. Une masse donnée de terre sera distribuée dans du bouillon (fragmenté ensuite en petits ballons) ou dans de la gélatine liquide (étalée ensuite) ; on comptera les colonies qu’on reportera au volume de terre employé. Il va sans dire qu’il faudra opérer une dilution considérable et bien mélanger le tout pour pouvoir compter les germes de la couche superficielle du sol. La terre sera recueillie avec un instrument aseptique et débarrassée des pierres et autres corps étrangers. Pour avoir des échantillons de terre à différentes profondeurs, on fera creuser des tranchées ou on fera des forages. C. Frænkel recommande une sorte de sonde
1 Boullanger : Assimilation de l’azote libre par les microbes. Bulletin de l'Institut Pasteur, 1908.
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creusée à emporte-pièces. Cette sonde, en acier, porte à sa partie terminale un pas de vis qui aide à l’enfoncer : elle est fixée à un long manche. Au moment voulu on peut faire ouvrir une ouverture latérale de la sonde dans laquelle une ailette latérale amène un peu de terre. Le mouvement inverse referme la cavité et l’appareil est retiré. La sonde a été stérilisée au préalable.
Il faut avoir soin de mettre la terre puisée immédiatement en culture, ou de la conserver à 0°, absolument comme l’eau.
| 3. — Analyse qualitative
Outre les procédés habituels de diagnose et toutes les espèces isolées du sol, et sur lesquels nous n’avons pas à revenir puisqu’ils n’ont rien de particulier, signalons le moyen de mettre en relief certaines espèces spéciales. Pasteur a isolé le V. septique et le B. anthracis, et Nicolaïf.r le B. tétanique, du sol, par l’inoculation au cobaye. Pasteur lévigeait la terre pour enlever les particules grossières ; l’eau de lavage était décantée et laissée au repos. Le dépôt était chauffé quelques minutes à -{- 90°, pour tuer les espèces non sporifères, et inoculé sous la peau de cobayes qui mouraient de charbon ou de gangrène gazeuse. La même méthode permet d’isoler le Bacille de Nicolaïer.
Winogradsky a suivi une technique tout à fait spéciale pour isoler ses ferments nitrilîcateurs. Ceux-ci ne poussent pas sur gélatine, mais croissent abondamment et exercent leur action nitrifiante dans des milieux absolument privés de matières organiques où les autres microbes végètent difficilement. L’isolement s’obtient donc au moyen de liquides dépourvus de substances organiques tels que le suivant :
Sulfate d’ammoniaque 0,4
Sulfate de magnésie. . 0,05
Sulfate de potasse 0,1
Chlorure de calcium traces.
Carbonate de sodium . 0,6 à 0,9
Eau distillée 100,0
On se reportera au travail de Winogradsky ( loc . cit ., p. 451) pour les détails de fabrication de ce liquide qui se gélatinise en cinq ou six minutes, et s’emploie comme la gélatine ordinaire.
CHAPITRE XVIII
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1° Intérêt et indications. L’appréciation du lait peut être laite par l’examen de ses caractères physiques et chimiques et de leurs modifications. Mais si les renseignements fournis par ces moyens d'investigation sont suffisants pour connaître la quantité d’eau, de graisses, de sels, contenue dans le lait, ils ne donnent aucune indication sur sa pureté bactérienne, sur sa valeur hygiénique.
L’analyse bactériologique permet de déterminer la nature des altérations du lait liées aux souillures venues de l’extérieur ou à l’état de santé des animaux producteurs. Plus encore, en l’absence de toute modification le lait peut renfermer les agents de maladies transmissibles aux animaux ou même à l’homme que seules les méthodes de l’analyse bactériologique peuvent mettre en évidence.
L’examen du lait ne saurait être complet sans le contrôle bactériologique. Mais celui-ci ne peut pas être entrepris systématiquement en raison de l'abondance des germes saprophytes ; les recherches ne peuvent avoir pour but que de déterminer les germes pathogènes par des techniques appropriées à chacun d’eux.
2° Bactéries du lait. — Le lait, aseptique dans la mamelle saine d’un organisme sain est déjà souillé dans le canal du trayon, les germes sont encore plus nombreux dès que le lait est recueilli dans le milieu extérieur. L’air, les poussières, les téguments, les excréments de l’animal, les mains des trayeurs,
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les récipients,... apportent des germes qui •pullulent rapidement dans ce milieu favorable à leur développement par sa composition et sa température.
Le nombre des germes augmente très rapidement dans les heures qui suivent la traite. Alors que le lait renferme dès la traite 9.000 germes par centimètre cube (Freudenreich), on en compte, si la température est de 15°, 32.000 après une heure, 36.000 après deux heures, 40.000 après quatre heures, 60.000 après sept heures, 120.000 après neuf heures, 5.000.000 après vingtquatre heures. Lorsque les variations du nombre des bactéries sont suivies de très près dès le début de la traite, on constate dans les premières heures une diminution soüs l’influence du pouvoir bactéricide du lait (Koning, Bergey).
Les bactéries saprophytes du lait dont le développement détermine diverses modifications appartiennent au groupe des bacilles lactiques ( Bacterium lactis, Bacillus acidi ladici) ou déterminent une fermentation analogue ( Saccharomyces ladis , Saccharomyces acidi, Colibacille, Streptocoques, Staphylocoques) ; — d’aulres microbes sont les agents de la fermentation butyrique, ce sont des anaérobies qui vivent en symbiose avec les autres bactéries ( Clostridium butyricvm , Granulobacillus saccharobutyricus) ; — quelques .bactéries sont peptonisantes ( Bacillus subtilis, Colibacille, Tyrothrix )• ; — D’autres bactéries encore sont capables de déterminer des modifications d'un type déterminé [lait muqueux (Micrococcus ladis pituitosi ), lait filant ( Bacillus ladis viscosus) , lait à goût de savon (Bacillus laclis saponacie), lait huileux, lait amer] oli une coloration [lait bleu (. Bacillus cyanogenus ), lait rouge (Bacterium ladis erythrogenes), lait jaune (Bacillus synxanthus) .
Les germes pathogènes peuvent avoir pour origine des altérations de la mamelle ( tuberculose , agents des mammites ) ou être éliminés par un organisme malade à travers une mamelle saine ( tuberculose , fièvre de Malte, avortement épizootique,...), ou encore être apportés par des souillures du milieu extérieur, (fièvre typhoïde, diphtérie...)
3° Prélèvement, conservation des échantillons. — Le lait
456 ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE DU LAIT
destiné à l’examen bactériologique doit être recueilli aseptiquement de chaque trayon ; un prélèvement effectué sur l'ensemble de la traite peut encore être utilisé mais le diagnostic est plus difficile si les altérations sont discrètes et les germes peu nombreux. S’il s'agit d’examiner le lait d’un approvisionnement force sera de se contenter d’un prélèvement effectué sur un des récipients, mieux sur le mélange de plusieurs récipients.
Le lait prélevé aseptiquement, recueilli dans un récipient stérile, sera conservé dans un endroit frais s’il ne doit pas être examiné de suite (de préférence dans la glace ou au frigorifique).
Pour l’envoi dans un laboratoire le lait peut être additionné d’acide borique dont la présence est sans influence sur le résultat des inoculations à pratiquer ultérieurement.
Lorsqu’il existe des altérations limitées, nettement localisées de la mamelle il est préférable d’examiner le parenchyme de l’organe au lieu de procéder à l’examen du lait. On a recours dans ce cas au harponnage du parenchyme, l’instrument entraîne un petit fragment de tissu qui peut servir aux diverses épreuves diagnostiques.
4U Procédés de l'analyse. — a. Examen direct. Peut renseigner sur la présence des germes lorsque ceux-ci sont particulièrement abondants (diverses mammites aiguës) . 11 doit être fait après coloration par les méthodes usuelles et par la méthode de Gram.
b. Centrifugation. — Lorsque cet examen est négatif il est avantageux de recourir à la centrifugation qui rassemble à la partie inférieure du tube un dépôt formé de toutes les impuretés au milieu desquelles il est possible d’identifier les formes microbiennes. La centrifugation est indispensable lorsqu’il s’agit de découvrir le bacille tuberculeux, ou les agents des mammites chroniques.
c. Sédimentation. — A défaut de centrifuge on peut se contenter d’abandonner le lait quelques heures dans un verre à réactif et de prélever avec une pipette effilée la partie du liquide qui s’est rassemblée dans le fond du vase.
PROCÉDÉS DE L’ANALYSE
d. Inoculation. — L’examen bactérioscopique n’est pas toujours suffisant pour mettre en évidence les microbes lorsqu’ils sont trop rares (Bac. tuberculeux, Bac. de V avortement épizootique,) ou pour identifier ceux dont la morphologie et même l’affinité pour des procédés de coloration spéciaux ne sont pas des éléments suffisants du diagnostic Bac. tuberculeux et Bac. acidorésistants saprophytes .
e. Séro-diagnostic. — La présence du microbe peut être particulièrement difficile à déceler par les méthodes ordinaires alors qu’elle se traduit par l’apparition de propriétés spécifiques du lacto-sérum dont la constatation est particulièrement facile (séro-lacto-diagnostic de la mélitococcie).
f. Pouvoir réducteur. — L’analyse sans chercher à reconnaître et à déterminer les germes pathogènes peut se proposer plus simplement de déterminer la pureté et la fraîcheur du lait. Le lait qui est trait depuis longtemps,, souillé par un très grand nombre de germes saprophytes, peut être dangereux : à coup sur, il ne saurait être recommandé comme un produit hygiénique.
L’épreuve consiste à apprécier le pouvoir réducteur du lait, d’autant plus considérable que le nombre des germes est plus grand. Il suffit d’ajouter à 10-20 centimètres cubes de laitquelques gouttes (5) d’une solution de bleu de méthylène (à 1 p. 4.000), de mettre à l’étuve ou au bain-marie à 38-40 degrés et de noter le temps nécessaire à la décoloration. Le lait qui se décolore en moins d’une heure n’est pas pur et frais.
Chacun de ces procédés doit être mis en œuvre suivant les circonstances et le but particulier de la recherche ; la complexité de l’analyse ne permet pas d'instituer une méthode générale d’examen.
MtCROB. DES MAL. INFECT. DES ANIM.
ET DES PRÉPARATIONS DE VIANDES
Le contrôle du laboratoire est indispensable pour assurer, dans des conditons rigoureusement scientifiques, l’inspection des viandes. Comme toujours, la clinique doit tenir la plus grande place dans les préoccupations de l’inspecteur et le plus souvent une observation sagace secondée par l’expérience permet de résoudre bien des difficultés, mais, dans nombre de cas, la seule appréciation des caractères objectifs est insuffisante, force est de recourir aux méthodes du diagnostic expérimental. Encore faut-il choisir, parmi ces méthodes, celles qui sont simples, susceptibles de fournir des indications à brève échéance. Ce sont des procédés de diagnostic et non des techniques de recherches qu’il faut pouvoir suivre dans ce laboratoire qui ne doit être qu’une annexe de l’inspection clinique, mais une annexe indispensable. Toute inspection faite dans des conditions différentes est forcément incomplète.
Des recherches élémentaires de chimie, des constatations relatives aux parasites, des analyses bactériologiques sont nécessaires pour découvrir et pour justifier bien des motifs de saisie.
1° Utilité et nécessité, indications de l’analyse bactériologique. — Un grand nombre d’états pathologiques se traduisant à l’abatage par des lésions banales ou non univoques ne peuvent être reconnus dans leur nature que par l’examen bactériologique : c’est le cas du charbon bactéridien, du rouget. Il est évident que, dans bien des cas, les altérations justifient la saisie.
INDICATIONS DE L’ANALYSE BACTÉRIOLOGIQUE
mais le retrait de la consommation est une indication insuffisante lorsqu’il s’agit de maladies directement transmissibles à l’homme, comme le charbon bactéridien, ou pour lesquelles le diagnostic peut avoir une portée prophylactique (rouget) .
Plus souvent encore, des maladies, dont la constatation entraîne la saisie de la viande (rouget) ne se traduisent que par des lésions insignifiantes et, seule, la mise en évidence de l’agent spécifique de l’affection assure le diagnostic.
Dans bien des cas, la recherche des bacilles acido résistants est nécessaire pour renseigner sur la nature d’une lésion isolée de tuberculose. La recherche des bacilles morveux et leur mise en évidence par l’examen direct est, dans un certain nombre de cas, un moyen simple, pour reconnaître la nature des tubercules du poumon du cheval ; pour quelques expérimentateurs, ce serait le meilleur procédé de diagnostic.
L’analyse bactériologique permet encore de reconnaître et de déterminer les germes dont la viande a été souillée au cours de sa préparation et dont la pullulation aboutit à la putréfaction ; quelques-uns d’entre eux sont particulièrement dangereux (. Bacillus proteus ) ; de déceler les microbes qui souillent accidentellement la viande pendant et après sa préparation (bactéries chromogènes [viande bleue, rouge, etc.] ou phosphorescentes, bacilles typhiques et paratyphiques) ou même pendant sa conservation ( Bacillus botulinus des salaisons, moisissures des viandes réfrigérées).
Ce sont là les conditions particulières oùr le plus souvent l’analyse bactériologique vient confirmer, compléter ou orienter le diagnostic clinique. Mais la recherche des bactéries est particulièrement importante pour l'inspection de la viande provenant des animaux abattus d’urgence, ses résultats constituent, en effet, dans le plus grand nombre de cas, les seuls éléments d’appréciation. Souvent, la viande des animaux sacrifiés, au cours des maladies s’accompagnant de septicémie, ne présente aucune modification. Et pourtant, très souvent, des viandes de cette origine provoquent, chez les consommateurs, de graves infections. Les agents de la maladie qui a nécessité l’abatage d’urgence ou certains germes banaux qui ont franchi la paroi
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intestinale à la faveur de la maladie peuvent être la cause de diverses infections de l’homme. Le seul moyen d’éviter les redoutables dangers de ces viandes est dans leur analyse bactériologique.
Dans tous les cas où les viandes des animaux abattus d'urgence ou celles fournies par des animaux reconnus atteints de péritonite, de métrite, de suppurations étendues, etc., etc., ne présentent aucune modification apparente et suffisante pour juger de la salubrité, leur analyse bactériologique est indispensable.
2<> Flore bactérienne normale du tissu musculaire. —
L’analyse bactériologique en dehors de la détermination toujours relativement facile des agents spécifiques comme la bactéridie ou le bacille du rouget ne peut être entreprise que si l’expérimentateur est renseigné sur la flore bactérienne du tissu musculaire des animaux sains.
Les opinions divergentes émises à ce sujet, basées pourtant sur des constatations expérimentales, démontrent que si la viande des animaux sains contient des germes, elle est loin d’en contenir dans tous les cas. Une solution définitive, confirmée depuis par de nombreux expérimentateurs, a été apportée par Conradi. On peut admettre comme base des recherches à entreprendre sur la bactériologie des viandes que, dans une proportion variable avec les espèces, les régions, le moment de la récolte, la viande des animaux sains, bien préparée et bien conservée, renferme des germes aérobies et anaérobies en proportion variable. Conradi a trouvé des bactéries dans plus de 30 p. 100 des échantillons de tissu musculaire qu’il a examinés.
3° Prélèvement et envoi des échantillons. — L’analyse bactériologique des produits suspects, lorsqu'il s’agit de préciser un diagnostic différentiel, portera sur les organes qui conviennent le mieux pour la recherche : le sang, la rate, les reins, les ganglions lymphatiques, lorsqu'il s’agit du charbon ou du rouget ou les lésions spécifiques elles mêmes : tuberculose, morve, actinomycose.
RECHERCHE ET DETERMINATION DES GERMES
Pour les animaux abattus d’urgence, la recherche des agents H septicémiques ou des bactéries paratyphiques sera faite dans les J organes : foie, rate, reins, pointe du cœur et dans le tissu mus- | culaire; quelquefois l’examen du tissu musculaire est seul posi. sible (viandes examinées sur les marchés). Dans tous les cas, l’examen du tissu musculaire doit être pratiqué, les germes des | viscères pouvant ne pas avoir envahi les muscles.
On prélèvera soit immédiatement après l’abatage, soit vingt- « • quatre heures plus tard, pour attendre son enrichissement bac- 1 térien, un fragment de muscle dans une région de troisième | catégorie : avant-bras, jambe, cou pour ne pas déprécier l’ani- * mal ; mais les masses musculaires plus volumineuses du demi- ■ membraneux, du demi-tendineux et des anconés conviendraient beaucoup mieux.
Autant que possible, le fragment musculaire d’une dizaine de centimètres sur toutes ses dimensions est prélevé avec un instrument stérilisé, après une longue cautérisation superfi- J cielle.
Si les recherches ne peuvent pas être entreprises sur place, les échantillons sont envoyés au laboratoire dans du son, de la B sciure*, dans une boite en fer blanc après immersion dans la S glycérine ou enveloppés dans un linge imbibé d’alcool.
4° Recherche et détermination des germes. — Les recher- | ches et la détermination des germes sont entreprises par les procédés ordinaires de l’examen direct après coloration, des cultures, des inoculations lorsqu’il s’agit des agents spécifiques, bien caractérisés et faciles à mettre en évidence (charbon, rouget, tuberculose, morve, etc.)
Pour le tissu musculaire des animaux abattus d’urgence on doit, tout d’abord, pratiquer l’examen direct, celui-ci renseigne sur la présence des germes, sur leur abondance, quelquefois - sur leur nature.
L’examen direct doit toujours être complété par les cultures. Celles-ci sont faites soit en portant directement des parcelles de tissu musculaire sur la gélatine ou sur la gélose, mieux encore parce que les microbes sont rares, en provoquant l’enri-
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chissement avant la culture. Il suffît, pour cela de mettre le fragment de muscle à l’étuve quelques heures après l’avoir stérilise très complètement à l’extérieur (bain d’huile, action du sublimé) ou encore de porter quelques parcelles du muscle dans du bouillon et d’utiliser cette première culture pour les recherches ultérieures.
Les ensemencements sont faits sur gélose ou sur les milieux spéciaux aux bactéries paratyphiques, en milieux aérobies et anaérobies.
Les viandes peuvent être considérées comme devant être retirées de la consommation : toutes les fois que le développement est abondant, surtout si ce sont des germes pathogènes ; toutes les fois que le tissu musculaire renferme des bactéries paratyphiques, quel que soit leur nombre en raison de leur nocuité quasi constante.
Il est possible de compléter les indications fournies par les procédés indiqués par l’ingestion des produits suspects, crus et cuits, à des souris et de déterminer la nature des microbes si ces animaux viennent à succomber. La méthode est incertaine parce que les viandes saines et bien conservées peuvent être nocives pour les souris ; elle est insuffisante parce qu’il est prématuré de conclure de la nocuité ou de l’innocuité pour la souris à la nocuité ou à l’innocuité pour l’homme.
On a préconisé comme procédé de diagnostic l’action agglutinante de la sérosité extraite des muscles suspects (myo-agglutination) vis-à-vis des microbes les plus souvent incriminés dans les infections alimentaires. Cette méthode ingénieuse n'a pas encore reçu la consécration de la pratique.
En raison des difficultés de la recherche et de la détermination, l’analyse bactériologique des viandes est encore confinée à quelques laboratoires spécialisés, les règles d’une inspection rigoureuse et pratique restent à déterminer.
PAR L’EMPLOI DES CULTURES MICROBIENNES
Les dommages occasionnés par les rats n'ont pas été* évalués en France, mais les statistiques publiées par les autres pays, le Danemark et l’Angleterre notamment, établissent que lors des grandes invasions les pertes peuvent atteindre plusieurs centaines de millions de francs.
Le problème de la destruction des rats n’en est pas moins important du point de vue hygiénique. La peste peut être considérée comme une maladie du rat transmissible à l’homme, et le rat parait jouer un rôle considérable dans l’étiologie de la trichinose du porc, à tel point qu’on a pensé pouvoir instituer une méthode de prophylaxie de cette infestation parasitaire basée sur la dératisation.
Bien des moyens sont utilisés : les pièges, les appâts toxiques, les gaz asphyxiants. On préconise beaucoup actuellement l’emploi des cultures microbiennes.
1° Choix du microbe. — Le choix du microbe et l’application de la méthode présentent toujours de grandes difficultés en raison de ce fait que les bactéries ne sont rarement pathogènes que pour une espèce, si bien qu’en voulant infecter une espèce nuisible on risque trop souvent de contaminer les animaux domestiques et même quelquefois l’homme.
Dès la découverte de l’agent de la septicémie des souris ( Bacillus typhi murium) Lôffler pensa qu’il serait possible d'utiliser ses propriétés pathogènes pour créer des épizooties parmi les petits rongeurs des champs. Une expérience entreprise dans le domaine agricole, contre une invasion de campagnols, donna les plus brillants résultats. Par la suite, la méthode eut ses partisans et ses détracteurs, les résultats obtenus étant très variables suivant les circonstances. Il restait à trouver un germe plus régulièrement pathogène pour les rats et les souris, inofïensif pour toutes les autres espèces animales et l’homme. Bien des expérimentateurs ont abordé
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ce problème et semblent avoir abouti à isoler les bactéries qui,, pour n’être pas tout à fait identiques, ont entre elles de grandes analogies.
Le virus de Danysz, le bacille d’Issatschenko et le Ratinbazillus de Neumann, pour ne citer que les principaux, sont des bactéries paratyphiques pour la plupart difficiles à distinguer du Bacillus enterilidis Gartner. Bien d’autres expérimentateurs ont fait connaître des bactéries raticides : Wieneb, Schilling, Tartakowsky, Dumbar, et bien des produits biologiques ont été livrés au commerce depuis le virus de Danysz , en France, et les « ratin I et II en Allemagne comme par exemple la rattoline, la morratine, le raticide, la mort aux rats ( Rattentod ), la peste des rats (Rattenpest) .
2° Caractères des virus utilisés. — Les cultures le plus souvent utilisées (virus Danysz, Ratin) renferment un microbe ovoïde ne prenant pats le Gram, à coloration bipolaire, mobile, se cultivant facilement sans liquéfier la gélatine et sans coaguler le lait ; il est pathogène par ingestion. Les caractères morphologiques, biologiques et sérologiques permettent de l’identifier avec le Bacillus enteritidis Gartner. Ce microbe est le prototype d’un groupe dont les représentants ont été incriminés dans un grand nombre d’infections alimentaires 1 chez l’homme et qui sont pathogènes pour quelques animaux domestiques. En fait, des accidents ont été observés chez des personnes qui avaient manipulé les cultures raticides (Shibayama) ; des veaux et des porcelets qui avaient ingéré des aliments souillés du même virus ont succombé (Krickendt). En admettant même que toutes les souches microbiennes utilisées ne soient pas identiques à Bacillus enterilidis Gartner et que quelques-unes ne soient pas pathogènes pour les animaux domestiques (Bahr. Raebiger et Grosso), les faits montrent que les produits délivrés ne doivent être utilisés qu’avec circonspection.
3° Résultats. — Au laboratoire, tous ces microbes sont pathogènes pour les souris et pour les rats (Mus decumanus , rattus, alexandrinus, arvicola, etc.) ; après quelques jours d’incubation, il se développe une maladie, plus ou moins rapidement mortelle, qui devient contagieuse pour les animaux réceptifs de la même espèce.
En réalité, dans la pratique, les résultats sont moins satisfaisants. Les statistiques les plus favorables enregistrent une mortalité de 70 à 80 p. 100. Souvent on signale 50 p. 100 d’insuccès; quelquefois même la mortalité ne dépasse pas 10 ou 20 p. 100. 11 arrive que certains virus mis en vente sont tout à fait inactifs..
Il est bon de remarquer pourtant que les espèces des champs se
* Voir chap. xix : Les agents des infections et des intoxications ALIMENTAIRES.
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montrent beaucoup plus sensibles que les autres ; l’expérience poursuivie en France pendant l’année 1904 a été probante à cet égard.
Il semble encore que l’instabilité du virus et que les variations de la résistance des animaux suivant les régions ne permettent pas d’espérer des résultats satisfaisants dans les campagnes poursuivies systématiquement sur toute l’étendue d’un territoire. Les pays infestés par les rats susceptibles de transmettre la peste ont dû renoncer aux procédés biologiques devant l’incertitude des résultats.
4° Conditions d’utilisation. — Le virus utilisé ne doit pas être seul incriminé pour expliquer les insuccès ; de mauvaises conditions d’application peuvent fausser l’appréciation de la valeur des produits.
Les cultures doivent être récemment préparées, utilisées immédiatement pour éviter les souillures capables d’entraver le développement des germes ou de masquer leurs effets. L’émulsion pathogène, constituée par le bouillon ayant servi à la culture ou préparée au moment de l’emploi avec des corps microbiens mis en suspension dans de l’eau physiologique ou du lait stérile et refroidi, sert à imbiber de petits morceaux de pain, de hachis de viande, etc... Ces appâts sont disposés dans les endroits infestés.
La dératisation donne les meilleurs résultats si elle est entreprise au printemps ou en automne et en hiver, lorsque les petits rongeurs affamés se laissent tenter par une proie nouvelle. 11 faut que les aliments soient déposés par un temps sec pour que les germes ne soient pas entraînés par la pluie, mais à l’abri du soleil pour qu’ils ne soient pas détruits par la dessiccation. Si les résultats ne sont pas satisfaisants d’emblée, on renouvelle l’épreuve après une quinzaine de jours, puis, par la suite, tous les trois mois. C’est pour ces interventions sucessives que certains laboratoires préparent un second virus (ratin II) plus pathogène que le premier (ratin I).
On conçoit combien il est difficile dans les conditions d’une expérience réalisée dans les champs, sur toute l’étendue d’un département, d’une région ou même d’un pays, que toutes ces conditions se trouvent réalisées. Combien d’appâts perdus, souillés, desséchés ou dilués avant d’être ingérés, et autant de résultats discordants, contradictoires, surtout si quelques communes se refusent à appliquer la mesure préconisée ou si encore il reste dans les champs quelque précieuse réserve de graines.
On ne doit pas méconnaître, lors de la distribution du virus aux intéressés, de sa répartition dans les régions envahies, les précautions et les règles élémentaires d’hygiène qui mettront à l’abri, d’une contamination toujours à redouter, l’homme et les animaux domestiques. En particulier il ne faudra pas donner aux porcelets les aliments souillés par le virus qui n’auraient pas été utilisés.
DIAGNOSTIC, PRONOSTIC, THÉRAPEUTIQUE BACTÉRIOLOGIQUES
Cette Deuxième Partie comprend l’étude des principaux Microbes pathogènes des animaux. Le cadre de cet ouvrage nous oblige à éliminer tous les microbes saprophytes et tous ceux qui ne sont pathogènes que pour l’homme1.
Nous examinerons rapidement les principaux caractères des microbes pathogènes pour les animaux, afin d’insister davantage sur les points qui concernent la pratique journalière : diagnostic, pronostic, thérapeutique bactériologiques.
La Bactériologie a pour but suprême l’élaboration de méthodes nouvelles pour reconnaître et traiter les maladies infectieuses.
Résultant de la connaissance même des causes pathogènes, ces méthodes auront sur les procédés cliniques, c’est-à-dire d’observation pure, d’incomparables avantages ; elles seront d'une rigueur presque absolue. A peine âgée d’un quart de siècle, la Bactériologie nous enseigne déjà à faire le diagnostic et parfois même le pronostic de la plupart des infections.
1° Diagnostic. — Plusieurs méthodes de diagnostic sont à la disposition du bactériologiste :
1° La plus simple consiste à constater la présence d’un microbe déterminé dans les produits pathologiques. Exemple : la
1 Voir J. Courmont. Précis de Bactériologie , Doin, 1911.
recherche du Bacille de la tuberculose dans les expectorations, le pus, le lait ; du Bacille du rouget dans le rein du porc, etc. Elle n’est applicable qu’à des cas spéciaux. 11 faut que le microbe puisse être suffisamment caractérisé dans une simple préparation microscopique.
Cela est rare même pour le bacille tuberculeux; la découverte des bacilles acido-résistants a démontré l’insuffisance de l’examen microscopique (voir p. 550).
2° On cherche à cultiver le microbe, lorsqu'il est trop rare pour être vu directement, ou mélangé à d’autres bactéries, ou trop peu caractéristique pour être reconnu avec certitude autrement qu’en cultures. Exemple : la culture sur pomme de terre du jetage ou du pus recueilli sur des chevaux suspects de morve ; la culture des produits provenant des animaux suspects de charbon bactéridien.
3° On inocule à un animal réceptif les produits pathologiques contenant des microbes en trop petit nombre ou difficiles à voir ou à cultiver. Exemple : on inocule au cobaye les produits supposés tuberculeux, morveux, etc. L’organisme animal sert de réactif.
Les méthodes précédentes sont parfois infidèles, lorsqu’elles dominent des résultats négatifs ; des microbes peuvent échapper à l’observation, à la culture et même à l’inoculation.
Les autres méthodes sont basées non plus sur la recherche du microbe, mais bien sur la mise en évidence d’une réaction provoquée par le microbe dans l’organisme infecté ; elles peuvent permettre des diagnostics rétrospectifs, c’est-à-dire après la disparition du microbe causal ; elles n’exigent pas la possesion de produits pathologiques directs.
4° On injecte au malade des substances solubles fabriquées par le microbe de l'infection supposée, et on observe les effets obtenus. L’organisme réagit s’il a été infecté par ce microbe (emploi de la tuberculine, de la malléine).
5° On fait agir les humeurs du malade sur le microbe de l'infection supposée. Les microbes sont immobilisés, réunis en amas (agglutination) si le diagnostic est exact. Exemple : le sérum des chevaux morveux agglutine le bacille de la morve.
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6° On peut faire agir le sérum des animaux infectés sur les produits solubles élaborés par le microbe (précipitation de la malléine, des cultures filtrées du bacille tuberculeux par le sérum des animaux morveux ou tuberculeux).
On se servira de l’une de ces méthodes, suivant les cas.
Avant de donner les indications nécessaires pour faire le diagnostic spécial de chaque infection, lorsque ce diagnostic bactériologique est possible et utile en pratique, insistons sur quelques principes généraux.
En pathologie infectieuse, le diagnostic étiologique est indispensable, le diagnostic symptomatique n'en est que la préface. Ces deux diagnostics se confondent pour certaines affections spécifiques : tuberculose, morve, charbon, etc. ; ils sont absolument distincts dans beaucoup de cas. Dire qu’un malade a une pleurésie, un abcès, une mammite, c’est indiquer seulement le point sur lequel doit être tenté le diagnostic bactériologique, c’est-à-dire étiologique, le diagnostic qui impose le pronostic, la prophylaxie et le traitement. Il suffit de rappeler pour montrer l’intérêt de la recherche des causes exactes d’une maladie les conséquences différentes d’un diagnostic de mammite suivant que cette inflammation est sous la dépendance du bacille de la tuberculose, des agents ordinaires de la suppuration ou du streptocoque particulier à ce parenchyme.
L’efficacité des méthodes préventives repose sur l'exactitude du diagnostic (différenciation du charbon bactéridien et du charbon symptomatique, du rouget et des autres maladies du porc).
Lorsqu’on soupçonnera la nature d’une infection, on se reportera directement à la méthode de choix que nous indiquons plus loin pour la recherche de chaque microbe pathogène. Si on est en présence d’une maladie indéterminée, on mettra simultanément en œuvre toutes les méthodes bactériologiques. On examinera directement au microscope les humeurs, le sang, les sérosités, à l’aide des procédés connus de coloration. On cultivera, sur différents milieux, à Vair ou dans le vide, à des températures diverses. On tentera de reproduire la maladie sur des
sujets naturellement sensibles, on inoculera à plusieurs espèces animales, par différentes voies. On se reportera au chapitre xi pour la récolte des produits pathologiques et les causes d’erreur à éviter.
On aura en outre toujours à l’esprit les préceptes suivants : 1° le sançi destiné à être cultivé doit être ensemencé , en grande abondance , dans une grande quantité de liquide nutritif, car les microbes sont en général très rares dans le sang ; 2° on doit multiplier les ensemencements du sang et les faire à une période aussi rapprochée que possible du début d'une maladie aigüe, car certains microbes ne font que passer dans le torrent circulatoire ; 3° les ensemencements de sérosités (liquides de pleurésies, d'ascite) doivent également être faits abondamment, ou avec des liquides concentrés par centrifugation.
2° Pronostic. — Le pronostic global dépend de trop de facteurs pour pouvoir être exigé du bactériologiste. Cependant certaines associations microbiennes, la virulence du microbe examiné, les oscillations du pouvoir agglutinant donneront quelquefois des indications précieuses.
3° Traitement. — Dès son aurore, la Bactériologie, non contente de découvrir les agents pathogènes, a porté ses efforts vers la recherche du traitement des maladies virulentes.
A. Préventif. — Nous avons parlé de la vaccination, de l’immunisation artificielle au chapitre xm.
La vaccination jennérienne, la vaccination contre la péripneumonie, la clavelisation étaient découvertes avant l’avènement de la bactériologie. Depuis on vaccine contre le choléra des poules, le charbon bactéridien, le rouget, la rage et dans la voie ouverte par Pasteur on a découvert des méthodes de vaccination contre le charbon symptomatique. Les injections préventives de sérum contre le tétanos, reposent déjà sur un autre principe qui est précisément celui de la sérothérapie.
On associe de plus en plus les sérums et les vaccins pour conférer rapidement aux animaux une immunité durable (séro-
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vaccination contre la peste bovine, le rouget, le charbon symptomatique, la clavelée, la rage.
B. Curatif. — Les méthodes bactériologiques curatives, celles qui s’adressent à la maladie déclarée, peuvent se grouper sous trois dénominations : bactério thérapie, toxinothérapie, sérothérapie.
a. La bactério thérapie utilise l'antagonisme de certains microbes. On cherche à guérir la maladie existante par l'inoculation du microbe antagoniste, qui produira une seconde maladie bénigne par elle-même et curatrice de la première. Elle a pris naissance en Italie. Cantani pulvérisait des cultures de Bacteriam termo dans les voies respiratoires des phtisiques cavitaires. Cliniquement et expérimentalement, les résultats ont été négatifs. On a cherché à utiliser l’antagonisme du B. anthracis et du B. pyocyanique (Charrin, etc.), la levure de bière a été préconisée contre la pneumonie du cheval. Ôn a voulu modifier des tumeurs malignes par des inoculations de Streptocoque de l’érysipèle (Koch et Petruchsky, etc.). La bactériothérapie n’a pas encore fait ses preuves.
b. La toxinothérapie n’utilise que les toxines microbiennes.
Le traitement de la tuberculose par la tuberculine de Koch
(voir p. 502) fut la tentative la plus retentissante de la toxinothérapie.
Dans la thérapeutique des maladies animales les résultats pratiques obtenus sont encore contestés.
c. La sérothérapie a une portée bien plus grande ; elle est une des plus importantes conquêtes de la Bactériologie. C’est la seule méthode de traitement rationnel du rouget, du charbon symptomatique.
B. TUBERCULEUX DES MAMMIFÈRES
Sa découverte par Koch, publiée le 24 mai 1882, est une des plus belles de la bactériologie. Le B. tuberculeux a des caractères spéciaux de coloration ; il végète lentement et difficilement, pendant les premières générations ; encore lui faut-il des milieux spéciaux 1. 1
Le B. tuberculeux est considéré comme un Streptothrix ; Metchnikoff le dénomme Scier othrix Kochii.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Il est fort difficile, non impossible, d’obtenir des cultures directes avec les lésions tuberculeuses natu-
1 R. Koch, Die Aetiologie der Tuberkulose. Mitteilungen aus dem kaiserlichen Gesundheitsamte, II, 1884.
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relies. On utilisera le procédé primitif d’isolement de Koch, qui consiste à les inoculer à un cobaye, sous la peau de la cuisse, et à se servir du caséum des ganglions inguinaux ou cruraux comme semence. 11 ne faut pas attendre trop longtemps pour recueillir cette dernière. Lorsqu’on laisse le cobaye succomber à l’évolution de la tuberculose, les ganglions, très caséeux, contiennent peu de bacilles de Koch, et des bacilles peu vivaces. Il est préférable de sacrifier le cobaye trois semaines après l’inoculation ; les ganglions, du côté inoculé, renferment des bacilles très aptes à la culture. Le caséum sera recueilli aseptiquement, bien délayé dans de l'eau stérilisée, et ensemencé par stries avec l’aiguille de platine sur 10 ou 12 tubes de sérum solidifié glycériné (4 p. 100). On écorchera légèrement la surface du sérum. Il faut ensemencer plusieurs tubes, car la plupart resteront stériles. Les premières colonies, assez maigres, n’apparaîtront que vers le douzième jour. Les cultures ultérieures, acclimatées aux milieux artificiels, seront beaucoup plus rapides et plus abondantes.
On peut aussi broyer directement des tubercules et les ensemencer, mais avec moins de chances de succès. Bezançon et Griffon (voir p. 474) oi^t obtenu des cultures directes, avec des sérosités tuberculeuses, en employant la gélose sanglante.
Pour isoler le B. de Koch des poussières, du lait, etc., l’inoculation au cobaye est le procédé de choix.
2° Caractères généraux des cultures. — Le B. de Koch ne pousse que sur certains milieux, à moins d’acclimatement spécial. Aérobie. T° eugénésique = 38°. Limite de température = 30° à 41°. S. Arloing l’a portée jusqu’à -f- 46°, graduellement, dans les cultures en bouillon.
P. Courmont a obtenu des cultures homogènes en bouillon à -j- 24°.
3Ü Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. — Vers le douzième jour, apparaissent |de petites colonies blanches, rondes, sèches, écailleuses. Elles grandissent, deviennent sail-
LE BACILLE TUBERCULEUX DE KOCH
1 antes, mais conservent toujours l’aspect sec, écailleux, montagneux. Après un acclimatement de quelques générations, les , colonies peuvent devenir confluentes, formant une membrane rugueuse, comparable à une carte de géographie en relief. La végétation s’arrête vers la quatrième ou cinquième semaine.
B. Gélose glycérinèe. — Ce milieu, préconisé parNocARD et Roux, est excellent mais ne convient pas aux cultures d’isolement. Le glucose ou le lévulose peuvent remplacer la glycérine, il n’en est pas de même du saccharose (Massol et Breton).
L’aspect général et la marche sont très analogues à ceux des cultures sur sérum : même aspect écailleux, sec, mamelonné (fig. 1 15,5 et 187). La confluence en nappe s’obtient plus vite. Les colonies prennent aussi fréquemment, à la longue, l’aspect gras des cultures de B. aviaire.
Les cultures homogènes en bouillon glycériné (voir p. 478), repiquées sur gélose glycérinée, donnent également un enduit blanc, crémeux, ou des colonies de même aspect, mais isolées, qui ne reprennent qu’à la longue, et non toujours, le caractère du B. des mammifères (S. Arloing, P. Courmont).
Fig. 187.
B. tuberculeux. Culture d’un mois sur gélose glycérinée.
C. Gélose sanglante (voir p. 107). — Les colonies ont l’aspect de mamelons grenus ou de masses plissées de couleur brun chocolat.
D. Jaune d’oeuf gélosé. — Bezançon et Griffon (1903) ont recommandé ce milieu comme très favorable.
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E. Pomme de terre. — Très belles cultures, avec les mêmes caractères que ci-dessus, envahissant toute la pomme de terre
Fig. 188.
B. tuberculeux. Culture d’un mois sur pomme de terre glycérinée.
Fig. 189.
B. tuberculeux. Cultures chromogènes sur pommes de terre (Nicolas).
A, culture verruqueuse rouge brun. — B, culture verruqueuse jaune. — C, culture grasse jaune.
(fig. 188). On ensemence un cube de pomme de terre, dans un tube de Roux, chargé d’eau ou de bouillon glycérinés (5 p. 100),
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qui ont humecté la pomme de terre, et dont l’excès occupe le fond du tube (fig. 188) . Les colonies apparaissent assez rapidement sur pomme de terre (vers le 6e ou le 8e jour). Le liquide est fréquemment recouvert d’un voile qui est une culture pure de bacilles. La culture sur pomme de terre est un excellent procédé pour entretenir des cultures vivaces et virulentes.
Les cultures sur pomme de terre prennent parfois de belles teintes jaune d’or ou rouge brun (fig. 189). Le pigment paraît se développer surtout lorsque des cultures du type aviaire, suffisamment développées à -f- 38°, sont retirées et laissées à + 15°, à l’abri de la lumière (Nicolas, P. Courmont). L’aptitude chromogène considérée comme un caractère du bac. tuberculeux humain (Arpad) peut se manifester avec le bacille bovin.
Calmette et Guérin (1908) ont préconisé la pomme de terre immergée au préalable (trois heures à + 75°) dans de la bile glycérinée à 5 p. 100. La bile est au préalable stérilisée à. -f- 120° et abandonnée au repos pendant trois semaines.
Le B. bovin pousse bien sur la bile de bœuf, les B. humains et aviaires poussent difficilement sur la bile de bœuf, tandis qu’ils poussent bien sur la bile de l’homme ou de la poule.
F. Fote, Rate. — - A. et L. Lumière (1906) ont utilisé le foie et la* rate du bœuf ou du veau. On lave à l’eau distillée, on porte trois quarts d’heure à l'autoclave dans des cristallisoirs (rétraction). On découpe en morceaux, on immerge pendant une heure dans de l’eau glycérinée neutre à 6 p. 100, et on met dans des tubes à pomme de terre. On stérilise un quart d'heure à l’autoclave. La végétation est manifeste dès la trente-sixième heure.
4° Cultures en milieux liquides. — On avait d’abord cru que le B. de Koch ne poussait pas en milieux liquides. Il y végète très bien, dès qu’il s’y est acclimaté.
A. Cultures en voile. — a. Le meilleur milieu est le bouillon glycérine (voir p. 83) ou mieux glucosé-glycériné. On ensemencera en prélevant une parcelle de culture solide, ou mieux de
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la pellicule qui recouvre l’eau glycérinée des tubes de pomme de terre, et en la faisant flotter à la surface du bouillon.
La culture pousse en voile épais, sec, plissé, recouvrant toute la surface, et rappelant l’aspect des cultures solides (fig. 190). Plus rarement le
voile
est gras. 11 s’étend en
général, et remonte le long des parois du ballon. 11 finit par tomber, en fragments, dans le fond. Le bouillon reste clair.
Les parcelles ensemencées ne s’élargissent d’une façon appréciable que vers le 15e jour.
P. Courmont, pour commencer des cultures en voile, préconise les cultures sur radeau.
On remplit au 1 /4 des tubes d'Esmarch avec du bouillon glycériné, sur lequel flotte un rectangle de liège perçé de trous. Le tube est maintenu incliné. On ensemence en plaçant une parcelle de culture en voile sur le radeau de liège.
La culture se fait sur le liège.
On peut la manier, en prélever des échantillons sans la faire tomber au fond du liquide.
On peut aussi, avec une pipette, aspirer le bouillon usé et le remplacer par du bouillon neuf, etc.
c. Milieux au j aune d'œuf (Dorset, Capaldi, Lubenau). — Laver l’œuf dans de l’eau savonneuse chaude dont on se débarrasse par l’alcool qu'on fait flamber. On perfore la coquille avec une pointe stérilisée et on recueille le jaune. On met 5 à 6 jaunes dans 100 centimètres cubes de bouillon, tout à fait neutre, addi-
Fig. 190.
B. tuberculeux. Culture d’un mois en bouillon glycériné.
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tionné de 3 p. 100 de glycérine. Agiter. Répartir en tubes que l’on porte à 90° pendant trois jours, chaque fois deux à trois heures dans l’appareil à sérum. Les cultures sont plus précoces et moins sèches.
d. Milieu minéral. — Le développement du bac, tuberculeux peut être obtenu dans un milieu minéral glycériné (Phosphate de potasse, Citrate de magnésie, Mannite, Sulfate d’ammoniaque, Glycérine. (Proskauer et Beck, Tiffenau et Marie Frouin).
B. Cultures homogènes. — On admettait que le B. de Koch ne pouvait pousser qu’en voile sur milieu liquide, lorsqu'en 1898, S. Arloing obtint des cultures homogènes. Il partit pour cela de cultures d’origine humaine, entretenues depuis longtemps sur pomme de terre, ayant l’aspect gras du type aviaire, qui furent progressivement accoutumées à vivre en bouillon glycériné. Pour les entretenir au début à l’état homogène, il faut agiter journellement les matras afin de détruire les grumeaux en formation. Si l’on cesse cette agitation, les cultures reprennent rapidement le type en voile (voir p. 476).
Après des réensemencements successifs, au bout de plusieurs mois, la culture homogène, d’abord délicate, finit par pousser facilement; un trouble manifeste s’accuse en quelques jours : le développement est de plus en plus rapide, parfois appréciable le deuxième jour, donnant un aspect semblable à une culture jeune de B. d’Eberth (ondes soyeuses à l’agitation) ; plus tard, les cultures épaississent ; diluées alors avec de l’eau salée, elles forment une émulsion laiteuse (S. Arloing et P. Courmont). Les cultures homogènes s’acclimatent tellement au milieu liquide quelles peuvent pousser en bouillon non glycériné.
Examinées, au microscope, sans coloration, elles montrent des bacilles isolés ou réunis en très petits amas. Chaque bacille est un peu plus fin et plus court qu’un B. d'Eberth ; il est, soit rectiligne, soit contourné, soit ramifié en Y. (Voir : Coloration, Mobilité, Agglutinabilité , p. 480, 485, 486.)
Tous les échantillons de bacille ne se prêtent pas également
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aux cultures homogènes ; les uns demandent seulement quelques semaines, d’autres plusieurs années d'adaptation. P. Courmont est arrivé à cultiver homogènes trois autres bacilles humains que le premier bacille A (d’ÂRLOiNü) et deux bacilles aviaires.
Fig. 491.
B. tuberculeux. Préparation d'une culture homogène âgée de quinze jours, colorée au Zielh-Hauser, avec recoloration du fond en bleu. Les vieux bacilles sont rouges : les jeunes sont bleus.
Les cultures homogènes, bien que très éloignées du type en voile, comme on vient de le voir, et bien que très atténuées par les manipulations quelles ont subies, sont encore pathogènes. Ainsi, l'inoculation intra-veineuse au lapin donne la mort avec type Yersin plus ou moins accusé suivant la dose ; l'inoculation intra-péritonéale au lapin tuberculise l’épiploon et les ganglions périgastriques (Arloing) ; l’inoculation intrapleurale au chien donne les divers types de pleurésie tuberculeuse (P. Courmont) ;
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Fig. 192.
B. tuberculeux. Préparation de la même culture que celle de la figure 191, à Page de 7 semaines.
dans les coupes, les expectorations (fig. 137 et 201) ou les cultures.
Il faut cependant bien savoir que les jeunes bacilles des cultures en sont plus ou moins privés. Si on examine une culture récente, surtout homogène en bouillon, un très grand nombre de bacilles ne résistent pas à la décoloration par les acides ; la préparation se compose alors des quelques bacilles
Tinoculation intra-mammaire donne au cobaye une mammite tuberculeuse (Nattan-Larrier) .
B) Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Nous avons déjà insisté (p. 259 et 272) sur les caractères de coloration du B. de Koch. Ils sont les mêmes
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de la semence qui restent colorés et de tous les bacilles récents qui se décolorent et peuvent reprendre une seconde couleur (fîg. 191). On pourrait croire à une impureté. 11 n'en est rien. Au bout de quelques semaines, lorsque la culture ne végète plus, tous les bacilles gardent le Zielil ou l’Ehrlich (fîg. 192) (S. ArlOING, P. COURMONT, NICOLAS, MaRMOREk) .
La réaction colorante, aussi bien du B. de Koch que des B.
Fig. 193.
B. tuberculeux , Préparation par impression d une culture sur gélose.
acido-résistants (voir p. 550) est due à la présence sur la paroi ou dans l’intérieur de la cellule bactérienne d’une cire , comparée à une gomme laque. Les bacilles crépitent dans la flamme. Les substances grasses extraites brûlent en donnant une flamme fuligineuse et en dégageant une odeur de caoutchouc brûlé ; elles sont solubles dans les pétroles, les huiles, les graisses animales, etc. Il est très difficile de dégraisser complètement le bacille. La substance grasse totale, extraite par le xylène, se colore et reste colorée par l’Ehrlich, comme les bacilles (voir Composition chimique, p. 487).
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Ce sont ces matières grasses qui rendent les bacilles très difficiles à détruire, soit par la dessiccation, les antiseptiques, etc., soit dans l’organisme par les phagocytes. Ce sont de véritables corps étrangers dans l’organisme, faisant des lésions même s'ils ne sont pas virulents. On remarquera à ce propos (et à propos des lésions produites par les acido-résistants, voir p. 553) que les substances grasses ou cireuses d'origine végétale provoquent aussi des tubercules (non réinoculables) dans le péritoine, comme des corps étrangers.
Le B. de Koch prend le Gram.
iMuch (1907) a montré que certains bacilles de Koch , que le
Fig. 194.
B. de Koch. Schéma (à un très fort grossissement).
Fig. 195.
B. de Koch en couronne, dans une cellule géante (d'après Koch).
Ziehl ne décèle pas, peuvent apparaître par exposition prolongée au Gram; ils sont alors composés d’une série de granulations. En réalité, ces granulations existent toujours, mais sont mas-
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quées, en général, par l’enveloppe cireuse qui prend le Ziehl; celle-ci disparue ou altérée, les granulations apparaissent au Gram.
Le bacille tuberculeux soumis, à l’état sec, à l’action des rayons émis par la lampe en quartz à vapeurs de mercure
Fig. 196.
B. de Koch. Culture jeune.
perd sa colorabilité par les méthodes de Gram, de Much et de Ziehl; irradié en émulsion, il conserve l’acido-résistance (Cernovodeanu et Y. Henri, Rochaix et Colin).
2° Préparation par impression ( Koch) . — On appuie une lamelle à la surface d’une culture sur gélose ; on la retire sans frotter. On fixe, on colore, on a l’aspect de la figure 193, montrant les bacilles groupés en amas allongés, sinueux, comme des moustaches; tous les bacilles sont dans le même sens.
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3° Forme. — Bacilles de 2 à 5 pi sur 0,3 à 0,5 p, souvent légèrement courbés ou même en S (fig. 194). Diamètre uniforme : extrémités arrondies. Le plus souvent parsemés d’espaces clairs, qui donnent au protoplasma l’apparence d’une chaînette.
L’aspect est assez uniforme dans les lésions (fig. 195) ou les excrétions virulentes (fig. 201). Les bacilles y sont isolés ou par
B. de Koch. Formes ramifiées (d’après Metchnikoff).
groupes à éléments parallèles ; 2 bacilles se croisent fréquemment ou s’accolent en accent circonflexe.
Dans les cultures (fig. 196), les bacilles, surtout jeunes, sont parfois excessivement courts. Par contre, dans les cultures âgées, ils sont fréquemment longs, ou même ont l'aspect ramifié et en massues représenté figure 197. S. Arloing a obtenu ce dernier aspect dans des cultures homogènes végétant à 44° ou sous une pression de 2 atmosphères et demie.
Babes et Levaditi ont décrit une forme aclinomy cotique du B. tuberculeux.
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En somme : forme assez fixe, sauf dans les vieilles cultures, et dans les cultures liquides homogènes.
4° Mobilité. — En culture homogène, le bacille est légèrement mobile (S. Arloing). Le fait, contesté à l’origine, est actuellement admis.
5° Spores. — On n’est pas certain de leur existence. Babès, Ehrlich les admettent. Cependant les cultures sont assez rapidement tuées par la chaleur.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité, virulence, habitat. — La résistance du B. tuberculeux est considérable quand il est desséché. 11 conserve alors sa vitalité et sa virulence pendant plusieurs mois. Il n’est pas détruit par une exposition de deux ou trois heures à la chaleur sèche à une température de -f- 100° et reste vivant plus de sept heures à -f- 70°.
Il est peu sensible à la lumière. Les matières virulentes dessé chées, exposées au soleil, sont encore virulentes, après quarante jours.
11 se conserve bien dans Veau (150 jours et plus).
Les alternatives de dessiccation et d 'humidité, la putréfaction ont également peu d’action. On le retrouve virulent dans la terre au bout de deux ans.
Par contre, les cultures, non desséchées, sont peu résistantes; elles sont tuées en dix minutes à -f- 70°.
Dans les lésions, ou desséché dans les excrétions, le B. de Koch est très résistant aux antiseptiques; il leur est, au contraire, assez sensible dans les cultures. Le cyanure d’or arrête la multiplication d’une culture à la dose de 1/2 000 000 Koch). Les éthers chlorhydriques de la glycérine agissent sur le Bac. tub. comme un désinfectant énergique (Salimbeni). La choline et la neurine déterminent la lyse du bac. tuberculeux (Deycke et Much).
Les cultures solides restent vivaces et virulentes pour le
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cobaye pendant huit à dix mois (J. Courmont et Nicolas, 1894), exceptionnellement dix-huit mois ou deux ans.
Il résulte de cette grande résistance que le B. de Koch est fréquent dans la nature. On le retrouve dans les poussières des locaux habités par des tuberculeux ; on le rencontre dans les cavités nasales des infirmiers, etc.
2° Agglutinabilité. — On la constate avec les cultures liquides homogènes. Celles-ci sont agglutinées, soit par le sérum de certaines espèces animales, soit, à un degré plus élevé, par le sérum de ces espèces tuberculisées (S. Arloing). L injection sous-cutanée, intra-pleurale, etc..., de bacilles, chez le chien notamment, donne au sérum un pouvoir agglutinant qui atteint 1 p. 400, 1 p. 800 et plus (S. Arloing et P. Courmont). De nombreux auteurs (R. Koch, De Nobele et Beyer, etc.) ont confirmé ces faits. La signification des variations de ce pouvoir agglutinant a été étudiée par S. Arloing et P. Courmont, et ensuite par R. Koch (voir p. 52).
Les variations de V agglutination des différents bacilles de la tuberculose 1 sont fort curieuses. L’ agglutinabilité d’un B. de Koch peut n'apparaître qu’au bout d’un fort long temps dans les cultures homogènes et disparaître accidentellement. S. Arloing et Paul Courmont ont obtenu deux cultures humaines et une bovine agglutinables au même degré ; trois cultures humaines et deux aviaires sont restées non agglutinables. Les bacilles non agglutinables ne sont agglutinés par aucun sérum, même par celui des animaux infectés avec ces mêmes cultures ; les bacilles agglutinables le sont par tous les sérums tuberculeux, même par ceux des animaux infectés par les cultures non agglutinables.
Toutes les cultures homogènes obtenues (humaines, bovines, aviaires) se sont donc montrées agglulinogènes.
L’agglutination ne peut servir à la distinction des tuberculoses bovine, aviaire...
1 S. Arloing ét Paul Courmont, Revue de la tuberculose, nos 3 et 5, 1904.
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Pour la pratique du séro-diagnostic, il faut posséder une culture d’un type très agglutinable (quelle que soit son origine) et éviter la cause d’erreur de s’adresser à une culture non agglutinable.
3° Composition chimique. — Le H. de la tuberculose contient des corps gras (Hammerschlag, Weyl, Aronson, etc.) que Kresling (1903) estime à 38,95 p. 100 du poids des bacilles. Leur point de fusion est à -J- 46°. Ils contiennent beaucoup de lécithine et de cholestérine, des acides gras libres et combinés. (Voir plus haut : Coloration, p. 480.)
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le B. tuberculeux est l’agent de la tuberculose des mammifères. L’homme et le bœuf sont les deux espèces animales qui lui paient le plus large tribut. Le singe entretenu dans les jardins zoologiques est contaminé avec une extrême facilité. Le chien et le chat sont assez souvent atteints. La tuberculose est commune chez le porc, au moins en certaines régions. Le cheval, le mouton, la chèvre, le buffle sont peu exposés.
A. Théories de l’unicité et de la dualité. — Depuis que Villemin avait démontré l'inoculabilité de la tuberculose de l’homme et du bœuf au lapin et surtout depuis que Koch, luimême, avait décrit des bacilles identiques dans les lésions de l’homme et du bœuf (1882), l’unité de la tuberculose humaine et delà tuberculose bovine était un dogme, justifiant les mesures sanitaires destinées à enrayer la propagation de la tuberculose bovine à l’homme. En 1901, Koch est venu affirmer que c’étaient là deux maladies différentes, malgré les caractères identiques des deux bacilles, et que l'homme n’avait rien à craindre de la tuberculose bovine. En dehors de certaines considérations cliniques et anatomo-pathologiques, il se basait surtout sur la non-inoculabilité de la tuberculose de l’homme aux bovins.
Des expériences déjà anciennes, celles de Chauveau notamment permettaient de mettre en doute les affirmations de Koch.
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La communication de Kocli marque le point de départ d’un très grand nombre d’expériences entreprises pour résoudre la question des rapports du bac. tub. de l’homme et du bac. tub. des autres mammifères, en particulier du bac. bovin (Kossel, Weber et Heuss, Arloing, Smith, Rabinowitsch, Commission anglaise, etc., etc.).
L’expérience a montré que le bac. tuberculeux isolé de l'homme était de virulence variable et que certains échantillons étaient parfaitement capables de tuberculiser le bœuf. L’étude des types bacillaires isolés chez l’homme et chez le bœuf a établi qu'il s’agissait dans tous les cas d’une seule et même espèce microbienne le bac. tub. de Koch, capable pourtant de variation dans un sens déterminé résultant de l’adaptation plus ou moins complexe à l’organisme du bœuf ou de l’homme, on est conduit à distinguer un bac', tub. humain et un bac. tub. bovin.
Le Bac. tub. bovin est plus court que le Bac. tub. humain généralement long et grêle.
Le Bac. bovin se développe plus lentement et moins abondamment que le Bac. humain qui donne plus rapidement une culture luxuriante, plus plissée. (D’autres différences sont signalées à propos des caractères des cultures , voir p. 476).
Ces caractères morphologiques et biologiques sont loin d’être constants, ils ne s’observent que sur certains milieux (milieu à l’œuf glycériné, Park et Krumwidie), bien souvent un certain temps seulement après leur isolement de l’organisme. On peut donc soutenir avec raison que toutes les différences observées ne sont que des variations d’un même type microbien ; c’était l’opinion de S. Arloing, l’un des partisans les plus convaincus de la doctrine uniciste.
L’inoculation aux diverses espèces animales donne des résultats différents suivant qu’il s’agit d’un type ou de l’autre. La souris (Trommsdorf) le lapin (Park et Krumwidie, OEhlecker), le bœuf réagissent surtout d’une façon distincte. L’inoculation veineuse au lapin avec 1/100 de milligramme de bacilles est le procédé le plus commode. Le Bac. tub. bovin détermine toujours une tuberculose généralisée, le Bac. tub. humain ne provoque rien
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ou des lésions discrètes limitées aux poumons. (D’autres différences sont signalées à propos de l’étude de Y Action expérimentale, yoir p. 491).
Les différences basées sur les caractères pathogènes ne sont pas plus constantes que celles tirées des caractères morphologiques.
Etudiant les caractères des bac. isolés de l’homme on a souvent trouvé des bac. qui avaient tous les caractères attribués au bac. bovin, traduisant l’origine bovine de l’infection humaine et démontrant l’inanité des affirmations de Koch sur l’innocuité du bac. tub. bovin pour l’homme. Park et Krumwidie ajoutant à leurs observations personnelles, celles recueillies dans la littérature ont trouvé que chez plus de 25 p. 100 des jeunes gens de moins de seize ans trouvés tuberculeux, on avait pu isoler un bac. tub. bovin.
On peut encore invoquer en faveur de la doctrine de l’unicité la transformation possible d’un Bac. tub. humain , peu virulent pour le bœuf en un Bac. tub. bovin, très pathogène pour cette espèce (de Jong, Vallée).
Actuellement la question est définitivement tranchée ; ia doctrine uniciste a triomphé. Les plus chauds partisans de Koch ne soutiennent plus qu’une différence de types. Ramenée à cette nuance, l’affirmation est exacte ; le type bovin est un bacille jusqu’à un certain point adapté au bœuf, comme le type humain est plus adapté à l’homme et moins virulent pour le bœuf. Mais ces types ne sont pas fixes, il y a des bacilles intermédiaires par la forme et par la virulence. Il se peut fort bien que le bacille humain soit plus dangereux pour l’homme que le bovin (ce n’est cependant pas démontré) ; il suffit que le bacille bovin puisse infecter l'homme pour que les partisans de l’unité aient raison d’imposer des mesures de prophylaxie contre 1a. tuberculose bovine. A côté de la question de doctrine pure, il y a le fait pratique qu’on peut résumer ainsi : Koch a eu tort de réclamer la suppression des mesures protectrices vis-àvis de l’homme contre 1a. tuberculose bovine.
B. Domaine de la turercülose. — Le domaine de la tuberculose
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des mammifères est immense ; tous les organes peuvent être atteints primitivement ou secondairement.
Les bacilles existent dans les lésions, rarement dans le sang Ils sont abondants dans les expectorations, on les trouve dans les matières excrémentitielles, dans les urines, dans le lait, etc. Le muscle est rarement virulent.
C. Portes d’entrée. — Les portes d’entrée habituelles sont la voie respiratoire et la voie digestive. Le bacille peut pénétrer à travers l’intestin sain, sans y laisser de traces pour gagner les ganglions médiastinaux et le poumon (Chauveau, Vallée, Calmette et Guérin).
Pour von Behring (1903) , la porte d’entrée n’est jamais pulmonaire mais toujours intestinale, l’infection se fait dans le jeune âge. Les poussières tuberculeuses sont dangereuses surtout parce qu’on les avale; le poumon est assez bien protégé contre l’inhalation. Calmette et Guérin (19051 admettent que la voie habituelle de l’infection chez l'homme est l’intestin: la déglutition des expectorations possible chez les individus tuberculeux, habituelle chez les bovidés tuberculeux est un mode permanent de réinfection.
L’affirmation de von Behring que, chez l’adulte, l’infection ne se fait plus et que la tuberculose provient toujours du jeune âge, est fausse (Calmette et Guérin) ou du moins très exagérée.
La théorie de l’origine inhalatoire de la tub. un moment battue en brèche tend à reprendre la place importante quelle n’aurait pas dû cesser d’occupêr.
D. Hérédité-. — La tuberculose n’est pas directement hérédi- • taire ; les tubercules, les bacilles ne s’observent presque jamais,
à la naissance, chez les enfants de tuberculeux, chez les veaux, issus de mères tuberculeuses. Ce qui peut probablement être héréditaire, c’est la prédisposition.
E. Associations microbiennes. — Les associations microbiennes sont fréquentes dans les lésions, surtout dans les cavernes. Les pyogènes y abondent.
2° Action expérimentale. — Le cobaye ne devient pas spontanément tuberculeux, la tuberculose spontanée du lapin est exceptionnelle (voir p. 556 et 560 : les pseudo-tuberculoses spontanées des rongeurs). Ce sont les deux animaux de choix pour l’inoculation du B. de Koch. Le cobaye est le réactif le plus sensible pour la variété : Bacille des mammifères ; le lapin est beaucoup plus résistant.
A. Cobaye. — Quelle que soit la région inoculée, même avec de très petites doses, le cobaye meurt tuberculeux (il survit très rarement) .
1° L 'inoculation intrapéritonéale çst la plus sévère et celle qui produit les effets les plus rapides. On l’emploie pour les produits purs. C’est, en outre, celle qui permet l’introduction de grandes quantités de liquide (sérosités, etc.). 11 se produit, en quinze jours, une granulie généralisée du péritoine, avec envahissement bilatéral des ganglions, avec tuberculisation plus ou moins complète des organes abdominaux. Des fausses membranes péritonéales agglutinent les anses intestinales formant des amas caséeux.
La mort survient vers la quatrième ou la sixième semaine, parfois avant. En sacrifiant l’animai au bout de quinze jours, on peut rejeter le diagnostic de tuberculose, si le péritoine est resté sain.
Des cobayes atteints de tuberculose généralisée succombent en quelques heures dès qu’on les injecte avec de la tuberculine ou avec des bacilles vivants ou tués. A l’autopsie : péritonite contenant presque exclusivement des lymphocytes. Il en est de même (mort en vingt heures) si on injecte, dans le péritoine, des \ cobayes sains avec une émulsion de bacilles pris de l’exsudât péritonéal d’animaux déjà tuberculeux qui viennent de suc- $ comber à l’inoculation. Ce sont les lymphocytes qui sont cause de cette mort rapide. Un chauffage à -f- 60° renforce le pouvoir mortel de l’exsudât. L’explication est que cet exsudât contient des « agressines » empêchant la phagocytose des polynucléaires | (Bail, 1905).
L'inoculation du Bacille de Koch dans le péritoine des cobayes
LE BACILLE TUBERCULEUX DE KOCH
mâles provoque quelquefois une vagination tuberculeuse (L. Panisset, voir p. 598) .
2° h’ inoculation sous-cutanée e‘st la plus courante et donne des renseignements aussi rapides, sans être obligé de sacrifier l'animal. Elle se pratique presque toujours à la face interne de la cuisse.
Chez le cobaye inoculé sous la peau l'envahissement des lésions est progressif et se fait par la voie lymphatique avec une telle régularité qu’on peut, à l’autopsie de l'animal, savoir où s’est faite l'inoculation, et à quelle date elle remonte. Bien plus, la tuberculisation unilatérale des ganglions lymphatiques
Fig. 198.
Rate tuberculeuse de cobaye (Straus).
Grandeur naturelle. Ilots jaunes nécrosés et parties hyperémiées, hémorragiques.
permet d’affirmer le diagnostic de tuberculose avant la mort du cobaye et sans sacrifier celui-ci (S. Arloing).
Si l'inoculation a été pratiquée sous la peau de la face interne de la cuisse, il se produit localement un abcès, plus tard l’abcès s’ouvrira et donnera naissance, sauf très rares exceptions, à un ulcère qui ne se fermera plus. Du douzième au quinzième jour, les ganglions inguinaux et cruraux du côté inoculé s’empâtent, durcissent et roulent sous le doigt, ayant le volume d’un gros pois. Vers le vingtième jour, le ganglion lombaire, du même côté , se prend à son tour. Vers le vingt-cinquième jour, le ganglion rétro-hépatique s’indure, et les tubercules commencent à apparaître dans la rate (fig. 198) , puis dans le foie (fig. 199). A partir du début du deuxième mois, le virus traverse le diaphragme et sa dissémination ne conserve plus son caractère
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Fig. 199.
Foie tuberculeux du cobaye (Straus) .
Grandeur naturelle. Ilots jaunes nécrosés.
Il n’est pas très rare d'observer des pleurésies tuberculeuses, de l’ascite, de l’ictère.
Si l’inoculation a été faite à la base de V oreille, les ganglions auriculaires, puis ceux du cou, du même côté, se prennent successivement, ensuite les deux poumons se tuberculisent avant les organes abdominaux; la marche est descendante.
La figure 200 schématise ces étapes de l’infection tuberculeuse chez le cobaye. Si l’animal a été inoculé à la cuisse droite, la tuberculose suivra la marche A (15 premiers jours), B (15e au
unilatéral ; les deux poumons et les ganglions bronchiques se prennent indistinctement. A la fin du deuxième mois, la tuberculose est généralisée et les ganglions inguinaux et lombaires du côté opposé et même ceux des autres parties du corps peuvent finir par s’indurer. La mort survient, en général, au bout de deux mois, rarement plus tard.
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20e), G (20e au 25e), D (25e au 30e), E (30e au 60e). Si l’animal a été inoculé à la base de l’oreille gauche, la tuberculose envahira Z, puis E, D, etc.
On voit qu’il est facile, en présence d’un cobaye autopsié dans le premier mois, de savoir où et quand s’est faite l’inoculation. Mais, détail plus important, on peut faire le diagnostic, en douze à quinze jours, par la simple palpation des ganglions inguinaux. Tout cobaye , inoculé sous la peau de la cuisse , qui présentera, douze à quinze jours plus tard , une induration marquée et unilatérale des ganglions inguinaux correspondants , est tuberculeux.
H. Claude (1903) a noté, chez des cobayes traités à la créosote ou à la lécithine, des cirrhoses tuberculeuses vraies du foie, ayant évolué vers la transformation fibreuse, après édification du tubercule.
3° L'inoculation transcutanée est très intéressante.
Le B. de Koch traverse très facilement la peau du cobaye (ainsi que celle du veau, du lapin ) . Il suffit de frotter légèrement la peau (rasée, épilée ou même en apparence intacte) pour que l’infection sè produise. Dans un tiers des cas, il ne se produit aucune lésion locale; dans un autre tiers, on n’observe que quelques croutelles insignifiantes (histologiquement tuberculeuses) ; dans un autre tiers, ces croutelles représentent une véritable tuberculose cutanée verruqueuse, cependant toujours discrète. Il ne se produit pas d’abcès sous-cutané. Les ganglions se prennent ensuite de proche en proche, comme après l’inoculation souscutanée, et la généralisation s’opère. Mais, les lésions marchent très lentement ; les cobayes ne meurent qu’au bout de cinq ou six mois. Les ganglions sont énormes et caséeux (J. Courmont et Lesieur, 1907 ; Carl Fraenkel).
Ces expériences montrent : 1° la fréquence, beaucoup plus grande qu’on ne pouvait le supposer, de l’inoculation transcutanée (c’est-à-dire â travers une peau saine et sans laisser de traces locales).
4° L'inoculation intraveineuse produit une granulie généralisée.
5° L'inhalation ne réussirait qu’en introduisant directement
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dans le poumon des doses assez fortes (Feügge) ; en réalité quelques unités bacillaires suffiraient pour infecter le cobaye (Chaussé).
6° L 'ingestion réussit assez mal, ce qui explique la rareté de la tuberculose spontanée, il faut des doses considérables (beau-
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coup plus élevées que pour l'inhalation) . Calmette et Guérin ont toujours réussi en faisant ingérer un centigramme de bacilles bovins bien émulsionnés : lésions ganglionnaires et pulmonaires.
Calmette et Breton (1906) ont montré les dangers de Linges- 4 tion de bacilles tuberculeux tués par la chaleur, pour les cobayes ; tuberculeux et même pour les cobayes sains.
7° L 'inoculation intramammaire à des femelles de cobayes en lactation a été employée par Nattan-Larrier comme moyen de diagnostic; du cinquième au dixième jour après l'inoculation, les bacilles commencent à se montrer dans le lait.
B . Lapin. — Il est beaucoup plus résistant. Un bacille humain sur 5 arrive à tuberculiser le lapin par voie sous-cutanée. Au contraire, le bacille bovin infecte presque à coup sûr le lapin par cette même voie, et les lésions sont très étendues et confluentes . En un mot, le lapin est beaucoup plus sensible à la tuberculose bovine. La marche des lésions est bien différente de celle chez le cobaye.
1° L 'inoculation intrapéritonéale engendre une éruption tuberculeuse des organes abdominaux, avec péritonite ;
2° h' inoculation sous-cutanée n’est pas suivie d’une infection lymphatique à étapes comme chez le cobaye. Quel que soit le point inoculé, la tuberculose, tout en occasionnant un ulcère local, ne produit pas de gonflement ganglionnaire et va directement se localiser au poumon. En sacrifiant 1 animal au bout de deux mois, on a donc simplement des masses tuberculeuses, parfois petites et disséminées, parfois grosses et isolées, dans les deux poumons ; si on attend la mort de l’animal (trois ou quatre mois ou plus) la tuberculose peut s’être généralisée à tous les ( I organes.
Les viscères abdominaux sont donc atteints postérieurement aux poumons.
Le lapin résiste bien à l’inoculation sous-cutanée de produits peu virulents ; il peut survivre très longtemps avec de petites lésions, ou même rester complètement indemne, vis-à-vis d’une inoculation qui a été mortelle pour le cobaye. Dans ces cas, on
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trouve parfois un abcès local, contenant des B. tuberculeux, sans aucune généralisation ;
3° V inoculation transcutanée réussit comme chez le cobaye (J. Courmont et Lesieur). En raison de l’absence de ganglions tuberculeux, le résultat est encore plus frappant. On trouve une tuberculose pulmonaire dont il est impossible de deviner la porte d’entrée.
4° h’ inoculation intraveineuse produit, soit une mort rapide (huit à vingt jours) avec des lésions microscopiques de la rate et du foie qui fourmillent de bacilles (type Yersin), soit une granulie généralisée ( type Villemin) qui tue en trois semaines environ. Ce mode d’inoculation serait le procédé de choix pour distinguer le bacille humain du bacille bovin (1 p. 100 de milligr. de bacilles essorés sur du papier) (Oehlecker, Park et Krumwiede).
5° L 'inoculation dans la chambre antérieure de l'œil engendre, au bout de trois semaines, la tuberculisation de l'iris, à laquelle succède une fonte purulente de l’œil et la généralisation type Villemin.
G. Chien. — Contrairement à ce qu’on croyait autrefois, le chien est sensible à l’inoculation tuberculeuse (humaine ou bovine) :
1° La voie sous-cutanée est infidèle ;
2° La voie péritonéale cause une péritonite tuberculeuse avec ascite, fausses membranes, infection des ganglions, et généralisation qui tue en deux ou trois mois ;
3° L 'inoculation intraveineuse est mortelle, en deux ou trois mois, avec des lésions pulmonaires, fréquemment à forme cavitaire, comme chez l’homme. Une culture très virulente peut tuer en quinze ou vingt jours par une granulie type Villemin ;
4e L’inhalation donne de la tuberculose pulmonaire (Tappeiner) ;
5° L'inoculation intrapleurale engendre rapidement une pleurésie tuberculeuse avec épanchement, qui peut guérir sans laisser aucune trace même à l’autopsie ;
6° L'ingestion de produits bacillaires est souvent fructueuse (Arloing), Chaussé n’a jamais provoqué de lésion macroscopique
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par ingestion unique de bacilles ou de produits tuberculeux bovins ou humains, mais les ganglions mésentériques étaient virulents.
D. Chat. — Le chat prend bien la tuberculose par ingestion (Viseur, Toussaint, Nocard) mais sa réceptivité est loin d’être constante pour le bacille bovin, elle a été nulle pour le virus humain (crachats) (Chaussé) L'inhalation est un mode d’infection plus sévère.
E. Bovidés. — Les Bovidés s'infectent par ingestion des produits bovins et de quelques produits humains (Chauveau, 1868).
Chauveau a montré que lé virus (humain ou bovin) peut traverser l’intestin sans laisser de traces et aller engendrer de la tuberculose pulmonaire et ganglionnaire médiastinale. Vallée, Calmette et Guérin ont étudié les conséquences de l’ingestion chez les animaux de l’espèce bovine.
L 'inoculation sous-cutanée produit rarement une infection généralisée (Chauveau). De même l'inoculation transcutanée (J. Ccurmont et Lesieur) .
Depuis les affirmations de Koch, en 1901, S. Arloing, Schottelius, de Jong, Eber, etc., ont tuberculisé plusieurs bovidés jeunes ou adultes avec des cultures de tuberculose humaine.
F. Singe. — L’inoculation, par une voie quelconque, réussit à coup sûr.
Kraus et Kern (1906) ont reproduit, par inoculation cutanée au niveau des arcades sourcilières, des lésions tuberculeuses locales se rapprochant du lupus humain. Ces lésions peuvent entraîner la généralisation.
Les singes anthropomorphes se comportent de même vis-àvis des bacilles humains ou bovins (inoculation, ingestion) : mort rapide avec lésions étendues (Von Dungern). C’est une preuve de plus en faveur du danger de la tuberculose bovine pour l’homme.
G. Ane. — L’inoculation intraveineuse produit une granulie qui ne tue pas toujours l’animal et peut disparaître sans laisser de traces (S. Arloing).
H. Chèvre. — U inoculation sous-cutanée du B., soit humain, soit bovin, produit un abcès tuberculeux local, sans généralisation. L'inoculation intraveineuse tue rapidement avec des tubercules pulmonaires (S. Arloing).
On produit facilement une mammite tuberculeuse en infectant directement la mamelle par ses conduits (Nocàrd, Ra-
BIEAUX, SCHROEDER).
L'infection intestinale produit, chez le chevreau, une tuberculose des ganglions mésentériques et chez l’adulte une tuberculose pulmonaire, sans trace du passage à travers l’intestin (Calmette et Guérin, 1908).
I. Souris. Rat. — Ils sont peu sensibles au B. humain ; l’inoculation sous- cutanée ne donne qu’un abcès local qui guérit, avec un peu de caséification ganglionnaire. Au contraire, l’inoculation sous-cutanée du B. bovin tue le rat en quatre à cinq mois avec des tubercules pulmonaires et des bacilles dans la rate. Cetle différence n’est pas constante.
Les inoculations à la souris, en raison de son état presque réfractaire, sont un bon moyen d’essai de la virulence des bacilles.
J. Oiseaux (voir p. 534).
K. Animaux a sang froid. — Très nombreuses sont les expériences faites sur les animaux à sang froid : grenouilles, poissons, etc. Ces animaux résistent, ne font pas de tubercules, mais conservent longtemps dans leurs tissus des bacilles vivants et virulents (voir p. 539).
Cependant Morey, 1900), en inoculant la carpe , la tanche, la grenouille, dans le péritoine, avec des cultures de tuberculose humaine, a reproduit de véritables tubercules dont la réinoculation en séries est très limitée. Le bacille n’est pas modifié par ce passage. Terre, au contraire, aurait modifié le bacille humain par passage sur la carpe et la grenouille.
Nicolas et Lesieur ont échoué en faisant ingérer des crachats à des poissons. L’inoculation au cyprin dore du bac. tub. humain, bovin ou aviaire détermine de la cachexie, les bacilles se conservent et se multiplient quelquefois sans faire de lésion ; ils
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conservent intacte leur virulence primitive (Bertarelli et Bocchia) .
L’anguille n’est pas sensible aux divers types du bacille ' tuberculeux.
L. Reptiles. — Bertarelli a infecté des serpents par inoculation sous-cutanée de crachats humains, alors qu’il a échoué avec des cultures aviaires.
Moeller a tuberculisé Y orvet avec des bacilles humains. Sorgo a également réussi en inoculant des orvets et des serpents avec des bacilles humains.
E) — Toxines
Le B. de Koch sécrète peu de toxines extra-protoplasmiques ; les cultures filtrées sont à peine toxiques. 11 en est d’ailleurs de même du produit de macération des poumons tuberculeux (J. Courmont).
Les toxines étudiées sont donc des extraits du corps des microbes ( toxines intrapr otoplasmiques) (voirp. 313).
On sait, d’ailleurs, que les cultures sur gélose, tuées par la chaleur, sont toxiques, pouvant engendrer des suppurations, la cachexie, la mort des cobayes (Koch, etc.). En outre, ces microbes morts, introduits dans le sang, édifient des tubercules, il est vrai non réinoculables (Prudden et Hordenpyl , Straus et Gamaleïa, etc.). |J_
Nous ne ferons que signaler les produits toxiques extraits des B. tuberculeux par Hammerschlag, Weyl, Maragliano, Gouget, etc., pour nous occuper plus spécialement des tuberculines de Koch.
1° Tuberculine. — La tuberculine est le produit appelé d’abord « lymphe », que Koch a fait connaître le 4 août 1890, et qui devait diagnostiquer, prévenir et guérir la tuberculose.
On fait une culture (d’un bacille humain ou bovin) en bouillon glycériné dans un large ballon. On attend que le voile soit bien étendu (trente à trente-cinq jours). On porte le tout à 110° pendant quinze minutes; on concentre au l /10e au bain-marie ou
TOXINES
dans le vide sulfurique ; on filtre sur papier. Le liquide brunâtre, sirupeux, obtenu est la tuberculine brute. Son odeur rappelle lodeur particulière des cultures du bacille tuberculeux (odeur de fruits frais. Jolles). La tuberculine obtenue avec un bacille humain aurait une acidité plus marquée et plus précoce que la tuberculine préparée avec un bacille bovin (réaction de Th. Smith). C’est un extrait glycérine des cultures de B. de Koch. La tuberculine représente les poisons intra et extraprotoplasmiques du bacille tuberculeux.
On a tenté de la purifier. Les uns ont cherché à modifier le milieu de culture (Schweinitz et Dorset, Wesely) ; d’autres ont compliqué l’extraction : Denys filtre sur porcelaine, Maragliano traite séparément le bouillon et les bacilles, Koch, Weyl solubilisent les bacilles avec la soude caustique, Behring ( 1 898) dégraisse les bacilles avec une lessive alcaline et les soumet à + 150° dans le vide, Hirschfeld oxyde avec l’eau oxygénée [oxy tuberculine) , Hunter et Cheyne font une tuberculinase, Auclair extrait une série de corps des bacilles tués par la chaleur. S. Arloing et Guinard isolent 4 tuberculines, dont l’une est très toxique, vasodilatatrice et hyperthermisante, Klebs extrait des principes nécrosants, etc., etc.
C’est la tuberculine brute, préparée comme il a été dit plus haut, qui est employée pour le diagnostic des tuberculoses animales. Il n’y a aucun avantage à employer la tuberculine purifiée.
La tuberculine brute est peu toxique pour les animaux sains ; le cobaye supporte 2 centimètres cubes, le lapin 5 centimètres cubes, les bovidés, le chien, 10 centimètres cubes ; l’homme est beaucoup plus sensible : 0cc,2o le rendent assez malade (fièvre, diarrhée, frissons, vomissements).
L’inoculation intracérébrale, chez le cobaye , est beaucoup plus active que l'inoculation sous-cutanée : 3 à 4 milligrammes suffisent à le tuer (Lingelsheim, Borrel) .
Voir plus loin les effets sur les tuberculeux (p. 509).
Les injections de tuberculine augmentent le pouvoir agglutinant du sang (Baudelier, 1903).
Le poison qui, chez les tuberculeux, produit les troubles géné-
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raux, n’est pas identique à la tuberculine (S. A reoing). Les réactions produites sur l’animal tuberculeux par l'injection des humeurs provenant du sujet tuberculeux dans un but de diagnostic ne sauraient être comparées à la tuberculination.
2° Toxicité des bacilles vivants et des bacilles tués et dégraissés. — Les émulsions de bacilles vivants sont toxiques surtout pour des sujets déjà tuberculisés (Behring) ; elles peuvent causer la mort (S. Arloing) très rapidement.
L’injection sous-cutanée de bacilles tuberculeux stérilisés par la chaleur provoque le développement de tumeurs caséeuses; 1 inoculation dans ie péritoine fait succomber les animaux avec des lésions de congestion ou de cytolyse ou avec des nodules lymphoïdes. .
Les masses caséeuses dues aux bacilles tués transportées dans le péritoine d’un animal neuf le font succomber en quelques semaines (Roger et Simon).
Cantacuzène (1905) a montré que les bacilles tués et complètement dégraissés sont toxiques. A dose suffisante, ils tuent (hypothermie, dégénérescence, éosinophilie). A doses moindres, ils engendrent une maladie chronique curable, nodules et abcès tuberculeux disparaissant sans laisser de traces, au bout de trois mois. Les animaux réagissent à la tuberculine pendant plusieurs semaines,
F) — Immunisation
De très nombreux procédés ont été tentés pour vacciner contre la tuberculose, notamment chez le cobaye et chez le bœuf, les résultats connus jusqu'à présent montrent que la résistance conférée est limitée, incertaine et peu durable.
On a employé les produits solubles des bacilles, les bacilles virulents ou avirulents pour l’espèce à vacciner ou des bacilles expérimentalement modifiés.
1° Vaccination par les toxines. — Koch a dit avoir vacciné' le cobaye avec sa tuberculine brute, et plus tard avec sa tubercu-
IMMUNISATION
line R. Personne n’a pu réussir complètement à sa suite. S. Arloing, Rodet et J. Courmont ont infirmé ces résultats, et môme ont observé, dans certaines conditions, une action • favorisante de la tuberculine, injectée avant l’inoculation tuberculeuse.
S. Arloing et Descos. ont tenté, sans grands résultats, d’immuniser activement des animaux en leur inoculant des toxones tuberculeuses (tuberculine neutralisée par du sérum antitoxique).
Heymans a tenté de vacciner les bovidés par insertion souscutanée de sacs osmotiques renfermant des bacilles tuberculeux virulents, ceux-ci secrétent des produits qui seraient capables de protéger l’organisme contre l’infection tuberculeuse. La méthode a fait l’objet de nombreuses applications pratiques sans grand succès.
2° Vaccination par inoculation de bacilles vivants avirulents pour l’espèce à vacciner. — Rehring (1902) a vacciné des bovidés (âgés de moins de trois mois), en leur injectant dans les veines, d’abord un milligramme de culture humaine sur sérum, avirulente pour le bœuf, desséchée dans le vide (Rovo-vaccin), puis 25 milligrammes de culture active (humaine ou bovine) .
Le bovo-vaccin de Behring a une certaine efficacité. En 1905, les expériences faciles à Melun (Rossignol et Vallée) ont donné les résultats suivants : trois mois après la deuxième vaccination, les animaux (20) vaccinés selon les indications de Rehring ont subi la cohabitation avec des animaux tuberculeux (2), l’inoculation intraveineuse de culture virulente (6), l’inoculation souscutanée (7), et 4 ont été conservés pour constater la durée de l’immunité ; les témoins, en même nombre, ont subi le même traitement. Tous les témoins sont devenus tuberculeux; les vaccinés sont restés indemnes ou ont eu des lésions localisées et minimes mais chez tous les vaccinés, indemnes en apparence, les ganglions renfermaient des bacilles issus de l’épreuve de contrôle.
La résistance ne se prolonge pas au delà de quelques mois
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(Rossignol et Vallée, Hutyra, Weber et Titze). Des bacilles virulents provenant du vaccin persistent dans les organes et les ganglions, ils peuvent être éliminés par la mamelle.
Pour Baumgarten (1904), l'injection sous-cutanée de bacilles humains donnerait l'immunité. Koch et Schütz ont préconisé le Taumman constitué par des bacilles frais, Vallée un bacille équin. Les résultats sont identiques à ceux obtenus avec le bovo-vaccin.
Il est possible de vacciner le veau par ingestion de bacilles humains virulents (V. Behring, Calmette et Guérin, Roux et Vallée. Arloing et Stazzi).
Voir, pages 541, 554, la vaccination active contre les bacilles humains par inoculation préalable des bacilles de la tortue (Friedmann) ou des bacilles acido-résistants (Moeller).
3° Vaccination avec des bacilles modifiés ou tués.
Lévy (1903) aurait immunisé le cobaye avec des bacilles atténués par un séjour dans la glycérine.
Neufeld (1903) aurait immunisé des chèvres, des ânes, des bovidés contre la tuberculose bovine par injection intraveineuse de baci'les humains vivants.
Rappin (1905) a immunisé des chiens en leur injectant, dans les veines, des cultures desséchées, puis virulentes, du B. de Koch humain. Le sérum de ces chiens n’était cependant pas immunisant. Il a aussi immunisé des bovidés (1909) en inoculant des bacilles modifiés par le fluorure de sodium.
Vallée a utilisé sans succès l’action de l’iode, des hypochlorites, de l’alcool sur les bacilles. Moussu et Goupil ont eu des résultats encourageants avec les bacilles chlorés.
Klimmer modifie le bacille humain par des passages sur la salamandre. Le vaccin obtenu donne des résultats de même ordre que le bovo-vaccin deBEHRiNC.
S. Arloing (1906-1909) a préconisé, à titre de vaccin, des cultures homogènes de bacilles, où ces microbes se sont profondément modifiés. Ils n’engendrent plus de tubercules parla voie veineuse et la voie digestive. Par deux injections intra-veineuses faites à trois mois d'intervalle, ce vaccin immunise très soli-
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dement de jeunes bovidés dans la proportion de 50 p. 100 et partiellement 25 p. 100.
G) — Diagnostic bactériologique
On peut s'adresser à plusieurs moyens.
lù Cultures. — Elles sont fort difficiles à obtenir avec les produits directs ; elles sont lentes ; elles n'ont donc pas d’intérêt diagnostique. Bezançon et Griffon ont quelquefois obtenu des ■ cultures avec des sérosités, sur gélose sanglante (voir p. 474).
Spengler (1903) a utilisé les propriétés de la formaldéhyde qui est peu bactéricide pour le B. tuberculeux . Les produits suspects contaminés sont introduits dans une boite de Pétri dont le fond ' est occupé par du papier-filtre. On saupoudre de pancréatinine. On met 3 à 5 gouttes de formaline sur le papier. On expose deux heures à -j- 25°. Les microbes ordinaires sont tués, sauf le B. tuberculeux qu’on peut cultiver. Dwgretzky n’a pas obtenu de bons résultats par l’emploi de cette méthode.
2° Coloration des bacilles. — G’est le procédé de choix, toutes les fois qu’on peut se procurer des produits pathologiques : expectorations , pus, lait, écoulement vaginal, matières excrémentitielles, urine , etc.
a. Expectorations. — La difficulté chez les animaux de Fespèce bovine notamment, est de recueillir les matières virulentes à £ examiner pour assurer le diagnostic des formes ouvertes de la tuberculose pulmonaire. On a préconisé d’augmenter les sécrétions bronchiques paÉ des injections de pilocarpine ou de vératrine, d’aller prélever avec un tampon d’ouate monté sur un fil métallique les mucosités pharyngiennes ou encore de recueillir les mucosités dans la trachée au moyen d’un trocart dans le tube duquel on introduit un pinceau ou une plume. On peut encore fixer les animaux près d’un mur ou les immobiliser au voisinage d’une planchette, on recueille les mucosités rejetées par raclage de ces surfaces, le procédé le plus simple, couramment utilisé par les praticiens qui recherchent les tuberculoses
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ouvertes suivant les indications cI’Ostertag consiste à recueillir avec la main les mucosités du pharynx sur l’animal immobilisé et pourvu d’un spéculum buccal.
Le mucus obtenu, recueilli dans un récipient stérile est utilisé pour faire des préparations. Très souvent les bacilles sont rares ou font défaut chez des animaux qui sont reconnus plus tard à l’autopsie atteints de tuberculose ouverte.
Pour faciliter la recherche on a préconisé des méthodes d'homogénéisation et d’enrichissement des produits virulents.
Uhlenhuth ajoute au produit à examiner 10 à 15 fois son volume d’antiformine à 20 p. 100, les substances organiques sont dissoutes sauf le Bacille de Koch. Ce procédé permet de décelerdes bacilles tuberculeux dans les ganglions lymphatiques hypertrophiés, mais sans tuberculisation apparênte (Hoffmann). 11 suffit d’étaler le produit suspect sur une lame, de recouvrir avec quelques gouttes d’antiformine à 15-20 p. 100, et déportera l’étuve à 37° jusqu'au lendemain. On colore ensuite, après avoir lavé à l’eau, en suivant les indications habituelles.
Lôffler (1910) recommande la technique suivante qui permet d’obtenir des indications en 15-20 minutes. Le produit suspect est porté à l’ébullition avec son volume d’antiformine à 50 p. 100. AlOcentimètrescubesdela solution on ajoute 1 cc. 5 d’un mélange de chloroforme (12 p.) et d’alcool (9 p.). Le mélange est agité, centrifugé. Au-dessus du chloroforme il se forme une couche riche en bacilles que l’on étale, fixe et colore sur des lames.
Plus simplement on peut se contenter de placer à l’étuve le produit suspect pendant vingt-quatre heures, les microbes associés provoquent une peptonisation qui favorise les manipulations ultérieures.
b. Lait. — Le lait est recueilli après lavage de la mamelle et rejet des premières parties de la traite dans des récipients stérilisés, on peut ajouter sans modifier le résultat des recherches ultérieures (même des inoculations) 0,5 p. 100 d’acide borique en solution ou en poudre, ce qui permet l’envoi dans un laboratoire du lait recueilli, dans des exploitations éloignées.
Lorsque la sécrétion est tarie, on peut avoir recours au harponnage de la mamelle et à l’examen des fragments recueillis.
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c. Sang , Sérosités. — 11 importo de concentrer, de « sédimenter », vu la rareté des bacilles. Il faut aussi lutter contre la coagulation.
Bezançon, Griffon et Philibert (1903) ont proposé le moyen suivant d homogénéisation d'un caillot. On mélange un caillot de 5 centimètres cubes à 5 centimètres cubes d’eau distillée et 5 gouttes de lessive de soude. On broie. On ajoute 20 centimètres cubes d’eau. On fait bouillir dix minutes. On centrifuge.
Le procédé Mülhaüser-Czapelwski (homogénéisation par l’ammoniaque, agitation, NaCl à 25 p. 100, centrifugation et recherche des bacilles dans les couches supérieures du liquide) est peut-être le meilleur.
Nebel (1903) propose le mélange à 8 ou 10 volumes d’eau de chaux, centrifugation, abandon du culot et filtration sur Berkefeld ; on examine ce qui est resté sur le filtre.
L ’inoscopie de Jousset (1903) est un procédé de digestion du caillot (sang ou sérosité), à l’aide d’un suc gastrique artificiel. 11 n’est pas recommandable, en raison des déformations subies par les bacilles. Bergeron en a montré tous les défauts.
Lesieur (1901) a remplacé ces procédés par celui de la sangsue. On applique une sangsue au malade ; on l’exprime ; le sang extrait de l’estomac de la sangsue est incoagulable : on centrifuge et on colore. La flore de l’estomac de la sangsue ne gêne pas.
Nattan-Larrier et Bergeron emploient Y hydrohémolyse ; le sang recueilli par ponction est agité dans 20 fois son volume d’eau stérilisée et le tout est centrifugé. On examine le culot. *
Dans tous les cas la coloration se fera, comme il a été dit page 259, en donnant la préférence à la méthode Ziehl-Hauser avec recoloration du fond au bleu de méthylène.
On examinera la préparation avec un objectif à immersion homogène et l’éclairage Abbe (voir p. 229). Les bacilles tuberculeux sont colorés en rouge, isolés ou quelquefois réunis par petits groupes étroitement accolés, légèrement recourbés, avec des espaces clairs dans leur protoplasma (fig. 137, 195 et 196). Tous
Fig. 201.
Préparation de crachats tuberculeux.
Coloration par la méthode de Ziehl.
Les bacilles tuberculeux sont rouges.
pathologique1 impose le diagnostic de la tuberculose. Leur absence ne doit pas les faire rejeter. En cas de résultat négatif, on fera plusieurs préparations à quelques jours d’intervalles. Les bacilles sont souvent très rares dans les produits suspects. La présence de bacilles acido-résistants dans les expectorations,
1 Voir page 550 les erreurs possibles causées par les B. acidorésistants.
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les autres microbes, les éléments anatomiques sont colorés en bleu. La préparation doit être examinée sur de nombreux champs en faisant varier le point à plusieurs reprises, avant de déclarer qu’elle ne contient pas de bacilles tuberculeux.
La constatation des bacilles tuberculeux dans un produit
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le lait, les lésions ouvertes, les matières excrémentitielles, ne permet pas de conclure à la tuberculose. Les bacilles acidorésistants, autres que le bacille de Koch, répandus dans le milieu extérieur, présents à la surface de la peau peuvent contaminer les produits examinés.
Dans les lésions closes, dans le parenchyme mammaire, dans les ganglions, la constatation de bacilles acido-résistants est univoque, elle impose le diagnostic tuberculose.
3° Inoculation. — - Lorsque l’examen microscopique a été négatif, ou lorsque la nature des produits soumis à l'examen ne permet pas d’affirmer la nature des bacilles acido-résistants trouvés à l’examen microscopique on doit tenter l’inoculation des produits pathologiques. Celle-ci pourra déceler une tuberculose dont les bacilles, trop rares, étaient restés jusque-là introuvables.
On s’adressera au cobaye (voir p. 491). En général, on l'inoculera sous la peau de la cuisse, surtout avec les produits souillés (expectorations, pus), moins capables, par cette voie, de créer une septicémie rapidement mortelle. Si les produits sont supposés p.eu virulents et recueillis purement, s’ils sont trop abondants (sérosités) on les introduira dans le péritoine, î Le procédé de la mamelle consiste à inoculer le produit dans une mamelle de cobaye en lactation ; au bout de cinq à dix jours, on peut constater des bacilles dans le lait.
On inoculera toujours de grandes quantités (20 à 50 cc.) de sérosités suspectes, ou (ce qui est préférable) on inoculera le culot produit par la centrifugation aseptique de 50 centimètres cubes environ) .
4° Injection sous-cutanée de tuberculine. — La tuberculine brute est un extrait glycériné de cultures pures du bacille de la tuberculose (voir p. 500) .
A. Principe. — Koch a proposé, en 1890, de faire, a l’homme tuberculeux, des injections de ce liquide pour déceler la présence de la tuberculose. En injectant, sous la peau, 0cc,00i de tuberculine, on n’obtient aucun effet chez l’homme sain, tandis qu’on
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observe une violente réaction chez le tuberculeux. Quatre ou cinq heures après l'injection, surviennent des frissons, de l’abattement, des vomissements et une élévation de la température rectale à 39°, 40° et même 41°. Cet état dure douze à quinze heures.
B. Caractères de la réaction a la tuberculine chez les bovidés. — Si l'opinion formulée par Koch en 1890 sur l'action curative de la tuberculine est encore discutée actuellement, il n’en est pas moins définitivement acquis, comme Koch l’avait indiqué, que l'injection dans un organisme tuberculeux de l’extrait des cultures du bacille spécifique détermine une réaction fébrile qui fait totalement défaut chez les animaux sains, alors même qu’ils sont soumis à l’action d’une dose plus grande de tuberculine.
C’est ce fait surtout qui dès sa publication a retenu l’attention des vétérinaires, et au lendemain de la nouvelle communication de KocHSwr le traitement de la tuberculose les journaux vétérinaires relatent les expériences réalisées dans le but de vérifier les propriétés diagnostiques de la tuberculine.
Les premières observations sont de Guttmann, bientôt suivies de celles recueillies par Roeckl et Schuetz, Baxg et Salomonsen, Lydtin, Nocard.
En France Nocard s’est fait dès le début l’apôtre de la tuberculine ; après avoir largement expérimenté il entreprit une campagne de conférences et de démonstrations qui aboutit à la généralisation de la méthode.
La réaction caractéristique à la tuberculine se traduit par une élévation thermique qui apparaît de la sixième à la douzième heure après l’injection sous-cutanée, et qui atteint son maximum de la douzième à la vingt-et-unième heure, pour retomber à la normale de la vingt-quatrième à la quarantième heure. La réaction thermique, c’est-à-dire la différence entre la température maxima et la moyenne des températures avant l'injection varie entre un degré et deux degrés et demi. Dans quelques cas très rares, la réaction peut débuter plus tôt ou au contraire seulement de la quatorzième à la dix-huitième heure :
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dans ce dernier cas le maximum est atteint beaucoup plus tard
(ïlüTYRA etMAREKy.
Le nombre des pulsations et des respirations suit l’ascension thermique, il n’est pas rare pourtant de ne noter aucune modification. On observe quelquefois de l’abattement, de l’inappétence et des frissons entre la sixième et la huitième heure. Cette réaction organique est en général bien peu marquée.
On ne saurait tirer de 1 intensité de la réaction aucune indication sur l’étendue, la gravité, l’âge des lésions tuberculeuses. Le plus souvent l intensité est en rapport inverse avec la gravité des lésions, les animaux réagissent d’autant moins qu’ils sont plus tuberculeux, la réaction peut même faire défaut chez les animaux amaigris, chez les bêtes phtisiques.
Appréciation de la réaction à la tuberculine. — Malgré le grand nombre de leurs observations, les expérimentateurs les plus autorisés ne se sont pas toujours mis d’accord sur les principes de l’appréciation de la réaction à la tuberculine.
D'après Nocard on devait Considérer comme tuberculeux les animaux dont la température s’élevait de l°o au-dessus de la moyenne des températures avant l’injection ; une hyperthermie de huit dixièmes de degré à un degré quatre dixièmes n’aurait entraîné que la suspicion. Nocard proposait dans ce dernier cas de renouveler la tuberculination un mois plus tard avec une dose plus élevée de tuberculine.
Pour Eber la réaction est positive toutes les fois que la température, — qui doit être inférieure ou au plus égale à 39°5 au moment de l’injection, atteint 40 degrés. On doit classer parmi les réactions positives toute hyperthermie de 1 degré, si la température maxima, sans atteindre 40, oscille entre 39°5, et 40 degrés. Les animaux sont déclarés suspects quand la température, sans atteindre 40 degrés, est supérieure à 39°5, alors que l'hyperthermie est inférieure à 1 degré.
Lorsque l’on applique la tuberculine non plus pour le diagnostic d’un cas de tuberculose, mais dans le but d’éliminer tous les animaux dangereux d'un effectif, c’est-à-dire les tuberculeux et les suspects, on doit appliquer les principes d’Ostertag. On considère comme suspects tous les animaux dont latempé-
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rature dépasse 39°5 et se montre supérieure de 0°5 au minimum, à la température initiale.
Chez les jeunes animaux (veaux jusqu’à six mois), l’élévation de la température au-dessus de 40 degrés, accompagné d’une différence de 0°5 entre la température maxima etla température initiale, est une réaction positive (Eber).
En général, les congrès et les auteurs se sont rangés à cette nouvelle interprétation.
Le congrès de Budapest (1905) a admis en effet que chez les bovidés dont la température ne dépasse pas 39°5 au moment de la tuberculination, la réaction doit être déclarée positivetoutes les fois que la température atteint 40 degrés ; par contre, le résultat est douteux, quelle que soit la différence entre la température initiale et la température maxima, quand le plus haut relevé thermique est entre 39°5 et 40 degrés.
Hutyra et Marek (1909), ne se sont pas rangés à l’avis exprimé par la majorité et proposent les principes suivants : Les bovidés ayant plus de six mois doivent être considérés comme tuberculeux lorsque 1 hyperthermie est au moins de 1°5 ou lorsque la température maxima dépasse 4») degrés, à condition que dans ce cas la différence des températures soit au moins de 0°5. Le résultat de 1 injection doit encore être considéré comme positif lorsque l'hyperthermie est de 1 degréàl°4, à condition que la température maxima soit supérieure à 39°5 et que la tuberculination s’accompagne d une réaction organique.
Chez les veaux (ayant moins de six mois) seule une élévation de température supérieure à 40°5 permet de déclarer les animaux infectés.
Lorsque la température n’atteint pas 39°5, l’hyperthermie, même de 1°4, en l’absence de réaction organique et de tout signe clinique de suspicion, ne fournit aucune présomption sur l’existence de la maladie. .
Cette méthode d’appréciation a fourni 98 p. 100 d’indications exactes contrôlées à l’autopsie.
Nocard et Rossignol constatent la réaction 32 et 48 jours après l’infection expérimentale par les voies digestives ; 19 et 32 jours après l’inhalation du matériel infectant, 13 jours après
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l’inoculation dans la mamelle. L’aptitude à réagir peut être constatée huit jours après l’inoculation sous-cutanée ou lingestion de produits tuberculeux (Royal Agricultural Society). Elle peut n’apparaître que 51 jours après l’infection.
Technique de la tuberculination. — La tuberculine telle qu’elle est délivrée (tuberculine brute) doit être diluée pour l'usage dans neuf parties d’une solution de phénol à 5 p. 1000. La dose de tuberculine brute à injecter sous la peau pour provoquer la réaction varie suivant l’espèce, la taille et l’âge des animaux. On indique généralement :
Pour les bovidés adultes suivant la taille : 30 à 50 centigrammes.
Pour les jeunes bovidés au cours delà première année : 20 centigrammes.
Pour les veaux jusqu’à six mois : 10 centigrammes.
Pour le cheval, les doses sont les mêmes que pour les bovidés.
Pour le mouton et la chèvre : 2-3 centigrammes.
Pour le porc : 5-10 centigrammes.
Pour le chien : 5 centigrammes.
L’injection est faite dans le tissu conjonctif sous-cutané — et non dans les muscles. Après avoir coupé les poils et nettoyé avec un liquide antiseptique, on injecte le plus souvent sur les faces latérales de l’encolure ou en arrière de l’épaule. Douze heures au moins avant la tuberculination les animaux sont placés dans des étables bien ventilées, à température moyenne, où ils doivent être maintenus pendant la réaction. La tuberculination ne doit jamais être pratiquée sur des animaux au pâturage, les variations de la température du corps sous les influences atmosphériques empêchent toute interprétation des conséquences de la tuberculination. Les animaux sont nourris dans les conditions habituelles, ils doivent toujours être abreuvés une heure au moins avant tout relevé thermique.
L'injection est pratiquée le soir vers neuf heures et les températures relevées le lendemain toutes les deux heures, à partir de six heures du matin, au moins jusqu'à six heures du soir. Pourtant si la réaction n’est pas apparue on doit prolonger
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la prise des températures, pour éviter les erreurs liées à une réaction tardive.
Malm et Kitt ont préconisé l'injection intra-veineuse. En opérant avec la dose indiquée pour l'injection sous-cutanée, on peut observer la réaction cinq à dix heures après 1 intervention.
Conséquences de la tuberculination. — La tuberculine qui peut causer des désordres extrêmement graves chez l'homme tuberculeux est beaucoup mieux supportée par les bovidés tuberculeux, à des doses proportionnellement plus élevées ; onne constate pas, le plus souvent, de troubles qui traduisent une aggravation des signes locaux ni de perturbations graves de l’état général.
Pourtant, dans les formes graves de tuberculose généralisée, l’injection de tuberculine précipite l’évolution, les animaux succombent plus rapidement. La tuberculine provoque dans tous les cas de lhyperémie au voisinage des lésions.
Influence de la tuberculine sur la sécrétion lactée. — L'injection de tuberculine occasionne, dès les premières heures, une faible diminution du lait, diminution qui s’accentue dans les douze heures suivantes, plus marquée encore dans les douze autres heures, puis décroît fortement, si bien qu’au troisième jour la sécrétion lactée est rétablie dans toute son intégrité. La perte moyenne en lait chez les animaux ayant donné une réaction positive est de 1 kgr. 9i0 par vache, tandis que chez ceux qui n’ont pas réagi, elle n’est que de 0 kgr. 926 (Tiraboschi).
Accoutumance à la tuberculine. — L’injection répétée de tuberculine à des bovidés tuberculeux détermine chez la plupart d’entre eux un certain degré d’accoutumance qui se traduit par une réaction faible ou nulle à une nouvelle injection de tuberculine. Cette accoutumance, qui peut être créée par une seule inoculation de tuberculine, disparaît asssz rapidement et, quatre semaines après la première intervention (Nocard) il est possible de soumettre les animaux à une nouvelle épreuve dans les mêmes conditions et avec les mêmes résultats que chez les animaux non encore tuberculinés.
Vallée a constaté qu’une première injection de tuberculine sensibilise l'animal tuberculeux et qu'il réagit plus rapidement et
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d’une façon moins durable à la seconde ou à la troisième tuberculination qu’à la première.
Dans les cas où le vétérinaire soupçonnera qu’une injection de tuberculine a été antérieurement pratiquée, l’injection sera faite, le matin vers cinq ou six heures, avec une dose de tuberculine double de celle que l’on utilise ordinairement (8 centimètres cubes de tubertuline diluée au dixième, pour les grands animaux, 4 centimètres cubes pour ceux de petite taille) ; les températures seront relevées toutes les deux heures à partir du moment de l’injection jusque vers la quatorzième ou quinzième heure. La réaction est mesurée par l'écart entre la température au moment de l'injection et la plus haute température relevée durant les heures qui suivent. Tout animal qui fournira une réaction de 1°5 devra être considéré comme tuberculeux ; une réaction entre 0°8 et 1°5 entraînera la suspicion.
Des expériences analogues ont été rapportées depuis et pratiquées avec le même succès par Malm, Lignièrfs et Mettaru, Reeser. La dose simple de tuberculine peut produire comme la dose double une réaction précoce lors d’une première intervention (S. Arloing, Zabala).
L’administration préalable de 30 grammes d’acétanilide serait capable d'empêcher la réaction fébrile (Storch).
Les défaillances de la tuberculine . — On est obligé de reconnaître que, pour parfaite qu elle soit, la tuberculine n’en expose pas moins à des erreurs et que dans quelques cas les indications recueillies du vivant de l’animal ne sont pas confirmées à l’autopsie.
Avant de proclamer la défaillance de la tuberculine, il faut pouvoir affirmer que l’autopsie a été pratiquée complètement. Le plus petit foyer tuberculeux inclus dans un parenchyme ou dans un ganglion suffit à déterminer une réaction à la tuberculine.
Ces cas sont d’autant plus troublants que la réaction est généralement d’autant plus marquée que les lésions sont moins accusées.
Quelquefois, toute lésion tuberculeuse macroscopiquement constituée peut faire défaut chez un bovidé qui avait réagi
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nettement à une ou plusieurs injections de tuberculine. Les bacilles tuberculeux introduits dans l’organisme des bovidés sont capables d’y séjourner un temps plus ou moins long sans provoquer de lésions. Orth, (1876), avait mis en évidence la virulence de ganglions en apparence sains chez des lapins tuberculisés expérimentalement. Le même fait constaté chez l’homme se vérifie chez les bovidés. De nombreux expérimentateurs ont démontré pour les animaux de l’espèce bovine l’existence du stade lymphoïde (Bartel et Spieler) : les ganglions sonthypertrophiés, succulents, quelquefois marqués d’un piqueté hémorragique Hottinger. Orth, Arloing, Lignières, Vallée.... ont apporté quelque lumière sur les caractères et sur la virulence des ganglions sans lésion macroscopique. 11 serait possible de diminuer le nombre des tuberculoses occultes en complétant l’autopsie par l’analyse histologique (Arloing) ou parla recherche des plus petits tubercules à l’aide de la loupe, ou grâce aux modifications que font subir la congélation ou la déshydratation par le chlorure de sodium, suivant que ces agents physiques exercent leur action sur les tissus sains ou sur les tissus déjà lésés (Vallée).
Ces constatations expliquent certaines prétendues défaillances de la tuberculine, elles sont peut-être aussi la cause des réactions spécifiques observées che'z des animaux reconnus non tuberculeux mais qui présentaient des lésions de distomatose (fréquentes dans le foie des bovidés) ou d’échinococcose. On peut supposer que dans bien des cas les animaux recélaient quelque lésion minime qui a pu échapper à l’observateur ou encore que les lésions étaient au stade lymphoïde, c’est-à-dire impossibles à déceler sans l’intervention des moyens du diagnostic microscopique.
Lq réaction peut faire défaut chez les animaux tuberculeux amaigris, phtisiques. Chez quelques-uns de ces animaux, l’autopsie montre des lésions calcifiées ne renfermant plus de bacilles vivants (Hutyra et Marek), le plus souvent il s'agit de lésions massives, calcifiées ou non ; d’autre part, on sait que, très généralement même, les lésions calcifiées renferment encore des bacilles vivants (Rabinowitsch) .
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La tuberculine chez les bovidés vaccinés. — Au cours des nombreux essais de vaccination qui ont été entrepris depuis von Behring, les expérimentateurs ont reconnu que la tuberculine ne pouvait pas être utilisée pour suivre les phases de l’immunisation. Les jeunes bovidés neufs qui reçoivent des bacilles tuberculeux virulents ou modifiés réagissent après quelque temps à l’injection de tuberculine. L’aptitude à réagir persiste longtemps et on ne saurait attendre la non-réaction pour introduire les animaux dans le milieu infecté ouïes soumettre à une tuberculination expérimentale. (Vallée. Eber, Arloing).
S. Arloing, Rodet et J. Courmont ont constaté, que le lapin et le chien tuberculeux ne réagissent peu ou pas, tandis que le cobaye tuberculeux présente de la fièvre, mais au même titre que le cobaye sain.
Marmorek (1905) a montré que l'injection d’une faible émulsion du B. de Koch , suivie, vingt minutes après, d’une injection de tuberculine, donne, en deux à quatre heures, une ascension de 2°, même si le porteur n’a que des traces de tuberculose (i tuberculine-réaction précoce) .
Si on extirpe le foyer tuberculeux (tuberculose expérimentale de la cornée chez le lapin) . la sensibilité de l’animal à la tuberculine disparaît (Trudeau, Baldwin et Kinghorn).
Chez le cobaye, la réaction n’apparaît que le quatorzième jour de l’infection.
Le cobaye tuberculeux de trente à quarante jours est tué par une injection sous-cutanée de 1/4 de centimètre cube de tuberculine ; un millième de milligramme injecté dans le cerveau a le même effet (Lingelsheim, Borrel) .
Réinoculations. — * S. Arloing (1903) a rapproché, des phénomènes généraux produits par la tuberculine chez les tuberculeux, ceux qu’engendre une réinoculation bacillaire intraveineuse chez un sujet déjà tuberculeux. La mort peut survenir dans les vingt-quatre heures avec congestion œdémateuse du poumon. La gravité des troubles causés par cette réinoculation permet de les rattacher sans doute à l’anaphylaxie. La substance nocive est surtout adhérente aux bacilles. Les troubles sont plus considérables que ceux provoqués par la tuberculine (troubles
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surtout respiratoires). L’accoutumance aces injections s’établit encore plus vite que l’accoutumance à la tuberculine. En somme, chez un animal déjà tuberculisé, l'injection intraveineuse d’une nouvelle dose de bacilles s’accompagne de troubles immédiats plus graves qu'une injection de tuberculine.
Calmette et Breton (1906) ont montré que l’ingestion de produits tuberculeux, même tués par la chaleur, est dangereuse (comme la tuberculine) pour les animaux tuberculeux. Le lait tuberculeux même cuit peut être dangereux pour les tuberculeux.
C. Réactions locales. — Von Pirquet ayant signalé que le dépôt de tuberculine sur une scarification chez un individu tuberculeux provoque des phénomènes dont la manifestation peut être utilisée pour le diagnostic, cette assertion fut immédiatement appliquée par Vallée à la recherche de la tuberculose des bovidés. Les premiers résultats furent encourageants.
Des scarifications provoquant un léger suintement de sang et imprégnés de tuberculine diluée dans son volume d’eau bouillie deviennent le siège de phénomènes inflammatoires chez les bovidés tuberculeux. La réaction apparaît généralement à la trente-sixième heure ; elle persiste huit à quinze jours. La cutiréaction est nette chez les bovidés et aussi chez les chevaux atteints de la maladie naturelle ou infectés expérimentalement par les voies digestives avec un bacille virulent. Elle fait défaut chez les animaux infectés expérimentalement par d’autres voies et surtout par un bacille dont les caractères pathogènes sont plus ou moins modifiés (F. Arloing). De nombreuses expériences de contrôle entreprises de tous côtés ont rapidement montré la valeur toute relative de la cuti-réaction pour le diagnostic de la tuberculose des animaux. Si la réaction positive est un signe certain de tuberculose, par contre des animaux tuberculeux ne fournissentaucune réaction. Les bovidés atteints d’actinomycosé, comme avec l’injection sous-cutanée de tuberculine, donnent une cuti-réaction ébauchée ; les bovidés sains ç>u atteints d’affections diverses (distomatose, diarrhée chronique, ne donnent pas de réaction (Moussu). La cuti-réaction n'est pas obtenue chez le chien tuberculeux.
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Quelques semaines après vonPirquet, Wolff-Eisner signalait qu'il avait obtenu une réaction en déposant de la polline sur la conjonctive des animaux atteints de rhume des foins, il eut l’idée d’appliquer cette méthode au diagnostic de la tuberculose.
Vallée propose l’empioi de cette réaction chez les animaux tuberculeux et ses premières observations sont rapidement confirmées. L’instillation de tuberculine sur la muqueuse oculaire des bovidés tuberculeux provoque suivant l’intensité de la réaction la série des phénomènes suivants : larmoiement, ptosis, congestion de la conjonctive, œdème de la paupière et du corps clignotant, écoulement de muco-pus. Tous les expérimentateurs se sont mis d’accord pour reconnaître la valeur de la méthode. (Irr et Claude, von Pirquet et Schnürer, Guérin et Delattre, Pieroni, . . .) et les plus nombreux la trouvent de beaucoup préférable à la cuti-réaction.
La réaction oculaire, comme la réaction cutanée, lorsqu’elle existe, est un signe certain de tuberculose; mais elle peut faire défaut chez des animaux tuberculeux. Son appréciation est difficile et les réactions ébauchées, ne se traduisant que par de la rougeur dans les six ou huit heures qui suivent l'instillation, sont d’une interprétation embarrassante (Wôlffel, Jugeât). Le réactif proposé pour la recherche de l’oculo-réaction est extrêmement variable. Vallée préconise tout d’abord la tuberculine brute diluée au dixième ; Guérin et Delattre utilisent la même tuberculine. diluée à parties égales dans l’eau distillée: Jugeât des dilutions à 1 p. 10, 1 p. 20, 1 p. 30.
L’ophtalmo-réaction n'est pas plus certaine dans ses indications que la cuti-réaction, mais elle est d’une technique plus commode. Elle offre en outre l'avantage de pouvoir être obtenue chez un grand nombre des animaux hyperimmunisés contre la tuberculine (Foth).
Lignières a constaté que la simple friction de tuberculine sur une région sous le feu du rasoir permet d’observer une succession de phénomènes réactionnels chez les animaux tuberculeux. C’est pour cette réaction que Lignières voulait faire admettre la dénomination de cuti-réaction, le terme de dermoréaction devant désigner la cuti-réaction. L’usage a prévalu la
LE BACILLE TUBERCULEUX DE KOCH
méthode préconisée par Lignières est la dermo-réaction, la méthode primitive avec scarification ayant conservé le nom de cuti-réaction. La dermo-réaction donne les mêmes résultats que les autres modes de réaction locale, elle peut faire défaut chez les animaux tuberculeux (Vallée).
Lignières a montré tout le parti qu'il serait possible de retirer de l’association des diverses réactions locales à la tuberculine. Il a proposé sous la désignation abrégée O. G. D. R. un procédé qui consiste à pratiquer simultanément sur un animal l ophtalmo-, la cuti- et la dermo-réaction. Associées de cette façon, les diverses méthodes se complètent mutuellement et les renseignements fournis par chacune d’elles s’ajoutent pour transformer des indications douteuses en une suspicion très nette. Les résultats apportés par Lignières, ont été confirmés parPANizzA, L affranchi, Lignières et Bossu
MM. Moussu et Ch. Mantoux ont proposé d’appliquer "aux animaux lintra-dermo-réaction qui avait donné à l’un d’eux (Ch. Mantoux) des résultats absolument démonstratifs pour le diagnostic de la tuberculose chez l’homme. On injecte dans l’épaisseur du derme un dixième à un cinquième de centimètre cube de tuberculine brute diluée au dixième; on choisit de préférence, chez les bovidés, l’un des plis cutanés qui vont de la base de la queue à la marge de l'anus. Chez tous les animaux tuberculeux il se fait dans les vingt-quatre heures une réaction locale très vive qui se traduit par de l hyperesthésie, de l’épaississement du derme et une plaque d’œdème sous-cutané. L'intra- dermo-réaction est d’application facile chez le porc, l’inoculation diagnostique est pratiquée de préférence à la base de l’oreille. Chez les sujets à peau non pigmentée le seul examen objectif suffit pour constater le résultat, chez les autres il serait nécessaire de recourir à la palpation pour apprécier les modalités de la réaction ; les résultats obtenus chez des chèvres et des moutons montrent que l’inoculation intra-dermique pourrait être utilisée.
Plus récemment, Vallée et Fernandez ont proposé, sous le nom de sous-cuti-réaction, l'injection sous-cutanée d'une quantité déterminée de bacilles tuberculeux dégraissés à froid ; l'injec-
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tion se pratique à la base de l’oreille. La réaction apparaît vingt-quatre heures après l'intervention et elle est encore appréciable pendant plusieurs jours. Les résultats obtenus -sont très encourageants, la méthode serait applicable aux animaux préalablement tuberculinés.
On peut également imprégner la muqueuse vaginale de tuberculine (J. Richter). Ce procédé pourrait être associé à l’une ou l'autre des réactions locales. On pourrait de la même façon recourir à la rhino-ré action ou à la recto-réaction qui ont été observées chez l'homme, mais qui, chez les animaux, n'ont aucun intérêt pratique.
Ces différents modes de réaction locale à la tuberculine, dont la pratique vétérinaire, avant tout simple et économique, devait largement bénéficier, se présentent actuellement comme des procédés de diagnostic d’une valeur inégale. La cuti réaction, est d’une technique difficile et les résultats sont trop incertains pour que cette méthode soit recommandée. La dermo réaction présente les mêmes inconvénients. Il ne convient pas de partager le pessimisme de quelques expérimentateurs (Vander Heyden) qui dénient toute valeur à l’oculo-réaction et, malgré la sensibilité de la muqueuse à laquelle on s’adresse, la méthode reste Fune des meilleures. Pour éviter l’action irritante des produits de culture du bacille de Koch, il est préférable de n utiliser pour Foplïtalmo-réaction que de la tuberculine purifiée par précipitation alcoolique (Léon Petit]'.
Lorsque les indications d’une première oculo-réaction sont insuffisantes, la muqueuse oculaire ne s’en trouve pas moins sensibilisée, chez les animaux tuberculeux, vis-à-vis d'une nouvelle instillation de tuberculine. La seconde réaction est plus intense que la première. La sensibilisation existe même vis-à-vis d'une injection sous-cutanée : il se fait un réveil de Foculo-réaction primitive, (Guérin et delattre, Slatineanu, Lemaire, Vallée, Calmette, Breton et Petit, Jugeât, Morel, )
L’intra-dermo-réaction semble avoir conquis parmi les réactions locales la préférence des praticiens. Elle réduitau minimum la technique de l'opération, puisqu’il n’est pas nécessaire de
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raser, de scarifier ou de relever des températures. Elle met à l'abri des fraudes auxquelles exposent la cuti et l’oculo-réaction, puisqu’elle se présente comme une véritable inoculation. Malgré les critiques expérimentales dont elle a été l’objet (Vallée; Deglaire et Herbet ; Foth) P intra-dermo- réaction paraît être d’une sensibilité beaucoup plus grande que les autres modes de réaction locale. Pour pallier aux imperfections toujours possibles, on pourrait associer (Vallée), pour la recherche delà tuberculose, l’intra-dermo-réaction et l’oculo- réaction. On obtiendrait dans ces conditions des résultats à peu près certains ; néanmoins l'expérimentation, déjà largement pratiquée, démontre que l'inoculation sous-cutanée de tuberculine reste le procédé de choix du diagnostic.
D. La tuberculine chez les animaux autres que ceux de l’espèce bovine. — La tuberculine peut être utilisée pour le diagnostic de la tuberculose chez les animaux autres que ceux de l’espèce bovine, mais elle ne donne pas toujours des indications aussi exactes, aussi faciles à interpréter.
Banc a montré que les résultats de la tuberculination sont certains chez le cheval, Eichhorn est arrivé aux mêmes résultats chez la chèvre, Mayer pour la chèvre et le mouton.
Pour le porc, Schrôder et Mohler ont montré qu’il était facile d’éviter les indications incertaines recueillies jusqu’alors, en immobilisant les animaux. On doit apprécier les différences thermiques entre les relevés faits à la même heure avant et après l'injection. En ne sacrifiant que les animaux ayant présenté une hyperthermie durable d’au moins 0°5 (1° Fahr.).. Schrôder et Mohler n’ont observé que deux défaillances sur 68 porcs éprouvés. Luckey, a obtenu d’excellents résultats en suivant les mêmes indications.
C’est surtout chez le chien que la tuberculine laisse le praticien dans l’embarras. 11 se produit une élévation de température de 0°7 à 1°5 chez quelques animaux tuberculeux, mais de nombreux chiens infectés ne donnent aucune réaction. La réaction à la tuberculine, lorsqu'elle se produit, est précoce, elle apparaît cinq ou six heures après l'injection.
SERO- DIAGNOSTIC
5° Sérodiagnostic par l’agglutination. — L’agglutination du B. de Koch par les humeurs des tuberculeux n'était pas possible, au moment de la découverte du séro-diagnostic typhique, parce qu'on ne savait pas obtenir des cultures agglutinables.
1. Historique. — En 1898, S. Arloing ‘fit connaître un procédé pour obtenir des cultures liquides homogènes de Bacille de Koch \ et montra que ces cultures pouvaient être agglutinées par le sérum des hommes tuberculeux ou des animaux tuberculisés, créant ainsi le séro-diagnostic de la tuberculose1 2.
Certains perfectionnements dans l'obtention et le choix des ' cultures homogènes3, et surtout les applications au diagnostic de la tuberculose humaine, et la signification générale de la séro-réaction tuberculeuse furent étudiées par S. Arloing et Paul Courmont dans de nombreuses publications.
Dans les cas de tuberculose dite médicale la séro-réaction est positive chez 88 p. 100 des malades évidemment tuberculeux, elle décèle encore 34 p. 100 de tuberculeux latents chez les malades non tuberculeux en apparence et 26 p. 100 chez les sujets sains en apparence. En général ce sont les tuberculoses les moins graves qui donnent des agglutinations les plusaccusées et réciproquement, ces constatations prouvent la valeur de la méthode pour le diagnostic précoce de la maladie.
Le séro-diagnostic peut servir également chez l’homme (P. Courmont) à déterminer la nature des épanchements. On peut ainsi faire un séro-diagnostic de la localisation de l'infection. Les résultats les plus démonstratifs concernent les pleurésies, les indications du séro-diagnostic concordent toujours avec celles
1 S. Arloing. Sur l'obtention de cultures et d'émulsions homogènes du Bacille de la tuberculose humaine en milieu liquide, C. R. do l'Acad. des Sc., 9 mai. 1898.
2 S. Arloing. Agglutination du Bacille de la tuberculose. C. R. de l'Acad. des Sc., 16 mai 1898.
3 S. Arloing et Paul Courmont. De l'obtention des cultures du Bacille de Koch les plus propices à V élude du phénomène de l'agglutination par le sérum sanguin des tuberculeux. C. R. de l'Acad. des Sc., 8 août 1898.
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qui sont fournies par le cyto-diagnostic et l’inoculation au cobaye i.
Le séro-diagnostic de la tuberculose chez les bovidés a été ultérieurement étudié par S. Arloing2.
Le sérum des bovidés agglutine à 1 p. 5; la réaction agglutinante spécifique ne doit être considérée comme caractéristique qu’à partir de 1 p. 10. Les résultats annoncés par Arloing ont été discutés (Beck et Mme Kempner-Rabinowitsch) . En expérimentant avec un bacille de Koch virulent, non modifié, obtenu en émulsion homogène, il ne paraît pas possible de mettre en évidence une propriété agglutinante spécifique du sérum des bovidés tuberculeux (Koch, L. Panisset).
Les résultats négatifs publiés ne sont pas assez nombreux pour infirmer les résultats positifs obtenus par Arloing ; mais de nouvelles recherches s’imposent pour établir définitivement la valeur du procédé Le séro-diagnostic est d’autant plus intéressant qu’il permet d’obtenir des indications chez les animaux fébricitants ou chez ceux qui ont été soumis à des injections préalables de tuberculine, la tuberculination antérieure exagère même le pouvoir agglutinant.
6° Réaction de fixation. — La réaction de Bordet-Gengou (ou par déviation du complément) a été appliquée par Widal et Le £ourd au diagnostic de la tuberculose qui, avec Camus et Pagniez, A. Delille la rencontrent fréquemment chez les tuberculeux; tandis que Wassermann et Brucke. Cohn, Hans, la rencontrent très rarement.
Des recherches systématiques ont montré que la méthode n’est pas utilisable pour le diagnostic de la tuberculose des bovidés (Bach, 1909).
Marmorek a proposé une réaction analogue en employant
1 Le séro-diagnostic de la tuberculose chez l’homme est traité avec beaucoup plus de détails dans le Précis de Bactériologie de J. Courmont, 1941, 4e éd. Collection Testut:. O. Doin éd.
2 S. Arloing. Séro-diagnostic de la tuberculose sur les animaux d’espèce bovine. Journ. de Méd. Vétérinaire et de Zootechnie de l’Ecole vétérinaire de Lyon, septembre 1900, p. 449.
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le sérum ou l'urine du malade comme antigène et un sérum antituberculeux comme anticorps.
7° Réaction de précipitation. — Bonome (1907) le premier eut l’idée d’appliquer le principe de la précipitation au diagnostic de la tuberculose. De nombreux essais ont été faits chez l’homme en utilisant comme antigène les diverses tuberculines. Vallée et Flnzi pour le diagnostic des tuberculoses animales préconisent les deux méthodes suivantes :
a. Mettre en contact le filtrat sur papier des cultures du bacille de Koch d’origine bovine et le sérum des animaux suspects (4 p. de sérum et 1 p. de bouillon filtré), séjour à l’étuve, 1 à 2 heures et à la température du laboratoire pendant le même temps. Le sérum des animaux infectés provoque un trouble qui se rassemble en un précipité blanc, floconneux.
b. Le second procédé, repose sur un principe tout à fait différent. Le sérum du cheval hypervacciné contre la tuberculose (suivant les indications de Vallée) mis en contact avec le sérum des animaux infectés provoque la formation d’un précipité . On met en contact 1 partie du sérum suspect, 2 parties du sérum byperimmun, 2 heures à l’étuve à 38 degrés. Les deux procédés fournissent des indications parallèles et toujours très nettes, ils ontété expérimentés avec le sérum du bœuf, du chien, et du cheval. Le précipito-diagnostic est spécifique. Les bovidés attteints d’entérite chronique hytpertrophiante, qui réagissent à la tuberculine aviaire, ne donnent pas le précipito-diagnostic.
8° Propriétés lécithinophiles du bacille tuberculeux. Réactivation du venin de cobra. — Le venin de cobra est hémolysant [actif] pour les globules rouges de certaines espèces animales mais non pour ceux d’autres espèces [bœuf, chèvre) ; il le dévient [réactivation] si on lui ajoute soit du sérum sanguin, soit de la lécithine.
La lécithine, même chauffée, conserve cette propriété de réactivation du venin de cobra; par contre, le chauffage enlève à certains sérums cette propriété de réactivation et la laisse intacte chez d’autres ; ces derniers sérums gardent cette pro-
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priété parce que précisément ils renferment de la lécithine sur laquelle la chaleur n’agit pas. Par conséquent, la propriété de réactiver le venin de cobra, malgré le chauffage, indiquera que ces sérums contiennent de la lécithine. Précisément, le sérum de l’homme ne renferme pas de lécithine s’il est sain, et en contient s’il est tuberculeux ; donc la réactivation du venin de cobra par un sérum humain chauffé indiquera que cet homme est tuberculeux (Calmette, Massol, Breton).
Un autre procédé est indiqué par les mêmes auteurs (1908). La tuberculine et le bacille de Koch présentent une grosse affinité pour la lécithine et la fixent (5 milligrammes de bacilles secs fixent 1 milligramme de lécithine). Si, donc, on mélange des bacilles de Koch à des sérums de tuberculeux chauffés, la lécithine de ces derniers est fixée, neutralisée et les sérums ainsi traités ne réactivent plus le venin de cobra.
9° Opsonines. — Wright appelle opsonines les substances du sérum qui, ajoutées in vitro aux phagocytes, favorisent la phagocytose vis-à-vis du microbe pathogène d’une infection donnée (page 338).
L'indice opsonique est le rapport entre le pouvoir opsonique d’un sujet (infecté par le bacille tuberculeux, par exemple) et celui d’un individu sain de même espèce. Lorsque celui-ci est voisin de la normale, le sujet est probablement sain; lorsqu’il est très bas, il indiquerait une tuberculose circonscrite, et très haut une tuberculose guérie. Les observations de très nombreux auteurs n'ont pas confirmé la valeur de la méthode de Wright au point de vue diagnostique ; mais elle aurait une certaine importance au point de vue du pronostic et de la direction d’une cure parla tuberculine. Les moyens expérimentés sur les petits animaux de laboratoire, n’ont été utilisés que pour le traitement de la tuberculose humaine.
I) Thérapeutique bactériologique
On a tenté, de plusieurs façons, la guérison de la tuberculose par des moyens bactériologiques.
THÉRAPEUTIQUE BACTÉRIOLOGIQUE
1° Hémothérapie. — En 1888, Richet et Héricourt, injectent du sang de chien normal ou tuberculisé. Ils voient une augmentation de la survie des animaux ainsi traités. Bertin etPicQ (1890), Lépine (t891) utilisent le sang de chèvre, Viquerat (1894), Redon et Chenot injectent du sang d’âne sain ou tuberculisé. Cadiot, Behring injectent le sang du poulet et du dindon. Aucun résultat notable.
2Ù Toxinothérapie. — Elle a été proposée par Koch et tentée à l’aide de la tuberculine brute , puis de la tuberculine R. Les applications qui en ont été faites, avant la fixation de la technique actuelle, furent cliniquement et expérimentalement déplorables.
Le traitement par la tuberculine cle Koch, dans des cas cliniques bien choisis, conduits avec une grande prudence pour éviter les réactions possibles, a paru, ces dernières années, seconder heureusement les moyens habituels dirigés contre la tuberculose.
3Ü Bactériothérapie. — Préconisée par Koch, puis par Behring l'inoculation des bacilles desséchés à des phtisiques ne s’est- pas toujours montrée inoffensive, elle n’a jamais donné de résultats appréciables.
4° Sérothérapie. — Actuellement tous les efforts tendent à obtenir un sérum antitoxique et bactérioly tique.
A. Behring et Knorr (1895), Maragliano, Niemann (1896), Maffucci et Di Yestea,... ayant imprégné divers animaux avec des bacilles ou de la tuberculine, démontrèrent la présence d’une antitoxine dans le sérum de ces animaux. De tels sérums n’exercent pas une action curative chez le cobaye tuberculeux, cependant ils augmentent sensiblement sa survie.
Le sérum de Marmorek a été très employé depuis quelque temps.
Carl Spengler (1908) estime que les anticorps les plus actifs du sang, chez un sujet immunisé,- sont contenus dans les globules rouges ; aussi emploie-t-il des hématies dissoutes dans une solution hémoly santé de formol.
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Calmette et Massol (1909) ont montré que le sérum d’un bovidé, traité par des inoculations intraveineuses de bacilles bovins, cultivés sur bile de bœuf glycérinée, a un pouvoir précipitant sur les diverses tuherculines.
Le sérum d’un cheval hyperimmunisé par Vallée (pouvant recevoir sans dommage des inoculations intraveineuses de doses élevées de bacilles humains virulents) précipite énergiquement la solution à 1,10 de tuberculine brute dans l’eau physiologique, surtout à la température de l'étuve. Ce sérum est en même temps antiinfectieux, agglutinant, fixateur du bacille et des extraits bacillaires.
article II
BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE
Il a été décrit par Koch en même temps que celui des mammifères (1884). Ribert l’avait signalé dès 1883.
A) — Discussion sur l’unité
L’unité de la tuberculose des mammifères et de celle des oiseaux était admise, lorsqwen 1888, Straus et Würtz annoncèrent qu’ils avaient échoué en faisant ingérer à des poules une grande quantité de crachats de phtisiques. Rivolta (1889), Maffucci, Straus et Gamaleïa (1891), Koch soutiennent alors la théorie de la dualité. J. Courmont et Dor (1891), Cadïot, Gilbert et Roger (1891), défendent celle de l'unité.
La théorie de la dualité repose sur les différences morphologiques ou biologiques minimes que nous allons décrire entre les deux microbes, mais surtout sur la non production de la tuberculose type Villemin chez les mammifères par inoculation de la tuberculose aviaire et sur la non-inoculabilité de la tuberculose des mammifères à l’Oiseau.
Il est jpossihle d’infecter les poules Rvec les bacilles humains ou bovins et, réciproquement, la tuberculose des poules.
DISCUSSION SUR l’üNITÉ
inoculée au cobaye et au lapin, reproduit parfaitement le type Villemin (J. Courmont et Dor). Càdiot, Gilbert et Roger obtiennent les mêmes résultats. Ces faits ont été confirmés depuis par Rabinowitsch, Mohler et Washburn, Oluf Bang, niés par Weber et Bofinger, ces derniers ont constaté pourtant que d’autres mammifères sont sensibles au bacille aviaire notamment le porc ; Rômer avait signalé la réceptivité des bovidés. Shattock, Seligmann, Dudgeon et Panton (1907) notent une réceptivité très faible du cobaye pour le baeille aviaire et soutiennent la dualité du bacille humain et du bacille aviaire. Il y a une adaptation certaine des bacilles aux mammifères d’une part et à la poule de l’autre. Au bout d’un certain nombre de passages, le bacille est adapté plus spécialement au mammifère ou à V oiseau, si bien que l’inoculation d’une lésion de mammifère à un oiseau rencontre de grandes difficultés à être positive, et réciproquement. Mais, si, au lieu d’inoculer la lésion, on fait des cultures et qu’on les propage pendant un certain nombre de générations sur milieux artificiels, l’adaptation disparaît en partie ; l’inoculation de la culture du bacille aviaire peut alors produire, chez le cobaye, une granulie type Ville-min.
Cela est si vrai que ces mêmes cultures, si on les fait repasser une fois sur la poule, se réadaptent rapidement, et, la lésion aviaire, ou la culture qui en provient, ont beaucoup de peine à infecter le mammifère.
Ces faits sont encore controversés. L. Rabinowitsch note que l’inoculation des lésions aviaires au cobaye est plus sévère que l’inoculation des cultures. On ne peut pas formuler de conclusions générales ; il faut enregistrer les faits qui démontrent la grande variabilité du bacille aviaire.
Straus et Gamaleïa avaient avancé que le chien est réfractaire à la tuberculose aviaire. Richet et Héricourt ont montré le contraire.
Nocard (1898) a apporté un nouvel argument à la théorie uniciste en transformant du bacille humain en bacille ayant toutes les propriétés du bacille aviaire, par une série successive de cultures en sac de collodion (voir page 137) dans le péri-
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toine de la poule, Fischel avait déjà (1893) opéré cette transformation en cultivant le B. humain sur l’œuf de poule. Nicolas (1899), S. Arloing et P. Courmont (1900) ont montré que les cultures humaines homogènes, reportées sur* milieux solides, ont acquis les caractères des cultures aviaires, etc.
Bref, la question est jugée. 11 n’y a pas de dualité; il n’y a qu’une adaptation passagère, intéressante pour l’hygiéniste, mais insuffisante à créer une espèce bactérienne.
L. Rabinowitsch (1906) conclut aussi à l’unité, avec adaptation constituant deux variétés. Sur 459 autopsies d’oiseaux Max Koch et L. Rabinowitsch ont trouvé 118 cas de tuberculose et ont isolé 95 races de bacilles. Sur 95 races : 3 présentaient franchement dès la première génération, les caractères des bacilles de mammifères.
La tuberculose aviaire se propage aux rongeurs capturés dans les poulaillers (rats gris, souris grises). Les oiseaux de proie, comme les perroquets, sont très sensibles à la tuberculose dès mammifères.
S. Arloing (1909) a montré : 1° que le bac. des mammifères peut être amené à végéter dans la profondeur du bouillon et à une température élevée (44°-45°) ; 2° que le bac. des mammifères, modifié par ce mode de végétation, produit, sur le lapin, une tuberculose du type Yersin comme le bac. aviaire; 3° que la poule est moins réfractaire qu’on ne le croit généralement aux effets de la tuberculose humaine et bovine introduite par le tube digestif, comme il est permis de s’en convaincre
Fig. 202.
B. tub. aviaire. Culture sur gélose glycérinée , âgée de 15 jours.
ISOLEMENT, CULTURES
en cherchant des lésions microscopiques dans le foie et la rate.
B) — Isolement,' cultures
1° Isolement. — Il est beaucoup plus facile que pour le B. clés mammifères. L’ensemencement direct d’une lésion aviaire donne rapidement des cultures.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie. Végète de + 30° à + 44° et même + 45° (différence avec le B. des mammifères) . T° optima = 37°.
3Ù Cultures sur milieux solides. — Le B. aviaire pousse sur tous les milieux décrits pour le B. des mammifères. Il végète même sur gélose non glycérinée. Les cultures diffèrent par trois caractères : 1° la facilité avec laquelle on les obtient en première génération; 2° leur végétation plus rapide et plus abondante : 3° leur aspect gras et humide, plissé, mou (fig. 202). Ce sont des caractères secondaires. Il existe des cultures de B. des mammifères grasses et humides et des cultures aviaires écailleuses. Les cultures provenant des perroquets, des pigeons, sont presque toujours écailleuses. Les cultures sur pomme de terre prennent fréquemment les teintes décrites par Nicolas (voir page 475). Des cultures homogènes peuvent être obtenues (Nicolas etP. Courmont) .
4° Cultures en milieux liquides. — On les obtient très facilement, en bouillon ordinaire, même simplement en eau glycérinée (J. Coitrmont et Dor). Le plus souvent, il se forme à la surface un voile humide, gras, avec des grumeaux au fond du bouillon qui est légèrement troublé (fig. 203). D’autres fois, il n’y a pas de voile appréciable, et le trouble est uniforme. Le développement est beaucoup plus rapide que celui des B. des mammifères (cinq jours ou moins).
Paul Courmont et J. Nicolas ont obtenu des cultures homo-
532 LE BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE
gènes avec deux échantillons différents. Les caractères sont lés mêmes que pour les cultures homogènes humaines. Elles ne se
B. tub. aviaire. Culture en bouillon, âgée de 15 jours.
sont pas montrées agglutinables, même par les sérums homologues.
G) — Coloration, caractères microscopiques
Il n’y a aucune différence essentielle avec .ceux du B. des mammifères. Les B. aviaires sont peut-être un peu plus longs et
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prennent plus facilement les colorants. Les formes longues sont la règle dans les vieilles cultures.
D) — Caractères biochimiques
Bouveault (1892) a vu que le B. aviaire détruit la moitié des matériaux fixes du bouillon. Comme élément non azoté, il ne consomme presque exclusivement que de la glycérine. Les aliments azotés sont d’autant plus facilement assimilés qu’ils sont plus simples; l’ammoniaque du bouillon a disparu après la culture ; ceux dans lesquels l’azote est assez solidement lié (sarcosine, gélatine, peptone) sont attaqués lentement.
E) — Action pathogène
1° Action naturelle. — La tuberculose aviaire est fréquente ; elle revêt souvent le caractère épidémique, ravageant les poulaillers. Elle s’observe chez la poule, chez le faisan, parfois chez 1 epigeon. Les lésions sont abdominales ; le foie est volumineux, gras, avec de gros tubercules ; la rate hypertrophiée présente des nodosités tuberculeuses ; les granulations existent sur le péritoine et l’intestin. Ces productions abdominales jaunissent, se calcifient, deviennent parfois très dures ; une seule peut peser jusqu’à 7 et 800 grammes. Les poumons sont en général indemnes. Les lésions, le foie surtout, fourmillent de bacilles très faciles à colorfer. Parfois, il n’y a pas de tubercules apparents, mais seulement un énorme foie gras gorgé de bacilles.
Le perroquet est fréquemment tuberculeux avec une forme spéciale. Il présente des tumeurs grisâtres, cornées, occupant les paupières, la conjonctive, les orifices des cavités nasales, les commissures du bec, la langue, la peau de l’aile, les articulations, la crête, la peau de la tête. Si les organes internes sont envahis, les poumons le sont de préférence. Ces lésions contiennent des bacilles du type humain.
L. Rarinowitch a montré qu’il existe cependant des tuberculoses du perroquet à bacilles aviaires (dans les jardins zoologiques).
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Le perroquet serait donc apte à contracter, suivant les milieux, la tuberculose humaine ou aviaire.
Le canari présente de la tuberculose spontanée, tantôt à bacilles humains, tantôt à bacilles aviaires (L. Rabinowitch).
2° Action expérimentale. — S. Arloing et Léon Tripier ont réalisé les premiers (1872) la transmission de la tubercu-
Fig. 204.
Coupe du foie cl'une poule morte 3 mois après l’inoculation souscutanée d’une culture aviaire (J. Cocrmont et Dor).
Bacilles (en rouge) dans les cellules géantes des tubercules.
lose aviaire à la poule , au moineau et au serin, par ingestion des lésions.
A. Poule : a. Les poules, inoculées par une voie quelconque (sous-cutanée, veineuse ou digestive), avec des cultures aviaires ondes lésions d'origine aviaire, deviennent fatalement tuberculeuses. Elles maigrissent et meurent en quatre ou six mois. A l’autopsie on trouve la tuberculose abdominale (surtout hépatique) (fig. 205).
Inoculées dans la veine axillaire, avec une culture bien virulente, elles peuvent mourir, en quinze ou vingt jours dans un
Fig. IV
Poule sacrifiée 3 mois après linoculation sous-cutanée de tuberculose humaine (J. Courmont et Dor).
Fig. 205 (I) foie. — Fig. 206 (11) rate. — Fig. 207 (III) intestin. — Fig. 208 (IV) «oupe d un tubercule hépatique : (1, tissu normal du foie ; 2. centre vitreux du tubercule ; 3, couche de cellules épithélioïdes ; 4, couche limitante de cellules embryonnaires ; C.G.; cellule géante.) — Fig. 209 (V) cellule géante, fortement grossie, du tubercule hépatique précédent (C. G.).
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état d’amaigrissement extraordinaire, sans tubercules, mais avec un foie et une rate énormes, où l’on trouve des bacilles en abondance, ainsi que dans la moelle des os.
b) Inoculées avec des B. humains ou bovins , elles résistent souvent, mais peuvent aussi présenter de la tuberculose chronique (J. Courmont et Dor, Cadiot, Gilbert et Roger).
Fig. 210.
Lapin inoculé, six mois avant, avec des bacilles atténués.
Ostéo- arthrite, du grasset (J. Courmont et Dor).
Lapin inoculé, six mois avant, avec des bacilles atténués. Cavités tuberculeuses intra-osseuses (fémur et tibia) (J. Courmont et Dor).
Les figures 205, 206, 207, 208 et 209 montrent ces lésions.
B. Cobaye. — Le cobaye est plus résistant que le lapin à la tuberculose aviaire.
a) Inoculé, sous la peau de la cuisse, avec des lésions aviaires, il meurt, en un mois environ, présentant un abcès caséeux local souvent non ulcéré, de la tuméfaction des ganglions correspon-
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dants, de la rate ; les bacilles sont abondants dans la rate et dans le foie. Le plus souvent, il n’y a pas de tubercules apparents. Il en est de même, avec l’inoculation intrapéritonéale, pulmonaire ou intraveineuse .
b) Inoculé avec des cultures aviaires, simplement entretenues artificiellement depuis un certain temps, ou ayant passé par le lapin, il présente sept fois sur huit (J. Courmont et Dor) la tuberculose classique type Villemin.
Fig. 212.
Même lapin que celui de la figure 210. Coupe de fongosité péri-articulaire. 2 tubercules. Nombreux bacilles en rouge (J. Courmont et Dor).
C. Lapin. — C’est le réactif mammifère le plus sensible de la tuberculose aviaire. L'inoculation la plus intéressante est l inoculation intraveineuse. Si le lapin en meurt rapidement (sept à quinze jours), ce qui arrive le plus souvent (surtout après l'inoculation intraveineuse), il présente de la tuméfaction de la rate et du foie où les bacilles sont abondants, mais sans tubercules macroscopiques ( type Yersin); s’il survit un mois ou plus, il présente une granulie pulmonaire ( type Villemin). L 'inoculation sous-cutanée engendre un abcès local et les types Yersin ou Villemin. L'inoculation intrapéritonéale fait de la péritonite tuberculeuse. L' inoculation dans la chambre antérieure détermine la fonte de l’œil et la tuberculose généralisée.
J. Courmont et Dor (1891) ont reproduit, chez le lapin, des
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tumeurs blanches typiques (fig. 210, 211 et 212) en leur inoculant, dans le sang, une grande quantité de bacilles très atténués. Pendant cinq mois les lapins sont restés indemnes ; puis, ont apparu les tumeurs blanches, mais aucune lésion viscérale apparente. Le même résultat est obtenu avec des bac. humains ou bovins en culture homogène (Arloing et L. Thévenot).
D. Chien. — Il est bien moins sensible qu’à la tuberculose des mammifères, mais peut mourir d une inoculation intraveineuse avec de la granulie des poumons (Richet et Héricourt).
E. Bovins. — Les bovidés présentent de la fièvre et une suppuration locale qui rétrocède ; pas de généralisation.
F. Porc. — Le porc peut être infecté par ingestion avec le bac. aviaire (de Jong, Titze, O. BANG)..La tub. spontanée du porc est déterminée quelquefois par un bacille aviaire.
G. Animaux a sang froid. — Comme le B. des mammifères (Auché et Hobbs, Ramond et Ravaut). On observe quelquefois des granulations sur le foie et le mésentère. Plus pathogène pour la grenouille que les B. des mammifères.
Le lézard , à l’étuve, est réfractaire à la tuberculose humaine et sensible à la tuberculose aviaire.
F) — Toxines
La tuberculine fabriquée avec des B. aviaires est identique à celle préparée avec des B. des mammifères (Roux). Elle serait beaucoup moins active que la tuberculine humaine ou bovine (Borrel). Elle provoquerait une réaction chez les bovidés atteints d’entérite chronique hypertrophiante (O. Bang), la recherche de cette réaction a été préconisée comme un moyen de diagnostic.
G) — Immunisation
J. Courmont et Dor (1890), avec des cultures atténuées filtrées, Richet et Héricourt (1890), avec des cultures tuées par la clia-
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leur , ont conféré au lapin un certain degré d’immunité contre le B. aviaire, même parfois contre le B. des mammifères.
H) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche du bacille. — 11 est facile. Les bacilles sont nombreux et se colorent bien ; ils se cultivent aisément. On ferait, s’il le fallait, Y inoculation sous la peau de la cuisse de la poule (attendre quatre mois).
2° Injection de tuberculine. — Les essais tentés par inoculation sous-cutanée, dépôt sur la conjonctixe ou à la surface de la peau scarifiée de tuberculine humaine, bovine ou aviaire n’ont donné que des résultats négatifs (Thèse de Baalbeck, 1909). L’intra-dermo-réaction par inoculation dans l’épaisseur de la f crête ou dés barbillons peut être utilisée avec succès (van Es).
article ni
BACILLES DE LA TUBERCULOSE PISCIAIRE ET DE LA TUBERCULOSE DES AUTRES ANIMAUX A TEMPÉRATURE VARIABLE
A. Le bacille de la tuberculose pisciaire a été découvert et I étudié par Bataillon, Dubard et Terre, en 1897, dans des
tumeurs de carpes. Ses caractères de forme (formes filamenteuses et parfois ramifiées dans les vieilles cultures) et de F coloration sont les mêmes que ceux du B. de Koch (fig. 213). 11 est strictement aérobie, immobile.
B. Les cultures sont faciles à obtenir dans les milieux ordinaires ; elles végètent rapidement (4 jours) à basse température
I (depuis 10° ; optimum = 25° ; cultures très pauvres à + 35°). En bouillon : voile à la surface et flocons au fond. Cultures homogènes, difficiles à obtenir par l'agitation. Sur gélose : couche crémeuse ou verruqueuse en trois jours. Sur pomme de terre glycërinée t (milieu de choix) grains savonneux en trois jours. La gélatine
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n'est pas liquéfiée. Le lait n’est pas coagulé, mais devient violacé. Les milieux sucrés deviennent bruns. Les cultures solides tournent souvent au rose.
Sa vitalité est considérable ; des cultures, âgées de 5 ans, peuvent être rajeunies.
Les cultures ont une odeur d’amande amère et une saveur de noisette.
Fig. 213.
B. tuberculeux pisciaire . Culture jeune.
C. Le B. pisciaire est pathogène pour la grenouille, le crapaud, le lézard, la tortue, la couleuvre, le cyprin, la carpe, etc., engendrant de véritables tubercules ou formant des colonies gigantesques avec nécrose des tissus. Il n’est pas pathogène pour les poissons de mer (V. Betegh). Il est primitivement inactif pour le cobaye et les oiseaux ; il peut devenir virulent pour le cobaye. Après avoir accoutumé les bac. pisciaires à cultiver à + 37°, Aujeszky a réussi à infecter le cobaye et même le lapin.
D. Pour Ramond et Ravaud la tuberculine pisciaire serait analogue aux autres. Elle serait inactive, pour Krompecher, Pinoy et Burnet.
E. Le B. pisciaire est-il une race du B. de Koch adaptée aux animaux à sang froid, ou un bacille acido-résistant sans parenté avec le bacille de Koch. La question n’est pas définitivement résolue. On n’est pas parvenu à transformer du B. de Koch en
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B. pisciaire. J. Nicolas et Lesieur ont échoué en faisant ingérer des crachats tuberculeux a des carpes, pendant huit mois. Sacrifiés, ces poissons étaient indemnes mais contenaient des bacilles. C’est le résultat habituel de ces inoculations sur les animaux à sang froid (voir p. 499). Auché et Hobbs n’ont pu, non plus, transformer du B. humain ou aviaire en B. pisciairer par passage sur la grenouille.
Un travail de Bataillon. Moeller et Terre (1902) tendrait à. démontrer l'identité du B. pisciaire et du B. de Koch. Moeller a obtenu, en inoculant des crachats tuberculeux à Y orvet, un bacille idehtique à celui de la carpe.
Terre (1902) est très affirmatif sur la nature du B. pisciaire. Ce serait un B. de Koch adapté aux poissons. 11 en a étudié trèssoigneusement la morphologie, les caractères de culture, la virulence, les toxines.
Tuberculose des autres animaux à température variable. — F. Friedmann (1903) a trouvé, dans des lésions tuberculeusespulmonaires delà tortue marine, un bacille ayant tous les caractères du B. tuberculeux humain , mais poussant à -f- 43° comme le bacille bovin, n’ayant rien de commun, avec les bacilles trouvés chez les autres animaux à sang froid. Les lésionsavaient des cellules géantes typiques. L'inoculation aux animaux à sang chaud reste négative sauf chez le cobaye ; la tuberculose du cobaye ainsi obtenue est curable.
Les cobayes ainsi guéris sont immunisés contre des cultures virulentes de tuberculose humaine, inversement, la tortue vaccinée avec le bacille chélonien résiste au bacille humain.
Une seule injection de B. de la tortue suffirait à immuniser le cobaye contre l’inoculation intrapéritoénale de B. humains virulents.
L injection dans les veines des bovidés d’une émulsion de bacilles tuberculeux de la tortue, confère une immunité solide contre la tuberculose bovine. Le sérum de l’animal serait curateur. Les injections intraveineuses du B. de la tortue au bœuf tuberculeux auraient môme une action curatrice (1905).
Libbertz et Buppel (1905) prétendent, au contraire, que le B.
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tuberculeux de la tortue n'est pas sans danger pour le bœuf et ne le vaccine pas.
Moeller (1904) s'est vacciné lui-même (une injection souscutanée et 3 injections intraveineuses des bacilles de l’orvet) et s’est ensuite inoculé des bacilles humains virulents dans le sang sans inconvénient.
BACILLE DE L’ENTÉRITE CHRONIQUE HYPERTROPHIANTE DES BOVIDÉS
ENTÉRITE PSEUDO-TUBERCULEUSE INFECTIEUSE: JOHNE’S DISEASE MALADIE DE LOLLAND
Le bacille de l’entérite chronique hypertrophiante est observé tout d’abord par Johne et Frothingham (1895) chez une vache atteinte d’une «forme spéciale de tuberculose ». Les caractères morphologiques et tinctoriaux le font assimiler au bacille tuberculeux. Cette hypothèse est admise par Liénaux et van den Eeckhout, Bongert, elle n’est pas confirmée par les observations de Bang, de Leclainche.
Si la place du bacille de l’entérite chronique hypertrophiante (. Mycobacterium enteritidis chronicæ pseudotuberculosæ bovin, Johne) n’est pas encore définitivement déterminée, il peut être considéré pourtant comme un acido-résistant différent du bacille de Koch.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Le bacille de l’entérite chronique hypertrophiante étant à peu près exclusivement pathogène pour les bovidés et les conditions de sa culture étant encore mal précisées, son isolement est difficile. On ne peut y arriver qu’en ensemençant les produits prélevés dans les ganglions peu lésés, mais virulents, sur des milieux spéciaux. Si les produits proviennent de la muqueuse intestinale on peut les purifier par
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Fig. 214.
B. de l’entérite chronique hypertrophiante.
Culture en strie sur un milieu à l’œuf peptoné et glycériné préparé avec du bouillon au cerveau de mouton additionné de 1 p. 100 de B. phlei tué (Twort et Ingram) .
immersion dans l’éricoline à 1 p. 100 ou dans Tantiformine à 20 p. 100 (1/2 heure) (M’Fadyean).
2° Caractères généraux des cultures. — Avant les travaux de Twort et Ingram (1911), la culture du bacille de l'entérite n’avait été réalisée, que par quelques expérimentateurs (Bugge et Albien, 1908), si bien que l’on est encore que peu renseigné à ce sujet.
Aérobie. Ne se développe que sur des milieux auxquels ont été incorporés des bacilles acido-résistants. Température optimum 39-40 degrés.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides. — Les
milieux usuels ne conviennent pas.
Après un long séjour (18 mois) sur milieux spéciaux une souche s’est développée dans le bouillon de bœuf, peptoné et glycériné (Twort et Ingram, 1912).
Le milieu à l’œuf préconisé pour la culture du bacille de Koch, n’est pas nécessaire, on peut utiliser le bouillon gélosé et peptoné auquel on ajoute 4 p. 100 de glycérine et 1 p. 100 de corps microbiens secs et pulvérisés.
Le bacille du timothée, celui de la pbléole conviennent le mieux. Le bacille tuberculeux humain permet le développement, tandis qu’il n'est pas possible avec le bacille tuberculeux bovin et le bacille aviaire. L'extrait
ISOLEMENT, CULTURES
glycériné du bacille de la phléole convient mieux que le bacille lui-même.
Contrairement aux résultats* de Twort et Ingram le bacille tuberculeux aviaire serait très favorable à la culture du bacille de l’entérite chronique hypertrophiante (M’Fadyean), le dévelop-
Fig. 215.
B. de l’entérite chronique hypertrophiante. Produit obtenu par raclage de la muqueuse rectale (Meyer).
pement serait également possible sur les milieux additionnées de bacille tuberculeux bovin.
Holth préconise le sérum additionné de bouillon de foie, de glycérine et de 2 p. 100 de bacilles tuberculeux tués.
La gélose ordinaire additionnée d’un extrait glycériné de bacilles tuberculeux (1 p. 100) convient très bien pour le développement. (M’Fadyean, Sheather et Edwards),
La culture ressemble à celle du bacille tuberculeux bovin isolé depuis peu de l’organisme (Twort et Ingram).
546 BACILLE DE l’eNTÉRITE DES BOVIDÉS
4° Caractères généraux des cultures en milieux liquides. — Mêmes indications relatives à leur composition que pour les milieux liquides.
Souvent le bacille de l’entérite chronique ne se développe pas en voile, il forme un sédiment de grains de coloration blanc jaunâtre.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore comme le bacille de Koch et les autres bacilles acido-résistants.
2° Mobilité. — Immobile.
3° Forme. — Bâtonnet court et épais de 0 p 5 à 1 p 5 de longueur sur 0 [x 3 à 0 [i 5 de largeur. Dans les préparations on trouve quelques éléments isolés, mais le plus souvent les bacilles sont réunis en amas de plusieurs dizaines d’exemplaires ou disposés en dents de peigne.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Mis en évidence seulement dans les lésions et les déjections virulentes. La possibilité de son existence saprophytique est admise (B. Bang).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le bacille de l’entérite chronique hypertrophiante est la cause d’une maladie spéciale au bœuf, qui existerait peut-être aussi chez le mouton, chez le daim et chez le cheval. Elle est très répandue en Europe. Elle se manifeste après une incubation de plusieurs mois par un mauvais état général qui s’accompagne de diarrhée. Les animaux succombent après plusieurs semaines.
Les lésions sont celles de l’entérite chronique, elles existent sur l’intestin grêle et quelquefois sur la caillette, dont les parois sont épaissies et plissées.
TOXINES
L’infection doit être d’origine digestive, elle est réalisée par l’intermédiaire des aliments ou de l’eau de boisson souillés par les matières excrémentielles virulentes.
2° Action expérimentale. — Les résultats publiés sont encore peu nombreux, et beaucoup sont de peu de valeur. Souvent les animaux simultanément ingèrent le virus et sont inoculés dans les veines (Bang) . Plus souvent encore des lésions de tuberculose, de diverses origines, sont superposées aux lésions de l’entérite et rendent difficile l’interprétation des résultats.
A. Bovidés. — -a) Voie digestive. — L’ingestion de la muqueuse intestinale lésée (300 grammes) reproduit la maladie chez le veau (Bang, Meissner et Trapp). L’infection réussit également avec la culture (Twort et Ingram).
b) Inoculation veineuse. Inoculation péritonéale . — Permet de reproduire la maladie soit avec les produits virulents, .soit avec la culture.
B. Chèvre. — Avec la culture, inoculée dans la veine ou dans le péritoine, il e,st possible de reproduire la maladie (deux expériences) (Twort et Ingram).
C. Lapin. — a) Ingestion. — Aurait déterminé des lésions analogues à celles de la maladie naturelle dont il a été possible d’isoler un bacille dont les cultures avaient un type aviaire (Stuurman) .
b) Inoculation veineuse. — Manifeste la toxicité du bacille. Dans un cas il a été possible de reproduire des lésions analogues à celles de la maladie naturelle et renfermant des bacilles (C. C. Twort).
C. Cobaye, souris, lapin. — Résultats négatifs
E) — Toxines
Le produit analogue à la tuberculine qu’il est possible d’obtenir des cultures du bacille de l’entérite chronique, inoculé aux malades, provoque une réaction thermique, de l’œdème local, quelquefois de la diarrhée. Le produit peut être préparé
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avec les microbes recueillis sur des milieux dans la composition desquels il entre un extrait glycériné du bacille tuberculeux (II. Holth) ou seulement un extrait glycériné du bacille de la phléole (Twort et Ingram).
F) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche du bacille. — Peut être assuré par l’examen microscopique des matières excrémentielles ou mieux par l’examen du produit obtenù en raclant légèrement avec l’ongle la muqueuse rectale. Les préparations sont colorées pour mettre en évidence les acido-résistants, elles montrent des bacilles courts et trapus, bien colorés en rouge, nombreux dans le champ du microscope, le plus souvent réunis en amas. Le seul aspect microscopique est caractéristique, il suffit pour assurer le diagnostic.
2° Séro-diagnostic. — Quelques essais de séro-diagnostic par l’agglutination et la déviation du complément n’ont pas donné de résultats pratiquement intéressants (Miessner et Kohlstock).
3° Injection révélatrice. — La réaction à la tuberculine ne peut être observée que sur des animaux chez lesquels coexistent la tuberculose et l'entérite chronique hypertrophiante.
La tuberculine aviaire à hautes doses (0gr,75-2 grammes) provoque une réaction chez les animaux, non tuberculeux, atteints d’entérite chronique (O. Bang). La réaction pourrait être obtenue non seulement par l'injection sous-cutanée mais aussi par le dépôt sur la muqueuse oculaire ou sur des scarifications cutanées (Horne).
Cette réaction ne peut pas être considérée comme spécifique, sa valeur est toute relative. Sa manifestation est irrégulière (M’Fadyean), elle ne fait que traduire une certaine parenté du bacille de l’entérite chronique et du bacille aviaire (B. Bang), elle ne prouve pas l'identité défendue encore par de Jong, Mettam.O. Bang.
IMMUNISATION
De bacille tuberculeux pisciaire, celui de l’orvet, des acido-résistants du beurre de Norvège ont fourni des « tuberculines » dont l’inoculation sous-cutanée chez les animaux atteints d'entérite a provoqué un œdème local, qui ne s’est pas accompagné de réaction thermique (Horne).
La préparation d’un produit diagnostique spécifique est devenue possible en même temps qu’était réalisée la culture du microbe. Holth en cultivant le bacille de l’entérite sur un milieu renfermant un extrait du bacille tuberculeux, Twort et Ingram en le cultivant sur un milieu additionné d’un extrait du bacille de la phléole, obtiennent un produit analogue à la tuberculine. Ce produit injecté dans la veine (Twort et Ingram) à des doses élevées, 5-10 centimètres cubes (animaux de Jersey) provoque en quelques heures une réaction thermique de 1 ou 2 degrés, et quelquefois de la diarrhée.
Le produit de Holth a été expérimenté sans succès par Bang, celui de Twort et Ingram n'a pas encore reçu la consécration de la pratique.
G) — Immunisation
Une certaine résistance paraît pouvoir être conférée aux animaux par l’inoculation préalable de produits virulents. Ventériticline (Miessner et Kohlstock) utilisée dans ce but, est constituée par des bacilles, libérés des cellules par l’action de l’antiformine.
CHAPITRE III
AUTRES BACILLES ACIDO-RÉSISTANTS
La propriété de résister à la décoloration par les acides n'est pas l’apanage du seul B. de Koch. Le bacille de la lèpre de l’homme, le bacille de l’entérite chronique h ypertr opinante du bœuf, sont des agents pathogènes doués également de cette propriété. Bien d’autres germes répandus dans le milieu extérieur sont acido-résistants.
1° Historique, — Dès 1884, Lustgarten avait signalé des microbes présentant les mêmes caractères. En 1885, Alvarez et Tavel en rencontrent dans le smegma, et Gottstein dans le cerumen.
En 1896, Koch et Pétri trouvent, dans le beurre et le lait de Berlin, des bacilles résistant aux acides. Depuis lors la question est à l’ordre du jour. Rabinowitsch, A. Moeller, Karlinski, Binot, etc., en découvrent dans le beurre, le lait, les fromages, la margarine, sur les plantes, dans les poussières, dans le fumier, à la surface de la peau des animaux sains, etc.
Ces bactéries connues depuis 1896, avaient reçu, en France, le nom impropre d ’acidophiles. En Allemagne on les dénomme plus justement : « saurefest », c’est-à-dire qui résistent aux acides ( bacilles acido-résistants) .
Elles sont très importantes à connaître, car leur présence peut induire en erreur, en faisant croire à une tuberculose qui n’existe pas (expectorations recueillies dans le pharynx des bovidés), ou en faisant admettre, comme contenant des bacilles tuberculeux, un lait ou un beurre, offrant simplement des acidorésistants. 11 est probable qu’un certain nombre de recherches
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faites sur le beurre, sont, de ce chef, entachées d’erreur. La découverte des bacilles acido-résistants est venue compliquer singulièrement le diagnostic de la tuberculose. Dans tous les produits provenant des lésions ouvertes ou susceptibles d’être souillés la constatation des bacilles acido-résistants est sans signification précise, il est indispensable de poursuivre l’identification par l’inoculation ou la culture (voir B. Tuberculeux, Diagnostic, p. 508).
2° Coloration. — Le meilleur procédé de coloration est celui de Kühne (voir page 262) avec recoloration du fond .au bleu de méthylène aqueux étendu; on est sûr de ne pas recolorer les bacilles acido-résistants.
Tout ce qui a été dit page 487, des matières grasses du B. de Koch s’applique exactement aux acido-résistants.
Tous ces microbes sont des bacilles, résistant plus ou moins, mais résistant toujours, à la décoloration par les acides (sauf dans les cultures très jeunes). Ils ^gardent le Gram.
La résistance aux acides de certains acido-résistants disparaît, si, avant la décoloration, on traite la préparation par l’éther sulfurique, le chloroforme ou l’eau chaude (Kaufmann), ce qui les différencierait du B. de Koch (Karlinski).
3° Espèces bacillaires acido-résistantes. — Dans le lait ou ses dérivés (beurre, etc.), on connaît déjà un grand nombre d’espèces : B. de Pétri; B. de Rabinowitsch ; B. I et II de Korn ; B. de Coggi ; B. de Tobler (au nombre de cinq) ; B. de Markl ; B. de Binot ; B. de Mœller., etc.
Beck (1905) a décrit deux nouveaux acido-résistants isolés du beurre (B. tuberculoïdes I et II). L’inoculation intra-veineuse du Il au veau parait l immuniser contre la tuberculose bovine ; lé II fabriqueraitde la tuberculine.
Dans la nature, on a trouvé des acido-résistants sur des graminées, dans la poussière de foin, dans la terre : Grasbazillus I et II (A Moeller) .
Chez les animaux , les excréments en contiennent parfois : Mistbazillus (A. Moeller, etc.).
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Rabinowitsch, Stefansky (1903) ont isolé un acido-résistant d’une maladie de peau des rats analogue à la lèpre.
La maladie découverte à Odessa., existe en Australie, en Nouvelle- Calédonie, à Paris (5 p. 100 des rats, Marchoux). Elle se traduit par des nodules et des ulcères. Le bacille qui la cause ressemble de très près au bacille de la lèpre. La culture est très difficile.
Vogt a décrit des lésions limitées aux plaques de Peyer de 1 intestin du veau s’accompagnant d’adénopathie mésentérique avec présence de nombreux bacilles acido-résistants rectilignes ou légèrement incurvés.
On ne peut identifier tous ces bacilles ; ils diffèrent entre eux par plusieurs caratères secondaires ; ce sont probablement des races d’une même espèce. .
4° Cultures. — Les cultures sont faciles et rapides sur tous les milieux, à + 37° ou à la température ordinaire. En bouillon, formation d'un voile et de dépôt.
Ces bacilles sont aérobies, ne liquéfient pas la gélatine, ne coagulent pas le lait, ne forment pas d'indol.
Les cultures homogènes ont été obtenues par Paul Courmont et Descos au moyen de l’agitation. Sur milieux solides glycérinés cultures grasses, crémeuses, ordinairement vernissées ou mates suivant les types, parfois plissées et verruqueuses comme des cultures de tuberculose.
Le pouvoir chromogène est très marqué pour certains ( Timothée,, Tobler, Korn, Cogçji). L’aptitude chromogène est favorisée par l’addition de glycérine (P. Courmont) ou de sucres (maltose mannite, lactose) au milieu de culture.
5° Agglutination. — Ces bacilles sont peu agglutinables, c’est-à-dire que leur inoculation donne des sérums peu agglutinants soit pour les bacilles tuberculeux, soit pour les acidorésistants mêmes, et moins agglutinables que les bacilles de Koch homogènes. Des sérums tuberculeux très agglutinants pour le bacille de Koch, ont été sans action bien nette sur les bacilles acido-résistants.
RAPPORTS AVEC LE B. DE KOCH
6° Inoculation. — L'inoculation sous-cutanée donne peu de résultats, de même que l'inoculation intra-péritonéale de cultures pures. Mélangées à du beurre stérile et injectées dans le péritone du cobaye, ces cultures donnent une péritonite inflammatoire à fausses membranes très volumineuses, souvent avec granulations tuberculiformes. Les lésions obtenues n’ont que peu ou point de retentissement sur les ganglions, elles ne sont pas inoculables en séries.
Par inoculations sous-cutanées répétées à un chien , P. Courmont et Descos ont obtenu des nodules pulmonaires tuberculiformes avec une petite caverne ( bacille du beurre de Binot).
Par voie vasculaire ou rénale, Schultze, Lubarscf, ont obtenu des formes rayonnées actinomycosigènes et des nodules présentant histologiquement des cellules géantes typiques.
Rodet et Galavielle (1905) ont inoculé le Timothée-bacille au cobaye, au lapin, aux bovidés, dans le sang, sous la peau, dans le péritoine. Ce bacille s’est montré très pathogène, surtout par voie intraveineuse, avec formations tuberculeuses sans cellules géantes et pouvant se cicatriser (guérison spontanée). Le bacille ne s’était pas transformé par ces passages.
7° Rapports avec le B. de Koch. — Les rapports avec le B. de Koch ont été étudiés par Moeller, Paul Courmont, Potet, Abbot. Les différences sont grandes si on compare un B. de Koch typique, virulent à cultures classiques ; dans ce cas il ne reste que l’acido-résistance comme caractère commun. Mais si on compare aux cultures homogènes de B. de Koch , il n’y a presque plus de caractère décisif de différenciation (Paul Courmont), même au point de vue virulence (puisque les acidorésistants peuvent donner des tubercules vrais et les B. de Koch homogènes n’être plus tuberculigènes). Potet les appelle paratuberculibaçilles. S’agit-il de formes saprophytes de B. de Koch? P. Courmont ne trouve aucun argument décisif contre cette hypothèse.
L'idée de tout rapprochement phylogénique entre certains acido-résistants et le bacille de Koch est combattue par Bourel. Quelques essais tentés pour donner aux acido-résistants sapro-
AUTRES BACILLES ACIDO-RÉSISTANTS
phytes des aptitudes pathogènes n'ont pas réussi (L. Panis set).
8° Toxines. — Irimescu aurait obtenu avec des bacilles du beurre et avec le Timothée, des « paratuberculines » donnant aux hommes ou animaux tuberculeux une réaction thermique comme celle de la tuberculine. Les animaux, inoculés avec des acido-résistants paratuberculeux, réagiraient à la tuberculine de Koch comme des animaux tuberculeux. Weber et Bofinger ont obtenu des résultats analogues. Borrel et ses élèves n’ont jamais réussi, même avec des quantités considérables de corps bacillaires acido-résistants, à reproduire les manifestations de l’intoxication tuberculinique.
9° Vaccination. — Pour Môller (1904) l’inoculation des bacilles acido-résistants, surtout du Timothé -bacille et du Grasbacille Il (voir page 542 les résultats avec le bacille de V orvet ) vaccine contre les bacilles humains. F. Klemperer a confirmé.
CHAPITRE IV
PSEUDO-TUBERCULOSES BACTÉRIENNES
On peut grouper sous ce titre toutes les affections bactériennes, différentes de la tuberculose à bacille de Koch, caractérisées néanmoins par l’évolution de tubercules dans les parenchymes. Dans ce groupe, dont nous reconnaissons à l’avance, tout l’artificiel, nous ne voulons retenir que les affections dont l’éruption nodulaire est la seule caractéristique anatomique, ce qui nous permet d’éliminer encore de notre cadre la morve dont les lésions ulcéreuses, sont tout autant que les tubercules1 pulmonaires, des manifestations spécifiques.
-Le terme de pseudo-tuberculoses que nous avons adopté comme celui de microbes pseudo-tuberculeux pour les agents qui les déterminent sont des expressions impropres. En réalité les affections dont nous nous proposons d’étudier les agents ont une caractéristique anatomique commune le tubercule, ce sont des tuberculoses. La fréquence de la tuberculose à bacille de Koch a fait adopter le nom de pseudo-tuberculoses pour les autres maladies et celui de pseudo-tuberculeux, pour les microbes tuberculigènes différents du bacille de Koch.
Les agents des pseudo-tuberculoses n’ont qu’une parenté avec le bacille de Koch c’est leur aptitude à créer des tubercules. La dénomination de pseudo-tuberculeux n’implique pas autre chose, elle ne présume en rien de leur parenté botanique avec le bacille de Koch : les pseudo-tuberculeux, sont tous très éloignés du bacille de Koch, dans la classification des bactéries. Cette distinction est nécessaire parce que certains auteurs donnent encore le nom de pseudo-tubérculeux à des microbes qui se
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rapprochent du bacille de Kocli à la fois par une certaine aptitude tuberculigène et par leurs Réactions histo-chimiques (acidorésistance) .
L'évolution du tubercule n'est d’ailleurs pas toujours le résultat de l’invasion bactérienne les substances les plus diverses et un grand nombre de parasites, microbiens ou non, peuvent déterminer les mêmes lésions.
Les poudres inertes, comme le lycopode, provoquent la formation de tubercules (Villemin, H. Martin). Mais ces tubercules ne sont pas réinoculables en séries. Les bacilles de Koch tués déterminent une réaction analogue.
Parmi les pseudo-tuberculoses zooparasitaires il nous suffît de rappeler les tubercules du poumon du chien au centre desquels on trouve les œufs de Slrongylus filaria, (Laulanié), les tubercules formés dans les reins du chat, dans le poumon du chien autour des larves de nématodes encore indéterminés. (Ebstein et Nicolaïev), les tubercules du poumon, consécutifs à l’irruption par la voie sanguine des larves de strongylidés et se traduisant par les formations nodulaires connues sous les noms de pseudo-tubercules morveux, boutons de chaleur,... Ces lésions vermineuses ne sont d’ailleurs pas exceptionnelles, on peut les observer dans le rein du cheval où leur développement a été rapporté à la présence de nombreux embryons, qui étaient vraisemblablement des larves de Rhabclitis (G. Petit.)
Des champignons ( Aspergillus ), des Streptothrix ( Actinomyces , Slreplolhrix farcinimica, du farcin de bœuf [Nocard], déterminent une irritation tissulaire qui aboutit à l’édification tuberculeuse.
Nous n'étudierons que les pseudo-tuberculoses bactériennes, déterminées par des microbes autres que le bacille de la tuberculose et celui de la morve.
ARTICLE PREMIER
PSEUDO-TUBERCULOSE COCCO-BACILLAIRE
( Tuberculose zoogléique).
La maladie pour laquelle nous adoptons cette dénomination en raison de la forme la plus fréquente du microbe qui en est la cause, est la première affection différente de la tuberculose de Koch dont l’étude bactériologique ait été entreprise. En 1883.
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
Malassez et Vignal l’observent chez le cobaye consécutivement à l'inoculation d’un nodule sous-cutané provenant d’un enfant atteint de méningite tuberculeuse. Ces auteurs la décrivent sous le nom de tuberculose zoogléique , en raison de l’aspect des préparations qui montrent le plus souvent les microbes réunis en amas.
Depuis cette époque la maladie est bien étudiée chez les rongeurs ( Pseudo-tuberculose des rongeurs), chez la poule, chez la souris et le microbe maintes fois retrouvé dans l’air, dans le sol, dans le lait, chez le cheval et chez la vache.
La pseudo-tuberculose coeco-bacillaire des rongeurs a été étudiée chez le cobaye (Charrin et Roger, Zagari, Delbanco), chez le lapin (Eberth, Dor, Nocard), chez le lièvre (Megnin, Mosny, Lignières, Basset) et chez la souris (Kutscher).
A) — Coloration, Caractères microscopiques
1° Morphologie. — La pseudo-tuberculose est déterminée une bactérie mesurant de 1 à 2 u de longueur, arrondie aux extrémités (cocco-bacille) . Suivant le siège et Page des lésions, suivant les milieux de cultures on trouve des formes longues (pseudo-tuberculose bacillaire de Charrin et Roger) ou des chaînettes comprenant un nombre variable de bâtonnets (streptobacille de Dor). Presque toujours dans les tissus les microbes sont réunis en amas ou zooglées (tuberculose zoogléique).
2Ù Coloration. — Le microbe prend facilement toutes les couleurs d’aniline, il ne reste pas coloré par la méthode de Gram. La coloration montre la présence des vacuoles dans le protoplasma microbien . La présence des vacuoles et l’association si fréquente des germes en diplo impriment souvent aux agents de la pseudo-tuberculose une physionomie particulière : les groupes de deux bactéries semblent dessiner un minuscule nœud de ruban (M. Nicolle).
Nous indiquerons seulement que des bactériologistes (Galli-Valerio, Zlatogoroff, Mc. Conkey), se sont attachés avec beaucoup de
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soins à déterminer les caractères différentiels du cocco-bacille de la pseudo-tuberculose et du cocco-bacille de la peste.
B) — Cultures
lü Caractères généraux des cultures. — La culture s’opère sur tous les milieux et de préférence au contact de l’air, à la température du laboratoire et mieux à la température de l’étuve, elle est toujours rapide et abondante.
2° Caractères généraux des cultures en milieux liquides
— A. Bouillon. — Développement très abondant, le milieu est rapidement troublé, après vingt- quatre heures, le bouillon s’éclaircit et des flocons se déposent dans le fond du tube.
B. Lait. — N’est pas coagulé.
3Ü Caractères généraux des cultures en milieux solides.
— A. Gélose, gélatine, sérum gélatinisé. — Les colonies confluentes forment une nappe blanc-jaunàtre, grasse et luisante, argentée, à contours festonnés. Après quelques jours les cultures répandent une odeur désagréable.
La gélatine n’est jamais liquéfiée.
B. Pomme de terre. — Convient pour le développement, les colonies d’abord jaune pâle, deviennent rouge brunâtre, en même temps que la pomme de terre elle-même se colore en vert très foncé.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité, virulence. — Les cultures restent longtemps vivantes et virulentes.
Le microbe est peu résistant aux agents physiques et chimiques. Une température de 100 degrés, çn chaleur sèche on humide, le détruit en dix minutes. L’action directe de la lumière solaire stérilise les cultures en quatre à huit heures, tandis qu’il faut de quatre à six jours à la lumière diffuse. Le
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sublimé à 1 p. 100 exerce son action bactéricide en quinze minutes (de Blasi).
Le microbe est pathogène pour le cobaye, le lapin, la souris, le hamster.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — A. Lapin. — La maladie revêt rarement la forme sporadique, elle sévit le plus souvent sous une forme épizootique, causant une mortalité élevée.
Les seules manifestations qui permettent de reconnaître les malades sont leur peu de vigueur et leur amaigrissement, la mort survient dans l’étisie.
Les lésions sont plus caractéristiques. Elles se traduisent par la présence de granulations blanchâtres, arrondies, de grosseur variée, bien délimitées, uniformément caséeuses, on les observe dans les viscères abdominaux, rarement dans les poumons, elles s’accompagnent d’adénopathie concomitante (adénopathie mésentérique dans le plus grand nombre des cas, adénopathies bronchique et médiastinale peu communes). Les lésions intestinales existent surtout au niveau du cæcum et du colon, chez le lapin elles sont souvent limitées à l’appendice (appendicite folliculaire cœcale de Charrin). Quelquefois le virus se cantonne dans les grosses voies biliaires et notamment dans la vésicule. Celle-c\ parfois distendue, offre une apparence bosselée ; sa surface est semée de taches laiteuses plus ou moins confluentes et ses parois contiennent des tubercules, ordinairement petits et en voie de sclérose, La bile est souvent remplacée par un magma tantôt caillebotté, tantôt caséo-purulent. (M. Nicolle). Chez certains animaux qui succombent rapidement, au cours des épidémies, on ne trouve aucune alteration lors de l’autopsie, mais les viscères abdominaux (foie, rate) fournissent des cultures positives.
La maladie semble bien procéder de la contagion dans la plupart des formes. Le microbe étant un saprophyte banal, certaines conditions, encore indéterminées, sont nécessaires pour que se révèlent ses qualités pathogènes. La prédominance
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des altérations des organes digestifs laisse supposer que la pénétration accidentelle des germes se fait par ingestion, les aliments étant souillés par les déjections des malades.
2° Action expérimentale — A. Cobaye. — Succombe en quelques jours à Y inoculation péritonéale et présente en même temps qu’une péritonite toutes les lésions de la maladie naturelle. Y’ inoculation sous-cutanée , Y ingestion déterminent les mêmes altérations.
Galavielle 1898 signale que le microbe de la tuberculose zoogléique est capable de provoquer le signe de Straus chez le cobaye.
Cagnetto note la même propriété pour un microbe identique à la bactérie de la pseudo-tuberculose des rongeurs qu’il décrit comme agent d’une épidémie de pseudo-tuberculose du cobaye. Mais c’est surtout Basset qui attire l’attention sur ce fait que le microbe de la pseudo-tuberculose des rongeurs est capable de provoquer Porchite du cobaye, et qu’en raison de l’ubiquité de ce germe, cette notion a son importance dans le diagnostic de la morve par l’inoculation péritonéale au cobaye.
Il est facile de reproduire les lésions génitales et de doser la quantité de microbes qui convient le mieux pour provoquer l’apparition du signe de Straus dans la pseudo-tuberculose expérimentale du cobaye.
Par inoculation péritonéale, des doses de un dixième de centigramme à un dix-millième de centigramme de corps microbiens provoquent la mort des animaux dans un délai de six à douze jours après avoir déterminé, dans le plus grand nombre des cas, une vaginalite qui se traduit à l’autopsie par des exsudats fibrineu^ sur le muscle testiculaire et sur le testicule ; le processus dominant est toujours une péritonite diffuse se traduisant par des granulations grises, isolées ou confluentes à la surface du foie, de la rate... et sur la paroi, ainsi que par l’hypertrophie de l’épiploon, très recroquevillé et infiltré de matière jaunâtre. (L. Panisset.)
Les cobayes pseudo-tuberculeux réagissent à la tuberculine (Metchnikoff) et à la malléine (M. Nicolle).
B. Lapin. — Moins sensible l’inoculation sous-cutanée, mais on détermine chez cette espèce par inoculation veineuse ou par ingestion des tuberculisations massives étendues à tous les viscères.
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Presque toutes les espèces, chien , chat, mouton, pigeon et poule succombent à l’inoculation veineuse d’un bacille renforcé par quelques passages chez le lapin.
Fréquence de la pseudo-tuberculose chez les petits animaux de laboratoire. — Il est souvent difficile d’interpréter l’existence des lésions de la pseudo-tuberculose chez des cobayes ou des lapins qui ont été inoculés expérimentalement avec des produits pathologiques.
En raison de ce fait que l’agent de la pseudo-tuberculose est très répandu dans le milieu extérieur, les animaux inoculés avec un produit impur, suspect de morve ou de tuberculose, peuvent contracter la pseudo-tuberculose. Il suffit de rappeler, pour guider l’expérimentateur que le cocco-bacille de la pseudotuberculose a été mis en évidence dans les poussières de l’air. (Chantemesse) , dans le sol (Grancher et Ledoux-Lerard) . Pariettï provoque la pseudo tuberculose cocco-bacillaire par l’injection de lait au cobaye, Pfeiffer, Lignières, par l’inoculation de produits recueillis chez un cheval suspect de morve, Nocard et Masselin obtiennent une tuberculose zoogléique chez le cobaye par l’inoculation dujetage d’une vache suspecte de tuberculose.
La fréquence de la maladie naturelle chez le cobaye et le lapin vient encore rendre plus complexe l’interprétation des résultats d’une inoculation, d’autant que l'inoculation virulente peut provoquer le réveil ou la manifestation d’une infection pseudo-tuberculeuse préexistante. M. Nicolle, signale que chez les cobayes inoculés de morve, au cours d’une épidémie de pseudo-tuberculose, l’observateur non prévenu commettra fatalement une erreur de diagnostic s’il ne pense pas à faire des cultures. La morve et la pseudo-tuberculose se traduisent en effet par des granulations abdominales, quelquefois même exclusivement par une tuberculisation de la rate. Pourtant, l’observateur averti peut distinguer facilement les nodules pseudo-tuberculeux saillants, caséeux des tubercules morveux, aplatis et caséopurulents. L’analyse bactériologique assure la différenciation.
La confusion en ce qui concerne tout au moins l'inoculation de produits suspects de morve est d’autant plus facile que la pseudo-tuberculose peut se traduire, chez le cobaye, par une
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vaginalite qui simule le signe de Straus. (TJbi supra). La fréquence de la pseudo-tuberculose chez les petits animaux de laboratoire ne doit faire accueillir qu’avec beaucoup de réserve les nombreuses observations dans lesquelles l'agent de la mala-’ die n’a été mis en évidence que chez les animaux inoculés.
E) — Diagnostic bactériologique
L’autopsie de quelques sujets permet d'assurer rapidement le diagnostic. L’existence des tubercules ne prête pas à confusion avec la tuberculose en raison de la rareté de cette dernière maladie chez les rongeurs, le caractère épizootique de l’affection permet d’emblée d’éliminer la tuberculose. Il suffit d’ailleurs d’examiner au microscope après une coloration simple la matière caséeuse des nodules du foie ou de la rate pour trouver en abondance les amas de microbes si caractéristiques.
Pseudo-tuberculose du chat. — Les premières indications sont fournies par Galavjelle auquel l'inoculation au cobaye révèle l'existence de la pseudo-tuberculose chez un chat qui ne présentait d’autres altérations qu’ « un état inflammatoire du foie de la rate et de l'intestin. » L’observation recueillie à Amsterdam par t’IIœn se rapporte plus vraisemblablement à la pseudo-tuberculose. Le foie du chat est parsemé de foyers miliaires gris, blancs, durs et secs, sans capsule d’enveloppe.
Les caractères bactériologiques des microbes décrits par Gallayielle et par PHoen autorisant l’identification avec la bactérie de la pseudo-tuberculose des rongeurs.
La pseudo-tuberculose du chat est exceptionnelle.
Pseuclo-tuberculose de la poule. — La maladie est reconnue et décrite par Nocard. Elle se traduit par l’amaigrissement et se caractérise par la présence de petites tumeurs d’apparence tuberculeuse dans le poumon. Ces nodules sont d’une consistance ferme et dense à peu près homogènes sur la coupe.
ARTICLE II
PSEUDO-TUBERCULOSES D’ORIGINE BOVINE DE J. COURMONT
J. Courmont et Nicolas ont isolé en 1898, d’un cas de pommelière typique un streptobacille, immobile, qui végète bien sur
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tous les milieux, sans liquéfier la gélatine, ne se colorant ni par’ la méthode de Ziehl ni par la méthode de Gram.
L’inoculation au cobaye lui donne une tuberculose à marche rapide sans cellules géantes. Les altérations viscérales s’accompagnent de lésions ganglionnaires. Le microbe est très patho-
Fig. 216.
B. tuberculeux de J. Courmont. Culture en bouillon à -f- 35°.
gène par ingestion, on le retrouve toujours dans le sang des animaux inoculés. Bien que les caractères bactériologiques soient insuffisants pour se prononcer définitivement il est bien probable que le microbe de J. Courmont et Nicolas est identique à l’agent de la pseudo-tuberculose cocco-bacillaire.
J. Courmont avait décrit antérieurement une tuberculose bacillaire d'origine bovine. Dans des lésions de tuberculose du bœuf l’auteur avait isolé, sans réussir à mettre en évidence le bacille de Koch, un bacille aérobie, végétant bien dans tous les milieux.
L’inoculation des cultures déjà anciennes (3 semaines) au
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cobaye produit en quelques jours une tuberculose généralisée, avec cellules géantes, sans lésions ganglionnaires concomitantes.
Le lapin n’est pas plus rapidement sensible à l'inoculation de ce bacille qu’au bacille de Koch.
La preuve n’est pas suffisamment faite que le streptobacille, pas plus que le bacille tuberculeux de J. Courmont soient capables de créer des lésions identiques à la pommelière ; ces microbes ne peuvent être considérés que comme des microbes
Tuberculose bacillaire de J. Courmont. Cellule géante d'un tubercule pulmonaire du cobaye, mort 5 jours après l'inoculation.
tuberculigènes d’origine bovine et non pas comme les agents d’une pseudo-tuberculose bovine1.
ARTICLE III
PSEUDO-TUBERCULOSE DU VEAU
La maladie caractérisée par le développement de nodules
1 L’étude expérimentale de ce bacille tuberculeux et de ses produits solubles n’en présente pas moins le plus grand intérêt. Consulter à ce sujet « Leçons sur la tuberculose et certaines septicémies » de S. Arloing, 1892.
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caséeux soit dans le poumon (Nüovoletti) soit dans le foie (Vallée, Langer) n’a été bien étudiée que par ces deux derniers expérimentateurs.
A) — Coloration, Caractères microscopiques ‘
Forme, coloration. — L'affection étudiée par Vallée est déterminée par un bacille immobile, à peine plus long que large, plus petit que le bacille du rouget. L’association en diplo est fréquente, le microbe se colore par la méthode de Gram.
B ) — Cultures
Caractères généraux des cultures. — Le développement est rapide et abondant.
A. Bouillon peptoné. — La culture est apparente après quelques heures, plus tard le liquide s’éclaircit en même temps qu’un dépôt s’opère dans le fond du tube.
B. Lait. — N’est pas coagulé.
C. Gélose. — Les colonies offrent l’aspect de taches blanchâtres, à contours effacés, semi transparentes, à bords plissés.
D. Gélatine. — N’est pas liquéfiée.
E. Pomme de terre. — Convient au développement.
Action pathogène
1° Action naturelle. — La maladie naturelle évolue en quelques jours, elle apparaît huit à quinze jours après la naissance, elle se traduit exclusivement par la faiblesse de l’animal et une anorexie absolue.
Le foie seul présente des altérations, sa surface est criblée d’une multitude de fines granulations tuberculiformes, souvent confluentes. Les ganglions ne présentent aucune altération. L’étude histologique montre que les lésions de la pseudo tuberculose du bœuf se rapprochent beaucoup des lésions nodulaires de la morve du cheval.
L’infection se réalise soit par la voie ombilicale, soit par les
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voies digestives. La maladie rétrocède rapidement dès que l’on alimente les veaux avec du lait bouilli après désinfection des locaux.
Langer signale l’existence dans le foie des veaux abattus et présentant toutes les apparences de la santé de très nombreux petits nodules grisâtres. 11 isole de ces lésions un bacille appartenant au groupe des paratyphiques (Bacillus nodulif aciens bovis). L’inoculation des /cultures produit des nodules dans le foie, plus rarement dans le poumon et les reins.
2° Action expérimentale. — Le cobaye, le chien et le pigeon sont sensibles à l’infection, il n’a pas été possible de reproduire la maladie chez le veau par inoculation intraveineuse ou par ingestion.
CHAPITRE Y
ACTINOMYCOSE
ARTICLE PREMIER
A) N OC A RDI A BOVIS. — B) COHNI S T REP T O T H B I X ISRAELI
Harz et Bollinger (1877), Rivolta (1878), virent les premiers que les grains caractéristiques de l’actinomycose étaient formés d’un mycélium dont les filaments se terminaient par des mas^ sues. Filaments et massues furent considérés comme des éléments spécifiques auxquels furent donnés successivement les noms d ' Actinomyces bovis, puis de Discomyces bovis. Les essais de culture montrèrent plus tard qu’en réalité l’actinomycose était fonction d'organismes différents : Nocardia bovis (Bostroem) , [Actinomyces bovis, Streptothrix actin., Oospora]. Cohni slreptothrix Israeli (Wolf et Israël), Actinobacille , (Lignières et Spitz) l,
Nocard (1884) a décrit la première observation française d'actinomycose du bœuf, et, avec Lucet (1888), la première observation d’actinomycose humaine.
A) — Action pathogène
1° Action naturelle. — L’actinomycose est une maladie
1 Dans 19 cas d’actinomycose du bœuf, Pinoy (1913) a trouvé 13 fois le microbe de Wolf et Israël, 3 fois Y Actinobacille, 2 fois le microbe de Bostroem et un cas mixte où existaient le parasite de Bostroem et celui d’IsRAEL.
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surtout fréquente chez le bœuf. L’actinomycose est plus rare chez les autres animaux domestiques (cheval, porc, mouton et chèvre), elle est observée chez l’homme. Elle est caractérisée par des malformations inflammatoires et des suppurations.
Chez le bœuf les altérations les plus fréquentes siègent sur les maxillaires , la langue , le 'pharynx. L ’act. des mâchoires (ostéosarcome) est la plus commune en France, elle se traduit par une tuméfaction dure, sensible, pouvant acquérir un volume considérable, il se forme des abcès qui donnent issue à un pus liquide sanieux, mêlé de petits grains jaunes. L’évolution est lente. L ’act. de la langue, plus rare en France, commune en Allemagne et en Angleterre, est caractérisée par la rigidité de l’organe, la présence de petites nodosités tuberculiformes qui s’ulcèrent. En outre de la localisation sur le pharynx, les autres manifestations (poumons, mamelles, ganglions) sont exceptionnelles.
Les associations microbiennes sont fréquentes dans le pus des tumeurs ulcérées1.
L ’ actinomycose humaine, de moins en moins rare, se manifeste non seulement par des tumeurs ulcérées de la mâchoire et de la langue, mais aussi par des ulcérations de toute la surface cutanée et des lésions tuberculiformes de tous les organes internes.
L’actinomycose est justiciable d’un traitement spécifique par l'iodure de potassium (Thomassen, Nocard).
2° Action expérimentale. — A) L’inoculation du pus actinomycosique est très difficilement positive, même sur le bœuf.
1 11 arrive très souvent que les essais de culture tentés avec le pus ne mettent en évidence que des germes différents de ceux qui sont considérés comme spécifiques. La fréquence de ces insuccès, l’échec des tentatives d’inoculation avec les cultures ont conduit à penser que les microbes rapportés à des associations microbiennes pouvaient jouer un rôle essentiel dans l’étiologie de l’affection. L’actinomycose serait une maladie polymicrobienne ; déjà démembrée par la découverte de Nocardia bovis, Cohni streptothrix israeli et de l’ Actinobacille ; elle reconnaitrait encore d’autres causes (diplocoque de Bongert, de Scheel) .
CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
Johne (4880) réussit le premier sur le bœuf. Ponfick (4882), Israël (1883) inoculent, avec succès, des produits humains au lapin et au veau. Masselin et Liénaux, Dor, Doyen ont quelques résultats positifs sur le lapin.
B) L’inoculation des cultures a rarement reproduit l’actinomycose. Mandereau (1887) infecte des rats et des iapins ; Berard et Dor (1893), infectant le lapin par le corps vitré, ont une mort au 40e j our, avec actinomycose généralisée ; Déléarde (1895) infecte des lapins, par voie péritonéale, surtout avec des cultures sur pomme de terre; le même auteur obtient la tumeur de la mâchoire, chez une brebis et une ânesse, par inoculation sous-périostée. L’inoculation au cobaye a toujours échoué.
Dans les cas où la nature du parasite est bien déterminée les résultats sont variables selon le parasite. Wolff et Israël
-( Cohni strept. israeli ) repoduisent des lésions actinomycotiques chez le lapin et le cobaye par inoculation péritonéale, Bostroem avec Nocardia bovis n’obtient aucun résultat positif.
Cet insuccès fréquent des inoculations fait penser qu’il faut un milieu végétal pour que le microbe récupère sa virulence.
Fig. 218 et 219.
Nocardia bovis. Schéma de massues (218 M) et des spores intramycéliennes (219, S) (d’après Bostrôm).
Coloration, caractères microscopiques
1° Examen du pus actinomy cotique . — Le pus actinomycotique est caractérisé par la présence de grains jaunes , petites
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masses, onctueuses au toucher, visibles à l’œil nu, de 0,15 à 0,75 millimètres de diamètre, opaques, de couleur jaune soufre, parfois blancs, verts pu même noirs. 11 faut examiner ces grains à l’état frais, car ils se déforment rapidement. .
L’examen direct, sans coloration, doit se faire dans la glycérine. On voit alors que chaque grain est composé de grains plus petits ; chacun des grains élémentaires est une cellule de
Fig. 220.
Nocardia bovis. Grain d’actinomycose, sans coloration.
streptothrix. Il est bon de dissocier le pus, en le soumettant à la potasse à 3 p. 100 ou à l’acide acétique dilué, car les grains sont souvent entourés de productions dures, calcifiées.
Le microscope montre des cellules épithélioïdes à gros noyau, entourant le parasite, parfois sous forme de cellules géantes, des leucocytes. Le microbe se présente en une masse composée de deux zones bien distinctes : 1° au centre, un enchevêtrement, un feutrage de mycélium ; 2° à la périphérie, des filaments renflés en crosses ou en massues volumineuses (20 à 30 p sur 10 p), ces dernières étant arrangées en couronne, en rayons, en étoiles (d’où le nom d ’actinomyces : cocus : étoile).
L’élément essentiel est le mycélium ; il est seul dans les
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lésions jeunes. Le mycélium est formé par l’enchevêtrement
Fig. 221.
Grain jaune coloré au violet phéniqué et à l’éosine.
Les filaments mycéliens, les spores (s), les leucocytes (Z) sont violets. Les crosses sont roses.
de fins filaments dichotomiques. Les massues ne se développent que plus tard. Pour la majorité des auteurs (Domec, Pinov), les massues résulteraient de la gélification de la membrane du parasite et de son incrustation par des sels minéraux, sous l’influence de l’action digestive exercée par l’organisme. En tout cas, ces massues ne sont pas des spores; les spores sont petites et existent en semis dans le mycélium (fig. 219, S) et même autour des massues, sous forme de petits
grains qu’on prend d’abord pour des cocci. Les massues sont
Nocardia bovis. Culture jeune en bouillon.
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une production protoplasmique qui entoure l’extrémité des filaments, ceux-ci les embrochant (fis. 218, M).
La coloration repose sur ces deux principes : 1° le mycélium se colore facilement et prend le Gram ; 2° les massues se colorent difficilement avec les couleurs basiques, mais sont teintées par
Fig. 223.
Nocardia bovis.
Culture en bouillon, âgée de 7 mois (d’après Bérard et Nicolas).
Filaments en massues dont quelques-unes en voie de désintégration. — Filaments
sporifères.
les couleurs acides (éosine, safranine, picro-carmin). On peut donc se contenter de colorer au picro-carmin ; les crosses sont jaunes sur fond rose.
11 est préférable de colorer par la méthode de Gram modifiée de la façon suivante (P. Chaussé) : coloration du fond par le carmin aluné acétique (dix minutes) , laver à l’eau ; coloration par le violet de méthyle 6 B en solution formolée :
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Eau formolée à 2 p. .100 50 cent, cubes.
Solution alcoolique saturée de violet méthyle 6 B. 4 —
Laisser agir deux à quatre heures, différenciation rapide par la solution iodo-iodurée, décoloration par l’alcool-acétone ââ. Les filaments sont colorés en violet, les crosses en rose, quelques-unes conservent la coloration violette.
On obtient de bons résultats par la coloration avec la phénosafranine à 2 p. 100, différenciation par l’indigo-carmin, différenciation par l’alcool chlorhydrique (P. Chaussé, 1909).
2° Examen des cultures. — Les filaments de Nocardia bovis (culture aérobie) se fragmentent à leur extrémité en éléments arrondis de coloration jaune, véritables arthrospores qui résistent à l’action de la chaleur (70^80°).
Cohni streptothrix israeli (culture anaérobie) présente les mêmes filaments ramifiés, mais il n’y a pas production d’arthrospores, le chauffage à 55° pendant vingt minutes détruit la vitalité de la culture.
C) — Isolement, cultures
1°. Isolement. — 11 est difficile à réaliser en raison de la résistance des grains actinomycotiques qu’il faut écraser et aussi de la présence des agents banaux de la suppuration qui peuvent souiller le produit recueilli dans les lésions.
, On peut utiliser la méthode suivante recommandée par Wright : Le grain est écrasé entre deux lames porte-objets préalablement stérilisées, l’une des deux lames sert à l’examen, l’autre est conservée dans une boîte de Pétri stérilisée. L’examen permet de décider après coloration par le Gram si l’ensemencement doit être effectué en milieu aérobie ou en milieu anaérobie (gélose de Veillon) .
2° Caractères des cultures. — a) Nocardia bovis ne se développe bien qu’en aérobie. Végète à la température de 20° mais se développe surtout bien à 37°.
A. Bouillon. — Formation d’une membrane superficielle sèche, le liquide reste clair.
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B. Gélatine. — Culture peu abondante.
C. Pomme de terre. — Développement de masses mamelonnées, confluentes, d’abord blanches, jaune verdâtre, puis jaune
Fig. 224.
Nocardia bovis. Culture sur gélose glycérinée âgée de 12 jours.
Nocardia bovis. Culture sur gélose âgée de 2o jours.
Fig. 226.
Nocardia bovis. Culture sur grains d’avoine, âgée de 4 ans (d’après Bérard et Dor).
rougeâtre de consistance cartilagineuse adhérant très fortement au substratum.
D. Sérum. — Grains blanchâtres ou jaunâtres, secs, apparaissent le 5e jour et deviennent rapidement confluents.
TOXINES
E. Gélose glycérinée. — Vers le 2° jour : petites colonies jaunâtres, sèches, rugueuses, adhérentes. Vers le 8e jour : large croûte confluente jaunâtre, crevassée, couverte d’aspérités (fig. 224), ressemblant à un amas de lichens. Elle se recouvre peu à peu d une poussière jaune de spores. La coloration peut être grise, jaune, verte, même noire.
F. Grains. — Bérard et Uor (1894) ont obtenu de belles cultures sur des grains d’orge et d’avoine légèrement humides. Vers le 3e jour, les grains se recouvrent d’un enduit pulvérulent jaunâtre, comme saupoudré, qui entoure la graine et la pénètre {fig. 226).
b) Cohni streptothrix israeli. — Anaérobie, ne se développe pas à la température ordinaire.
Bouillon. — Petites granulations ou écailles blanches se déposant dans le fond du tube.
Le développement a été obtenu dans la gélose et les milieux à l’œuf.
D) — Caractères biologiques
Résistance variable suivant qu’il s’agit de l’un ou de l’autre des parasites. Les spores de Nocardia bovis sont bien moins résistantes que celles des autres microbes ; elles sont tuées en dix minutes par un chauffage à *+ 75° (Domec), en cinq minutes par le sublimé à 1 p. 1000. Une goutte de solution de bleu de méthylène à 1 p. 100 stériliserait 10 centimètres cubes de culture en bouillon.
Bérard et Nicolas ont vu que les spores sont tuées en quinze minutes par une chaleur sèche ou humide à -f- 80° et qu’elles résistent (à l’état sec) à 238 heures d’ensoleillement.
Certaines cultures restent très longtemps virulentes. Bérard et Nicolas ont constaté la vitalité et la virulence (lapin) des cultures sur grains, au bout de six ans.
E) — Toxines
Les cultures filtrées sont peu ou pas toxiques (Déléarde,
ACTINOB ACILLE
Poncet, Lacomme et Thévenot). Biagi aurait isolé une endotoxine.
F) — Diagnostic bactériologique
Le diagnostic d’actinomycose peut être fait par l’examen microscopique ; les cultures permettent seules d'identifier l’agent de l’infection.
L'examen porte, en général, sur du pus, des fongosités. Les grains jaunes sont presque toujours visibles à l’œil nu; ils peuvent cependant être restés englobés dans le tissu.
Etendre les liquides ou tissus sur une lame de verre et les dissocier sans les écraser. Recueillir les grains et les transporter sur une autre laine. Si la dissociation est imparfaite, immerger dans la solution de potasse (voir plus haut) et laver à l’eau.
Faire tomber une goutte de picro-carmin vieilli, et laisser cinq à dix minutes. Recouvrir d’une lamelle dont le poids suffit à écraser le grain. Examiner d’abord à un faible grossissement. Voir plus haut, page 570, l’image du parasite.
La tuberculine peut provoquer des réactions ébauchées chez des bovidés atteints d’actinomycose.
article ii
ACTINOBACILLE
L’actinobacille a été découvert par Lignières et Spitz (1902) dans une maladie du bœuf, confondue avec l’actinomycose. La maladie est épizootique en Argentine, elle est observée en France.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — L’actinobacille peut être isolé par la culture du pus après broxjage; le pus recueilli et ensemencé directement ne donne pas de culture.
2° Caractères généraux des cultures — Aéro-anaérobie. Optima 37 degrés.
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3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Petites colonies translucides et bleuâtres ou plus grandes et opaques. Enduit filant et visqueux, odeur spermatique. Le développement n’est actif qu’après quelques passages.
B. Gélatine. — Légère traînée blanchâtre ou bleuâtre. Pas de liquéfaction.
C. Pomme de terre. — Développement faible, culture luisante, gris jaunâtre.
Fig. 227.
Actino bacille.
Deux fragments actinobacillaires fortement grossis (obj. immersion 1/15®, oc. 1). Coloration au Gram, carmin aluné acétique) (Chaussé).
D. Sérum. — Milieu médiocre.
4° Caractères généraux des cultures sur milieux liquides. — A. Bouillon ( peptoné ). — Trouble général, pas d’odeur spéciale.
L’addition de sérum favorise le développement, la surface du milieu se couvre d’un voile.
B. Sérum. — Dépôt floconneux, le milieu reste clair.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Le pus renferme des grumeaux constitués par des touffes de massues identiques à celles |de l’actinomycose.
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Dans les cultures, ractinobacille revêt la forme de bacille, de cocco-bacille ou de diplocoque. Les bâtonnets ont 1 p de long et 0 p 4 d’épaisseur.
2° Spores. — Pas de spores.
3° Mobilité. — Immobile,
Fig. 228.
Actinobacille. Culture. Grossissement 1 000.
4° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs d’aniline, en particulier par la fuchsine phéniquée. Ne prend pas le Gram.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Il est probable que l’actinobacille végète sur les fourrages.
2° Vitalité, virulence. — L’actinobacille est peu résistant Il est tué rapidement par la dessiccation, le chauffage, les antiseptiques.
Les cultures doivent être réensemencées tous les jours ou tous les deux jours pour conserver leur virulence. La virulence des germes s’affaiblit au déclin de la maladie spontanée. Les inoculations en série diminuent la virulence.
3° Caractères biochimiques. — Fermente le lactose et le glucose. La gélose de Würtz est virée dans les premières cultures, après quelques passages sur gélose ordinaire elle n’est plus modifiée.
Produit de l’indol en bouillon pancréatique.
4° Agglutination. — Les cultures liquides sont agglutinées par le sérum des malades, la réaction est irrégulière. L’agglutination est très marquée avec le sérum du cheval hyperimmunisé.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Les symptômes sont analogues à ceux de l’actinomycose. Collections purulentes ou indurations
ACTION PATHOGÈNE
diffuses de la peau ; adénites; hypertrophie, nodules et petites ulcérations de la langue ; tuméfactions des maxillaires (du maxillaire inférieur de préférence) creusées de fistules.
Toutes les lésions donnent écoulement à un pus épais, crémeux, blanc, parsemé de grains calcaires.
L’infection atteint à peu près exclusivement le bœuf, le mouton est rarement affecté. La maladie n’est pas signalée chez les autres espèces.
2° Action expérimentale. — A. Boeuf. — a) Inoculation sous-cutanée. — Détermine un abcès qui s'ouvre en donnant un pus identique à celui des abcès spontanés, la guérison est, très lente, l'extension dés lésions est exceptionnelle.
b) Inoculation veineuse . — Avec la culture on obtient exceptionnellement des localisations erratiques (arthrite purulente), l’inoculation du pus reste sans effet.
B. Mouton. Cheval. Ane. Porc. — a) Inoculation sous-cutanée. — Détermine des abcès.
b) Inoculation veineuse. — S’accompagne de phénomènes d'intoxication, surtout marqués chez le porc.
C. Cobaye. — a) Inoculation sous-cutanée. — Abcès
b) Inoculation péritonéale. — Péritonite aiguë ou vaginalite.
I). Lapin, souris grise. — Inoculation sous-cutanée. — Abcès.
E. Oiseaux. • — Réfractaires.
E) — Toxines
Les cultures en milieux liquides renferment dps toxines qui résistent au chauffage à 100 degrés et qui traversent la bougie F de Chamberland.
F) • — Diagnostic bactériologique
lü Examen bactériologique. — L’examen du pus frais met en évidence les touffes rayonnées, la glycérine picro-earminée
ACTINOBACILLE
Fig. 229.
Actinobacille. Grain d'actinobacillose, sans coloration.
2° Séro diagnostic. — Le sérum des malades a un pouvoir agglutinant trop variable pour qu'il soit possible d’utiliser la réaction pour le diagnostic.
G) — Immunisation, sérothérapie
Le sérum d’un cheval qui a reçu des doses croissantes de culture donne un sérum préventif pour le cobaye.
les colore en jaune. Le diagnostic différentiel avec l’actinomycose est assuré par l’absence des formes filamenteuses et le résultat négatif de la méthode de Gram.
S T R E P T O T R 1 C H O S E DU BÉTAIL RE CALCUTTA
La maladie est caractérisée par l’apparition de petits nodules au niveau du cou, de l’épaule, des côtes ou du flanc. Les ganglions de la région atteints sont affectés. Ces lésions enflammées, abcédées, marquent peu de tendance à Couverture spontanée. L’iodure de potassium est sans action (Holmes).
A) — Coloration, caractères microscopiques
1° Examen du pus. — Le pus contient des amas identiques à Y Actinomyces bovis, constitués de cocci, les filaments ne sont pas rayonnés et ne conservent pas la coloration de Gram.
2° Isolement. — Les premières cultures sont difficiles à obtenir, elles ne se développent que dans 5 p. 100 des tubes ensemencés et seulement après plus de trois semaines. Avec le sang des petits animaux qui succombent à l'infection, le développement peut être obtenu beaucoup plus rapidement.
B) — Cultures
1° Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Température optima 20-37°. Végète surtout bien sur pomme de terre et sur gélose .
STREPTOTRICHOSE DU DETAIL DE CALCUTTA
Les cultures renferment des filaments de dimensions variables, plus épais sur la pomme de terre et l'agar que dans le bouillon. On trouve des corpuscules analogues à des spores, qui ne prennent pas les matières colorantes.
Fig. 230.
Streptothrix des bovidés de Calcutta. Culture montrant des filaments et des spores.
2° Cultures sur milieux solides. — A. Gélose (de préférence glucosée ou glycérinée) . — Pellicule sèche de coloration blanc sale, se plisse en même temps que sa coloration devient brunâtre. En piqûre le développement est très limité.
B. Gélatine. — Mêmes caractères que sur gélose, développement moins abondant.
C. Pomme de terre. — Comme sur la gélose, mais la cultpre peut être blanche ou jaune.
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3° Cultures sur milieux liquides. — A. Bouillon. — La culture débute au 3e-4e jour par de fines particules flottant sur le liquide, elles se réunissent pour former un voile verruqueux blanc sale, adhèrent aux bords du tube. Le bouillon reste clair.
La culture peut être obtenue dans le bouillon glucosé, lactosé, glycériné et phéniqué.
Le bouillon au rouge neutre n’est pas décoloré.
JB. Lait. — Pas coagulé, lentement peptonisé.
C. Lait tournesolé. — Réaction acide
C) — Action pathogène
1° Action expérimentale. — L'inoculation sous-cutanée au cobaye et au lapin provoque un abcès, sans tendance à la généralisation ou à l’ouverture spontanée. Le pus renferme le parasite à l’état de pureté. Au premier passage les animaux succombent en 2-7 semaines le sang donne des cultures du streptothrix.
L'inoculation intrapéritonéale détermine la mort du cobaye et du lapin en 2-6 semaines. Le plus souvent on ne trouve pas de lésion, il se forme quelquefois des nodules sur le péritoine et sur le mésentère.
L’inoculation au bœuf reste sans résultat.
ARTICLE II
STREPTOTHRIX DIVERS
1° Streptothrix (oospora) farcinica. — ■ Décrit par Nocard comme l’agent du farcin du bœuf.
Filaments rameux enchevêtrés, se colorant par le Gram. Aérobie. Se développe dans le bouillon en amas blanchâtres et forme à la surface des pellicules irisées, arrondies, étalées comme des feuilles de nénuphar ; sur la gélose, enduit mamelonné, terne et poussiéreux, se développe sur la pomme de terre avec les mêmes caractères, dans le lait sans le coaguler.
STREPTOTHRIX DIVERS
La maladie se traduit par des tumeurs circonscrites qui se développent très lentement et des cordes qui se rendent aux ganglions voisins. On peut trouver des tubercules dans les parenchymes.
L'inoculation est pathogèue pour le cobaye, le bœuf et le mouton.
Les cultures conservent longtemps leur virulence et leur végétabilité.
Vryburg a étudié à Sumatra une affection cutanée du bœuf assez analogue au farcin qui serait due à un microbe immobile, ne prenant pas le Gram, produisant de l’indol dans les milieux de culture. L'immunisation est possible par l’inoculation des cultures atténuées ou d’un mélange de sérum immunisant et de culture.
2° Streptothrix canis . — Agent d’une maladie rarement décrite se traduisant par des abcès sous-cutanés pu une inflammation purulente des séreuses (Rabe, Bahr). Filaments de longueur variable, renflés aux extrémités, prenant la coloration de Gram. Anaérobie ; forme dans la profondeur de la gélose de petites colonies rayonnées ; dans le bouillon son développement se traduit par la formation de nodules de la grosseur d’une tête d’épingle. Ces caractères rapprochent ce streptothrix d ’Oospora Israeli. Pathogène pour la souris, le lapin et le chien.
3° Streptothrix de Cuillé. — Isolé du pus d’un cheval à pharyngite gourmeuse avec abcès multiples. Filaments restant colorés par le Grain ; culture anaérobie. L’inoculation détermine des abcès chez le cheval et chez le cobaye.
4° Streptothrix de Dean. — Isolé d’une tumeur du maxillaire chez le cheval .
5° Streptothrix capræ. — (Zschokke, Silberschmidt) . Isolé de la langue d’une chèvre.
6° Streptothrix valvulas destruens bovis. — Isolé d’une endocardite du bœuf (Luginger). Pathogène pour le mouton, son inoculation dans le sang détermine de la pseudo-tuberculose.
7° COCGOBACILLUS PSEUDO-ACTINOMYCOSIS POLYMORPHÜS. — Isolé d’une tumeur des lèvres chez le bœuf (Berestneff).
CHAPITRE YII
BACILLE DE LA MORVE
Le B. de la morve ( Bacillus mallei) a été découvert, en 1882, presque simultanément par Bouchard, Capitan et Charrin, en France, et par Lôffler et Schütz, en Allemagne, Lôffler a fourni une description complète, en 1886.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — On étale le pus morveux sur plusieurs tubes de pomme de terre . Si le pus est trop impur, on inocule d’abord sous la peau de la cuisse du cobaye, et on ensemence le pus du ganglion inguinal, avant qu’il soit abcédé.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie strict. Température limite = + 25° à -f- 42°. Température optima = -f 35° à 38°.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. — Le sérum de cheval est préférable. Dès le deuxième jour : colonies semitransparentes, devenant blanches et opaques en vieillissant.
B. Gélose. — Dès vingt-quatre heures : bande blanche, visqueuse, demi-transparente. Plus tard : s’épaissit et devient opaque.
Sur gélose glycérinée : culture plus abondante, envahissant toute la surface .
La gélose glycérinée à la pomme de terre permet d’obtenir rapidement des récoltes abondantes de corps bacillaires.
BACILLE DE LÀ MORVE
Culture de quatre jours. Culture de huit jours.
Bacillus mallei. Cultures sur pomme de terre (Hutyra et Marek).
faut une gélatine ne fondant qu’à + 23», car le microbe ne végète pas à + 22°.
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D. Pomme de terre. — C’est le milieu de 'choix. La culture est caractéristique , surtout sur les pommes de terre riches en amidon et alcalinisées (faire tremper ayant la stérilisation, pendant trois heures, dans une solution de soude à 5 p. 1000). Dès le deuxième jour : enduit épais, visqueux, humide et luisant, ressemblant à une mince couche de miel, d’abord ambre jaune. La colonie envahit bientôt toute la pomme de terre qui devient verdâtre, pendant que la colonie prend une teinte marron chocolat, et devient opaque comme de la colle (fîg. 231). Les colonies sont caractéristiques ; elles ne se rapprochent que de celles du B. pyocyanique , qu’il est facile de distinguer avec la réaction de la pyocyanine (coloration bleue par l'ammoniaque du pigment du B. pyocyanique, la culture de morve n’est pas modifiée, voir p. 209).
Plusieurs races de Bact. coli, Y Ascobacterium luteum, un bacille voisin du B. pyocyanique (Van den Burg), le Bac. pseudo-tuberculosis rodentium donnent sur la pomme de terre un enduit jaune, puis jaune-brun dont la connaissance complique le diagnostic de la morve par la culture.
4° Cultures en milieux liquides. — Les cultures en bouillon sont troubles dès la vingt-quatrième heure ; elles abandonnent plus tard un dépôt blanchâtre.
B) — Caractères microscopiques, coloration
1° Morphologie. — Bâtonnets droits ou légèrement incurvés, de 3 à 5 p. de longueur sur 0,3 p à 0,5 p de largeur. Les extrémités sont arrondies. Dans le pus les bacilles sont associés par deux ou groupés en amas. Dans les cultures, ils sont isolés. Dans les cultures anciennes, les formes filamenteuses renflées en massue, sur leur trajet ou à l’extrémité, ne sont pas rares. On a décrit des formes actinomycotiques (Marx, Conradi, etc.) dans les cultures et dans les lésions.
2° Mobilité. — Peu mobile.
3° Spores. — On trouve dans le protoplasma du microbe.
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des corpuscules (corp. métachromatiques) qui se colorent bien par les méthodes applicables aux granulations décrites par Neisser dans le bacille diphtérique.
Les renflements des formes filamenteuses ont été considérés comme des spores (Cabpano).
4U Coloration. — Il se colore assez mal avec les solutions aqueuses de couleurs basiques d’aniline, mieux avec les solu-
Fig. 232.
Bacille de la morve. Préparation de pus (coll. Institut Pasteur).
tions à mordant : thionine phéniquée, bleu de méthylène alcalin de Lôffler (solution alcoolique concentrée de bleu de méthylène 30 cc. -f- 100 cc. solution aqueuse de potasse à 1 p. 10.000), etc.' Il ne prend pas le Gram. Son protoplasma se colore irrégulièrement.
Pour la coloration dans les coupes on aura recours à la méthode de Nicolle ou à l’acide acétique à 1 p. 100 additionné de quelques gouttes de tropéoline 00.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité, Virulence. — Très fragile. Les cultures meurent en moins d’un mois et sont détruites en quelques minutes par un chauffage à -f- 55°. Leur virulence est très grande,
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elle fléchit lentement lorsque les microbes mènent longtemps la vie saprophytique, mais même après plusieurs années le bacille de la morve est encore pathogène. La culture sur gélose à la pomme de terre fait baisser la virulence et la vitalité plus rapidement que le développement sur gélose Martin (M. Nicolle).
La dessiccation en l’absence de matière organique (culture) détruit rapidement (2-3 jours) les bacilles; dans le pus les bacilles résistent beaucoup plus longtemps (20 jours). Un chauffage de quelques minutes à -f- 100° stérilise les organes. Le B. est très sensible aux antiseptiques : le sublimé à 1 p. 1000, le phénol à 3 p. 100 le détruisent en quelques minutes.
Le B. morveux de provenance humaine est plus virulent que celui de provenance équine (Bulloch, 1905).
On peut exalter la virulence par le passage sur certains animaux (spermophile, lapin).
Pour conserver longtemps l’activité du Bac. de la morve, on étend du sérum normal de cheval de 3 p. d’eau distillée (pour le rendre incoagulable) et on stérilise. Dans ce milieu on délaie des B. morveux recueillis sur gélose, de façon à avoir une émulsion épaisse, que l’on garde à la glacière en tubes scellés.
2° Agglutination. — Mac Fadyean (1896), Foulerton (1897) ont signalé, la propriété agglutinante du sérum des animaux morveux. Voir Sérodiagnostic, p. 604.
En traitant Y âne ou la chèvre par des injections de cultures chauffées, Kleine a obtenu un sérum agglutinant qui peut servir à diagnostiquer l’espèce bactérienne.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — La morve est une maladie des solipèdes. Elle peut être transmise à certains animaux domestiques (boeuf, mouton, chèvre, carnivores) ; l’homme est exposé à contracter la maladie.
Chez les solipèdes suivant la rapidité de l’évolution on distingue la morve aiguë et la morve chronique, et suivant ses localisations on décrit la morve proprement dite étendue aux
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muqueuses et aux parenchymes et la morve cutanée ou farcin.
La morve aiguë se termine presque toujours par la mort en 8 à 30 jours. La morve chronique peut rester latente très longtemps, avec des poussées subaiguës plus ou moins fréquentes. La guérison est possible au début de l’infection.
Fig. 233.
Coupe d’un nodule morveux (Macé).
Le B. existe dans tous les produits de sécrétion ou d’excrétion infectés au contact des lésions spécifiques (fïg. 232). Dans les tissus les bacilles perdent peu à peu leur propriétés pathogènes. Le sang des solipèdes ne renferme qu’exceptionpellement le bacille morveux et même dans la morve aiguë (Nocard). Lôffler l’aurait trouvé dans le sang de l'homme. Le lait n’est jamais virulent. Le muscle n’est pas virulent, mais la moelle osseuse, les ganglions peuvent renfermer le bacille morveux, aussi la viande doit être considérée comme dangereuse.
L'infection naturelle du cheval s’effectue par ingestion.
2° Action expérimentale. — A. Ane. — L’animal le plus sensible. L’inoculation donne la morve aiguë. 11 suffit de scarifier la peau du front et de la frotter avec la matière morveuse ou une culture virulente. Alors qu’il n’existe encore aucune lésion locale, la température monte au-dessus de 40 degrés. OEdème local. Ulcération. Engorgement ganglionnaire. Jetage.
Mort en 5 à 20 jours. A l’autopsie : éruptions vésiculeuses, ulcérations, sphacèles sur la muqueuse de la cloison nasale et des cornets ; dans le poumon : granulations et foyers hépatisés. Les bacilles sont innombrables dans toutes les lésions. L’inoculation sous-cutanée engendre, en trois ou quatre jours, un vaste ulcère, riche en bacilles, avec 40°. Mort en cinq à vingt jours, avec lésions aiguës.
Fig. 234.
B. Cobaye. De Orchite morveuse du cobaye.
suite après l’âne, comme
sensibilité. C’est l’animal de choix pour l’expérimentation.
Inoculé sur le dos, par scarification , il succombe en quarante jours environ. Chancre local. Tubercules miliaires, à centre purulent, dans la rate, le foie, le poumon et les ganglions.
L’inoculation sous- cutanée provoque un abcès local, tuméfaction et abcédation des ganglions, amaigrissement, mort en trente jours. Tubercules généralisés (fig. 235, 236). Parfois, si l'inoculation a été pratiquée chez le mâle, vers le dixième jour, il se produit de l’orchite.
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L'inoculation 'péritonéale est l'opération de choix. Si le pus est trop impur , on peut commencer par une inoculation souscutanée et injecter un second cobaye avec le pus ganglionnaire (avant l’ouverture de l’abcès) du premier. Elle doit toujours être pratiquée chez le mâle. On note tout d’abord de l’œdème des bourses et de la verge, de la paresse des testicules qui demeurent dans le scrotum et s’y fixent par des adhérences. Les parties malades peuvent acquérir de l’un ou des deux côtés un volume considérable. A la surface du scrotum apparaissent des pustules, des taches livides, on peut assister à l’ouverture des collections génitales. La lésion atteint son maximum vers le dixième jour (fig. 234) . Mort en 12 à 13 jours quelquefois en 4 à 8 jours. On constate, au début sur la vaginale, la présence de fines granulations jaunâtres entourées d’une aréole congestive ; plus tard les deux feuillets de la séreuse sont étroitement soudés par un exsudât purulent, épais, riche en bacilles Le testicule est atrophié. Nicolle a signalé l’existence d’une forme ectopique caractérisée par la persistance du testicule dans l’abdomen .
Pour obtenir les lésions génitales chez le cobaye adulte (les cobayes jeunes de deux semaines à deux mois contractent la forme ectopique) il faut inoculer de très petites quantités de produits ou de bacilles morveux. La dose d’un centième de centigramme de bacilles humides convient généralement bien [(Nicolle) , bacille servant à la préparation de la malléine à l’Institut Pasteur] des doses plus petites provoquent encore la localisation (un millionième de centigramme). (Voir plus loin : Diagnostic, p. 596).
Les cobayes femelles sont plus résistantes que les mâles à l’inoculation péritonéale.
L’inoculation cardiaque détermine une éruption pustuleuse (oreilles, scrotum, vulve), des ostéopériostites, de l’orchite et de l’épididymite vraies.
C. Mulet. — Moins réceptif que l’âne, plus que le cheval. L’inoculation cutanée donné une morve subaiguë ou chronique, avec chancres de la pituitaire et tubercules morveux du poumon.
D. Cheval. — Forme identique, mais plus chronique encore.
ACTION PATHOGÈNE
L’inoculation par scarification de la peau ou sur la pituitaire donne un chancre local. L’ingestion de cultures donne des tubercules pulmonaires (Nocard) ; dès le quinzième jour, l’animal réagit à la malléine ; il peut guérir et être infecté de nouveau par ingestion.
E. Bovidés. — Considérés comme réfractaires, on peut déterminer par inoculation intra-veineuse une infection analogue à
la morve du cheval (nodules pulmonaires, ulcérations des cavités nasales (Riegler et Ciuca, 1906).
F. Mouton, Chèvre. — L’infection est facilement obtenue.
G. Porc. — Réfractaire, à moins d’affaiblissement, par une maladie antérieure (Cadéac et Mallet).
H. Chat. — Très sensible. Ulcères avec accidents métastatiques sur les articulations et les viscères. Mort en quinze à trente jours.
I. Souris des champs (campagnol)^. Très sensible. Meurt en
Poumon de cobaye morveux (Macé).
Fig. 236.
Rate de cobaye morveux (Macé).
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quelques jours, d’une inoculation sous-cutanée. Tuberculisation miliaire des viscères, particulièrement de la rate. Le mulot (Mus sylvaticus ) est moins sensible.
J. Spermophile. — Sensible. Le passage en séries exalterait la virulence du bacille (Gamaleïa).
K. Lapin. — Peu sensible à l’infection. Le chancre local guérit spontanément. 11 faut des doses massives, injectées dans les veines, pour tuer (Lôffler), ou des bacilles exaltés (Gamaleïa), le plus souvent les animaux succombent à l’intoxication (organisme stérile). Pas de localisations génitales chez les lapins inoculés dans le péritoine.
L. Chien. — Très résistant. Chez le jeune chien, l’inoculation donne une morve mortelle (Galtier) . L’inoculation par sacrifications sur le front produit, entrois à quatre jours, des chancres morveux, avec pus liquide grisâtre abondant et très virulent. La région s’empâte, les ulcérations se rejoignent et forment un vaste ulcère caractéristique. Ces chancres guérissent en deux ou trois semaines. La généralisation est très rare (quelques cas de morve chronique de Nocard). L’inoculation veineuse massive peut engendrer une morve généralisée (Straus) .
Des bacilles provenant du lion peuvent tuer le chien (Trasbot). On peut tuer le chien en l’inoculant dans le système nerveux (Tedeschi).
M. Souris blanche. — Réfractaire ; le diabète phloridzinique permet l’infection expérimentale (Léo). Cette assertion n'a pas été confirmée (Shattock, Galli-Yalerio, Nicolle et Morax). La phloridzine est sans effet (Nicolle et Morax), la souris succombe à l’inoculation sous-cutanée de morve granulique typique.
N. Oiseaux. — Réfractaires.
E) — Toxines
Les cultures, tuées par la chaleur, sont toxiques ; (HelmAn et Kalning, Protopopoff, etc.). Les microbes tués par la chaleur, l’alcool-éther, le chloroforme sont toxiques pour le cobaye. Au
IMMUNISATION
cours des intoxications lentement mortelles par inoculation péritonéale, les mâles présentent des localisations génitales (M. Nicolle).
Turro (1908) a préparé une toxine en traitant les cultures par la soude à 0,50 p. 100, on peut purifier par dialyse et par précipitation à l’alcool absolu.
La malléine est un extrait stérile, glycériné des cultures du bacille morveux (absolument comme la tuberculine pour le B. de lvoch) . On la prépare ainsi : on exalte une culture par plusieurs passages chez le lapin (inoculation intraveineuse). On cultive dans le bouillon glycériné à + 37°. Au bout d’un mois, on chauffe trente minutes à -f- 100°, on concentre au bain-marie jusqu’au 10e du volume primitif. On filtre sur papier Chardin. C’est la malléine brute. Le cobaye supporte sans effet appréciable l'injection sous-cutanée de 1 centimètre cube de malléine brute, le lapin 2 centimètres cubes dans les veines, le cheval un demicentimètre cube. Les animaux morveux sont très sensibles à la malléine : chez le cheval un quart de centimètre cube provoque de l’hyperthermie, des symptômes généraux et une tuméfaction locale ; le cobaye succombe à l’inoculation. Le principe actif est précipitable par l'alcool (; malléine sèche de Foth). On peut préparer line malléine par l’extraction au moyen de la glycérine [mall. de Khakkoff), par précipitation avec le sublimé (Preisz) ou en traitant les bacilles par l’antiformine à 2 p. 100 (Schnürer. Foth).
F) — Immunisation
Le chien, qui a guéri de ses chancres morveux, peut être réinoculé plusieurs fois de suite, avec succès (Galtier) .
On peut créer un état réfractaire en inoculant des cultures atténuées. Straus, avec des cultures âgées, a vacciné le chien contre les inoculations massives intraveineuses. Sakaroff et Finger ont augmenté la résistance du lapin avec des cultures âgées ou chauffées à -f- 100°. Sakaroff aurait vacciné des chevaux, avec des bacilles, atténués par passages sur le chat.
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La malléine n’est pas immunisante (Nocard).
M. Nicolle a immunisé le cobaye avec des bacilles vivants, contre les mêmes bacilles, au moyen d'inoculations répétées sous la peau, dans les muscles, dans le péritoine ou d'une seule inoculation dans le cœur.
Lévy, Blumenthal et Marxer ont immunisé le cobaye avec des bacilles morveux (1908) soumis, à 37 degrés, à l’action de la glycérine à 80 p'. 100 ou de l'urée à 10 p. 100. Ils ont préparé avec ces cultures une poudre vaccinante dont on injecte au cheval 100 milligrammes, puis trois semaines plus tard 200 à250 milligrammes. Les résultats obtenus dans la pratique ne sont pas encore connus. M. Kellar vaccine le cheval avec des émulsions microbiennes chauffées à 70°, les résultats obtenus dans les écuries infectées seraient excellents .
Le sérum des animaux immunisés ou hyperimmunisés contre le bacille morveux n’est ni préventif, ni curatif (Arugh et Petrini, Deduline, Prettner, Galtier et Nicolas) . Les résultats positifs obtenus avec le sérum de bœuf (Chenot et Picq) dans le traitement de la morve de l’homme n’ont pas été confirmés par l’expérimentation.
G) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche du bacille. — Le bacille peut être trouvé dans le jetage ou dans le pus ; dans les formes'chroniques les bacilles sont rares, granuleux, échappent souvent à la recherche. Le procédé a été préconisé par déterminer la nature des tubercules pulmonaires.
2° Culture. — Elle sera employée toutes les fois que le produit recueilli sera pur ou à peu près pur (pus d’un abcès, matière caséeuse des ganglions). On ensemencera sur ‘pomme de terre à -f- 37 degrés (voir plus haut. p. 587).
L’examen des microbes recueillis sur les colonies colorées, apparues tardivement, précise le diagnostic.
3° Inoculation. — Quelle que soit la sensibilité du réactif
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l'inoculation ne donne pas toujours des indications certaines. La virulence des produits utilisés, provenant de sujets morveux, n’est pas constante. Le jetage, surtout utilisé, renferme des microbes étrangers capables d’empêcher l’évolution de l'infection morveuse, de produire des suppurations ou de provoquer
Fig. 237.
Vaginalite tuberculeuse expérimentale du cobaye (L. Panisset).
la mort prématurée des sujets inoculés. Les lésions authentiques (tubercules gris) donnent des résultats incertains en raison de la rareté des microbes qu’elle renferme. Enfin dans un grand nombre de cas (morve occulte) il n’est pas possible de recueillir les produits nécessaires pour l’inoculation. L’inoculation à Yânc est trop coûteuse et ne peut entrer dans la pratique.
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Galtiek a, le premier, fait le diagnostic expérimental de la morve en inoculant le chien, par scarifications du front. Les résultats positifs seuls ont une valeur absolue, 1 inoculation virulente reste quelquefois sans effet.
L’inoculation au cobaye est la méthode de choix. L inoculation cutanée (scarifications, piqûres) ou sous-cutanée préférable sont parfois infidèles. Elles exigent .toujours plusieurs semaines d’attente avant de connaître le résultat de l'opération.
Straus a recommandé Y inoculation péritonéale au cobaye mâle (voir plus haut, p. 592).
Pour Straus, Yorchite morveuse était caractéristique et spécifique, son apparition au deuxième ou troisième jour suffisait à faire le diagnostic.
Depuis Straus de nombreux expérimentateurs ont démontré que les indications fournies par cette méthode ne sont pas absolument sûres. Le microbe de la suppuration caséeuse (Nocard) (p. 622) ; des microbes isolés du jetage des chevaux morveux ou sains (Râpe, Kutscher, Galtier), le bacille pyocyanique (Barüchello), le bacille de la pseudo-tuberculose (Galavielle), le Sporotrichum (Carougeau), le bacille delà tuberculose (L. Paxisset) sont capables de provoquer la même localisation pour ne citer que les microbes répandus dans le milieu extérieur capables de contaminer les produits à inoculer ou de provoquer des affections (lymphangites) pouvant simuler la morve.
L’ubiquité de cette curieuse localisation n’enlève pourtant pas toute valeur au signe de Straus, qui perd seulement de sa simplicité. L’origine du produit inoculé fournit, en effet, de précieuses indications. Si la relation reste difficile à établir entre la vaginalite et l’agent qui la détermine dans le cas où les produits sont souillés (jetage ou sanie d'un ulcère), par contre, si les produits ont été recueillis purement, la confusion ne sera possible qu’avec le bacille de Prcisz-Nocard ou Sporolrichum equi s’il s’agit de lésions fermées, ou avec le bacille de la tuberculose dans quelques cas exceptionnels où les tubercules morveux auront été confondus avec des lésions tuberculeuses à bacille de Koch. Or, la première occurence, celle où les produits sont souillés (6. de la pseudo-tuberculose , 6. de Kutscher , 6. pyocyanique...),
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est rarement réalisée, l’inoculation péritonéale ne devant être pratiquée qu’avec des produits recueillis purement. Certains germes enfin, de ceux qui peuvent être incriminés dans la vaginalite du cobaye, ne sauraient être retenus dans une recherche sur le diagnostic de la morve; il en est ainsi du bacille de là diphtérie (L. Panisset etLoiSEAu) de l’actinobacille, du Micrococcus melitensis (Carbone), du pyobacille du mouton (Carré).. D’autre part, il faut reconnaître que, le plus souvent, un certain nombre seulement des cobayes inoculés présentent cette localisation génitale (bacille de Koch, microbe de la pseudo-tuberculose) . Au contraire, l’électivité du bacille de la morve est trèè marquée et il est exceptionnel de voir manquer Y « orchite.» chez le cobaye inoculé avec des produits morveux.
Dans tous les cas il est nécessaire de contrôler la nature dè la vaginalite consécutive à l’inoculation péritonéale par l’examen microscopique et la culture. On peut assurer le diagnostic précoce en prélevant aseptiquement dès l’apparition de la tumé7 faction testiculaire un peu d’exsudat et en identifiant les microbes rencontrés. Ce prélèvement in vivo est d’autant plu$ nécessaire que l’orchite peut apparaître tardivement (Liénaux)*
L’inoculation péritonéale ne convient que pour les produits purs (boutons ramollis, pulpe ganglionnaire, tubercules). L’inoculation des produits impurs (jetage) provoque une péritonite purulente qui tue les sujets avant l’apparition de 1’ « orchite » (Nocard) -ou laisse les sujets indemnes (L. Panisset). Pour éviter ces accidents on inoculera une très petite quantité du produit pathologique souillé (quelques gouttes) émulsionné dans un centimètre cube de solution physiologique. En même temps on inoculera quelques cobayes, sous la peau, pour se mettre d’une façon certaine, à l’abri des inconvénients de l’inoculation péritonéale (L. Panisset).
Conservation et envoi des produits destinés a l’inoculation. — Les fragments d’organes peuvent être conservés virulents pendant plusieurs jours dans la glycérine pure stérilisée, le chlorure de sodium en solution concentrée, le sel en nature (1 à 4 jours, véritable salaison), (Müller), le violet de méthyle à 8 p. 1000 (Angelici).
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En résumé , si le produit à examiner est pur : cultiver sur pomme de terre et inoculer dans le péritoine du cobaye mâle ; dès l’apparition de l’orchite, ponctionner la vaginale, examiner le pus retiré et le cultiver ; si le produit est impur, ne pas tenter la culture mais inoculer plusieurs cobayes sous la peau
Fig. 238.
Dosage de la malléine par l’intra-dermo-réaction (27e heure ) (Schnürer).
Rangée supérieure : malléine sèche de Foth ; — rangée moyenne : antiforminemalléine ; — rangée inférieure : malléine de l’Institut Pasteur (les chiffres indiquent les quantités de malléine exprimées en gramme).
et dans le péritoine, et même inoculer au chien par scarification.
3° Injection de malléine. — La malléine (voir p. 594) a été découverte par Helman, en 1888. Kalning, Nocard se sont
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surtout préoccupés d’étudier ses effets sur les animaux morveux, au point de vue du diagnostic de cette affection .
La malléine brute est un liquide brun foncé, sirupeux. On l’emploie après dilution au 1 / 10e dans l’eau phéniquée à 5 p.
1 000 ; ce mélange, maintenu à l’abri de l’air et de la lumière, conserve ses propriétés pendant plusieurs mois.
L’animal suspect est mis en observation pendant quarantehuit heures ; on prend sa température. S’il n’a pas de fièvre, on
Fig. 239.
Oculo- et cuti- réaction chez un cheval morveux (J. Schnürer).
a, oculo-réaction après deux instillations de malléine dans l’espace de vingtquatre heures, soixante-deux heures après la première instillation. — 6, cuti-réaction positive à la malléine après soixante-deux heures. — c, réaction à la piqûre (intradermo-réaction) après injection sous-cutanée).
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lui injecte1, le troisième jour, sous la peau de l’encolure, un quart de centimètre cube de malléine brute, ou 2 centimètres cubes et demi (il est plus commode avec la malléine brute de de diluer au huitième pour injecter 2 centimètres cubes de la dilution) de malléine diluée. Si l’animal est morveux, on observe une réaction organique, une réaction locale et une réaction thermique. La réaction locale est constituée par les symptômes suivants : une tuméfaction inflammatoire, parfois énorme, chaude, très douloureuse, se forme, en quelques heures, au niveau du point d’inoculation. Du contour de la tumeur partent des traînées lymphatiques sinueuses, se dirigeant vers les ganglions. Cette tumeur (qui ne doit pas suppurer), s’accroît pendant trente-six heures et dure plusieurs jours, ne disparaissant que vers le dixième. La réaction organique est indiquée par de la tristesse, de l’abattement, des frissons et des tremblements musculaires, la disparition de l'appétit, la prostration peut être complète. La réaction thermique est toujours accusée. En quelques heures, la température monte de d°5 à 2°5 ou même plus. Cette fièvre, appréciable dès la huitième heure, atteint son maximum vers la douzième ou quinzième, et dure pendant trente-six et quarante huit heures.
La malléine ne produit aucune accoutumance, deux injections pratiquées à quelques jours d’intervalle donnent des résultats identiques '(Nocard, Drouin, Galtier). Quelques expérimentateurs pensent qu'il est préférable de laisser un intervalle de 3 à 4 semaines entre des malléinations successives (Miessner, Hutyra et Marek, Foth, Wladimiroff, Malm, Babes).
Tout animal morveux réagit ainsi à la malléine. Une pareille réaction est-elle toujours due à la morve? Chez l’animal sain, l’injection de malléine, même à dose plus considérable, reste sans effet. Exceptionnellement, certaines affections (gourme, emphysème pulmonaire, mélanose) peuvent entraver la réaction thermique. L 'hyperthermie s’établit rapidement et ne persiste pas. La réaction organique fait défaut. L’observation et l’analyse des faits justifient rarement la suspicion.
1 On injectera autant que possible de huit à dix heures du soir pour que la réaction se produise pendant la journée du lendemain.
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En résume, les animaux qui présentent une réaction complète (hyperthermie, réaction locale, réaction générale) doivent être déclarés morveux. Ceux qui présentent une réaction incomplète doivent être réputés suspects. Les animaux qui ne présentent aucune réaction peuvent être libérés comme indemnes. On tient compte pour apprécier l'hyperthermie : du maximum atteint, de la différence entre la moyenne des températures initiales et la température la plus élevée, de la durée de la réaction, de sa persistance.
Les réactions locales à la malléine ont été recherchées chez les animaux morveux. Vallée, en indiquant la possibilité d’obtenir la cuti-réaction à la malléine, montre que les résultats positifs sont l’indice de la maladie, mais que la réaction peut faire défaut ou n’être que difficilement appréciable chez les sujets morveux. Chez les chevaux à peau fine, non morveux, les scarifications recouvertes de malléine sont souvent le siège de phénomènes qui laissent croire à une indication positive.
H. Martel a recommandé de pratiquer les scarifications entre la lèvre supérieure et le naseau ; il n’est pas nécessaire de raser la peau fine et souple qui existe à ce niveau et l’on peut apprécier la' moindre infiltration. Néanmoins, les résultats n’ont pas été nets et la réaction positive n’est constatée que chez le tiers des animaux reconnus morveux à l’autopsie. Putzeys et Stiennon, G. Angelici n’observent pas la cuti-réaction ou notent des discordances absolues entre les indications fournies et le résultat de l autopsie. La cuti-malléination a été utilisée chez l’homme (Martel).
L’ ophtalmo-malléination est d’une technique très facile, mais les résultats obtenus sont contradictoires. Pour les uns, la réaction n’apparaît que sur un petit nombre de sujets malades (Putzeys et Stiennon, G. Angelici), tandis que Choromansky, Wladimiroff observent une concordance absolue entre l’oculo-réaction et 1 inoculation sous-cutanée. Pour Schnilrer tout cheval présentant une ophtalmo-malléination positive est morveux et doit être abattu, pour Martel, au contraire, 1 ophtalmo-réaction peut être positive chez des chevaux guéris, de morve et le résultat doit toujours être contrôlé par l’inoculation sous-cutanée.
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L/intra-dermo réaction a été préconisée par Schnürer, elle présente les avantages et les inconvénients des autres modes de réaction locale. Elle pourrait être utilisée pour le dosage de la malléine.
4° Séro-diagnostic. — A. Agglutination. — Depuis que
M’ Fàdyean (1896) a signalé que le sérum des chevaux morveux agglutinait le bacille de la morve, la méthode a fait l'objet de nombreux travaux (Bourges et Mery, Porkschischewsky, Arpad, Rabieaux, Je^sen, etc) mais c’est seulement en ces dernières années elle est entrée dans la pratique du diagnostic de la morve, notamment en Allemagne et en Autriche, aux Etats- Unis (Schütz et Miessner. Schnürer, Yeranus A. Moore, King et Houghton, etc.)
Technique de la réaction. — a). Préparation de l'émulsion microbienne . — Tous les bacilles morveux ne se prêtent pas à
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l'agglutination, des essais préalables seuls peuvent renseigner sur ce point. Le bacille est d’autant plus agglutinable qu il est extrait depuis peu de temps de l’organisme, il est donc nécessaire de faire des passages toutes les trois semaines au moins. On utilisera des cultures de quarante-huit ou soixante-douze heures sur gélose glycérinée. 11 sera nécessaire de faire des
Fig. 241.
Séroréaction positive.
passages in vitro tous les jours pour avoir toujours une culture permettant d’effectuer le séro-diagnostic.
Les microbes recueillis sur la gélose sont émulsionnés dans l’eau physiologique à 8,5-9 p. 1000. Cette émulsion peut être utilisée d’emblée ou après chauffage à 60 degrés pendant deux heures. Le chauffage qui tue les microbes n’entrave pas la réaction et facilite les opérations ultérieures en supprimant le danger des manipulations avec les cultures vivantes.
L’émulsion chauffée est broyée avec soin. On peut utiliser dans ce but un ballon contenant des perles de verre. On dilue avec de l'ejui physiologique pour obtenir une dilution transpa-
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rente, louche, à peine laiteuse. Pour préparer une émulsion dont la teneur microbienne soit aussi constante que possible, on peut apprécier son opalescence au moyen du lactoscope de Faser (visibilité 5) (Schnürer); on pourrait encore indiquer le poids des microbes humides nécessaire pour obtenir une émulsion convenable. On filtre sur papier. L’émulsion ainsi obtenue peut être additionnée de 0,5 p. 100 de phénol, elle se conserve à basse température (4 à 6 degrés) et à l’obscurité, elle est encore utilisable après trois à quatre semaines. Un tube de gélose fournit environ 100-120 centimètres cubes d’émulsion propre à la recherche du pouvoir agglutinant.
(3) Obtention du sérum, envoi , conservation. — Sur l’animal vivant, le sang est prélevé aseptiquement par saignée au trocart, ou recueilli avec une seringue munie d’une grosse aiguille et réparti dans des tubes ou des flacons stériles. On peut utiliser les tubes à vaccin ou les flacons à sérum après stérilisation par ébullition. On peut utiliser de petits tubes en verre épais fermés par un bouchon portant une aiguille. L’aiguille est implantée dans la veine, le sang se collecte dans le petit tube, on change le bouchon et on peut envoyer directement.
Le sang recueilli on attend sa coagulation spontanée, ou on peut hâter par centrifugation la séparation du sérum.
Le sérum est prélevé avec soin et distribué dans des tubes stériles. 11 doit être conservé au frais et à l’obscurité ; si toutes ces opérations ont été faites aseptiquement, l’addition de 0,5 p. 100 de phénol à 5 p. 100 est inutile, pourtant elle n’entrave pas les réactions ultérieures.
Le chauffage du sérum (56°) diminue le taux de l’agglutination normale sans modifier celui de l’agglutination spécifique, sa pratique facilite l’interprétation des indications du séro-diagnostic (A. Oyuela).
y) Recherche du pouvoir agglutinant. — On utilise de petits tubes stérilisés de 6, 8 ou 10 millimètres de diamètre sur 8 ou 10 centimètres de longueur. L’émulsion microbienne est distribuée dans 6, 7... 12 tubes suivant la méthode employée. On met en général 2 centimètres cubes (40 gouttes) dans chaque tube. — On doit toujours conserver un tube témoin, sans
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sérum, pour apprécier comparativement les caractères de rémulsion.
Le sérum à examiner est dilué dans la proportion de 1 partie pour 39 d'eau physiologique (dilution à t p. 40), puis réparti dans chacun des tubes contenant l'émulsion avec une pipette capillaire graduée en centièmes de centimètre cube. On peut adopter le tableau, suivant .
Sérum dilué à 1 p. 40. Émulsion microbienne. 0 cc. 40 2 centimètres cubes
Oi
Proportion.
Ce tableau est résumé des indications fournies par Schütz et Miessner. Quelques expérimentateurs ont trouvé préférable d’opérer sur 3 centimètres cubes d’émulsion (Moore), les quantités de sérum doivent évidemment être modifiées.
On peut simplifier la technique en utilisant des dilutions de sérum plus étendues, la lecture des pipettes graduées en dixièmes de centimètre cube est plus facile et plus sûre que l’appréciation des centièmes de centimètre cube. En opérant avec la même pipette rincée à l’eau physiologique entre chaque opération, pour la distribution de l’émulsion microbienne, la dilution du sérum et sa répartition dans les tubes, la méthode suivante très simple donne de bons résultats :
Sérum dilué à l p . 40 . Émulsiou microbienne . Proportion .
12 gouttes. 60 gouttes 1 p. 200.
King et Houghton ont préconisé pour la morve la méthode simplifiée utilisée par Carrol pour la fièvre typhoïde. Le dosage du sérum se fait au moyen de petits disques de papier filtre dont les dimensions sont calculées pour absorber 3/200 de cen-
BACILLE DE LA MORVE
timètre cube (7 mm. 4 de diamètre, 3/500 (4 mm. 6) 3/800 (3 mm, 7) et 1/400 (3 mm.).
Chacun de ces petits disques, saturés de sérum par absorption et non par immersion, est placé dans un tube contenant 3 centimètres cubes de l'émulsion. On obtient ainsi les dilutions de 1 p. 200, 1 p. 500, 1 p. 800, 1 p. 1200. Ces auteurs ont imaginé un dispositif très pratique, Yagglutometer, qui permet de faire le séro-diagnostic sans laboratoire.
Quel que soit le procédé utilisé, le mélange est maintenu à 37 degrés pendant vingt-quatre à trente heures. La centrifugation du mélange (10 minutes à 1 600 tours par minute) favoriserait l’agglutination, les résultats seraient appréciables une heure et demie après la centrifugation (Miessner, Pfeiler et Muller).
Appréciation des résultats. — L’agglutination est caractérisée par la réunion des microbes en suspension dans le fond du tube en même temps que le liquide se clarifie. Les microbes agglutinés se détachent par l’agitation en amas plus ou moins volumineux ou en filaments qu’il est difficile de résoudre en granulations. Lorsque le phénomène ne se produit pas la solution reste trouble, une petite quantité des microbes se déposent par sédimentation mais l’agitation du tube fait reprendre à l’émulsion ses caractères primitifs.
Il n’est pas nécessaire de recourir à l’examen microscopique pour apprécier les résultats.
Interprétation et valeur. — Le sérum des chevaux sains agglutine à 1 p. 200 (64,8 p. 100) quelquefois à 1 p. 500, (7 p. 100) exceptionnellement à 1 p. 1000 (0,5 p. 100).
Le séro-diagnostic sera considéré comme positif chez les chevaux morveux ou suspects à partir de 1 p. 500. L’agglutination à 1 p. 1000 peut être, considérée comme spécifique. Entre 1 p. 500 et 1 p. 800 elle entraîne la suspicion ou confirme la nature ou l’origine de lésions ou de symptômes suspects.
Si dans deux épreuves successives pratiquées à quelques semaines d’intervalle le taux de l’agglutination se maintient entre 1 p. 500 et 1 p 800, l’animal peut être considéré comme indemne de morve. L’agglutination spécifique est soumise à des
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fluctuations, lorsque ces dernières font défaut, l’agglutination peut être considérée comme normale. En ne considérant comme morveux que les chevaux dont le sérum agglutine à 1 p. 1 000, la proportion des erreurs (absence de morve) ne dépasse pas
L’agglutinine spécifique apparaît dans le sérum dès le début de la maladie (quatre à huit jours après l’infection); létaux de l’agglutination reste élevé après une période très variable (quatre semaines à sept mois) puis diminue. Pendant cette dernière période (morve chronique) on met à profit les oscillations du pouvoit agglutinant pour le diagnostic.
La malléination trouble les indications du séro-diagnostic (augmentation ou diminution du pouvoir agglutinant) ; cette dernière méthode ne pourrait donc pas être utilisée avec profit dans les effectifs où l'on emploie la malléine (Miessner, Instructions du Ministère prussien).
Le pouvoir agglutinant du sérum des chevaux atteints de gourme, de tuberculose peut être plus élevé que le pouvoir agglutinant normal, atteindre ou dépasser 1 p. 100 (Sustmann, Moore).
L’agglutinine n’est pas détruite par une putréfaction légère (sang recueilli dans de mauvaises conditions ou sur des cadavres) .
L’agglutination — sauf 1 emploi de l'agglutomètre — ne peut être recherchée qu’au laboratoire ce qui en limite les indications. La malléine employée judicieusement seule peut être utilisée dans la pratique. Pourtant lorsque la température est élevée ou subit de grandes oscillations il est indiqué de recourir au séro-diagnostic. La méthode conviendrait encore lorsqu’il est nécessaire d'être fixé rapidement sur 1 état sanitaire d’un grand nombre de chevaux qu il n’est pas possible d'immobiliser (armée en campagne).
Sur le cadavre en présence de tubercules dans le parenchyme pulmonaire on peut être fixé rapidement sur la nature des lésions par la recherche du pouvoir agglutinant du sérum. On trouve toujours dans les gros vaisseaux ou dans les cavités du cœur la petite quantité de sang nécessaire à l’obtention du sérum .
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B. Précipitation. — L’action précipitante du sérum des chevaux morveux signalée par Dediulin-, Wladimiroff. n’a été étudiée que tout récemment comme méthode de diagnostic (Miessner, Panisset). Le sérum frais des chevaux morveux précipite les extraits du bacille morveux, la malléine sèche de Foth (une dose dans 10 centimètres cubes) ou la malléine de l'Institut Pasteur, diluée à 1 p. 40 dans l'eau physiologique ou
Fig. 242.
Réaction de précipitation.
A, tube témoin, malléine el sérum d'un cheval sain. Absence de réaction.
B, malléine et sérum d’un cheval morveux, réaction positive.
dans la solution de phénol à 5 p. 1000. La dilution du sérum à 1 p. 2, 1 p. 4 ne modifie pas la réaction. On peut faire varier les proportions relatives de sérum et de malléine diluée de parties égales à 1 p. 20 et même 1 p. 40. Il suffit de mettre en contact les deux liquides pour provoquer la formation d'un précipité diffus ; les résultats sont plus facilement appréciables en superposant les deux liquides, il se fait un anneau blanchâtre, opalescent au niveau de la séparation.
La réaction fait défaut avec le sérum des chevaux sains ou
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guéris de morve. Le sérum des chevaux morveux donne par ce procédé des indications concordantes avec les résultats de l’agglutination et de la déviation du complément.
C. Déviation du complément. — Schütz et Schubert ont | recommandé l’emploi de la méthode de déviation du complément pour le diagnostic de la morve. Cette méthode consiste dans la mise en évidence de la sensibilisatrice spécifique pour le bacille morveux qui apparaît dans le sérum des chevaux infectés. La présence de la sensibilisatrice est décelée par ; l’intermédiaire d’un système hémolytique (globules lavés — | sérum anti correspondant, chauffé) en présence d’un complé- ’ ment.
On peut utiliser comme antigène un extrait des bacilles mor- ! veux, obtenu après broyage des corps microbiens tués, émulsion dans l’eau physiologique et centrifugation (Schütz et Schubert) plus simplement une émulsion bacillaire (de Blieck). La mal- . léine sèche de Foth, l’extrait alcoolique des bacilles ou l’extrait aqueux des produits morveux, ne conviennent pas (Miessner et Trapp).
Le sérum (dans lequel on recherche la substance spécifique,
' f sensibilisatrice) , est recueilli du sang suspect, comme pour |' l’agglutination. Il doit être chauffé, par immersion d’une demiheure dans un bain-marie à 55-58 degrés.
; . Le système hémolytique est constitué : i a) par des hématies de mouton (ou de bœuf) obtenues du
Isang défibriné, lavées avec soin dans la solution physiologique ; les globules sont séparés de la solution entre chaque lavage, par une centrifugation prolongée. On rétablit le volume de la solution mère et on dilue au vingtième dans la solution physiologique à 9 p. 1000.
. b) Par du sérum hémolytique chauffé , provenant d’un lapin traité trois ou quatre fois, par injection intra-veineuse ou péritonéale, avec des globules lavés de mouton.
Le complément est fourni par du sérum frais de cobaye. Le ! sérum recueilli depuis quelques jours (dix jours) convient mieux que le sérum recueilli au moment de la réaction.
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Le sérum du cheval suspect est dilué au dixième ; le sérum
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peut opérer la recherche dans les conditions suivantes :
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On mélange dans un tube 3/10e de centimètre cube de sérum suspect avec une goutte d'antigène et 2/ 100e de centimètre cube de complément frais ou 5/100 de complément ancien. Le tube est bouché, agité, porté une heure à 37 degrés.
Des tubes témoins sont rigoureusement indispensables : un avec sérum normal chauffé de cheval, -f- antigène morveux et complément, l'autre avec, sérum chauffé suspect -j- antigène différent (non morveux) et complément. On porte les tubes à l’étuve pendant une heure.
On ajoute dans tous les tubes 1/10° de cent, cube de sérum hémolytique chauffé, 1 centimètre cube de la dilution globulaire. On porte de nouveau à 37 degrés. Dès que les témoins commencent à hémolysef on suit le cours de l’expérience à la température du laboratoire.
Le séro-diagnostic est positif et le sérum examiné provient d'un sujet infecté de morve lorsque 1 hémolyse ne se produit pas. Dans ce cas, l'antigène (bacille morveux) a été sensibilisé par le sérum morveux (sensibilisatrice) et a fixé le complément. lorsqu'on ajoute le système hémolytique, l'hémolyse ne peut pas se réaliser puisque le complément ajouté tout d’abord a été dévié.
L’hémolyse implique l’absence de morve. Le sérum examiné, ne renfermant pas de sensibilisatrice spécifique, n'a pas modifié l’antigène et le complément ajouté dès le début de la réaction reste libre. Lorsqu'on ajoute le système hémolytique, le sérum de ce mélange trouve dans le milieu le complément dont il a besoin pour manifester son action spécifique et 1 hémolyse se produit.
Lorsque l’hémolyse est complète, le mélange est laqué, la réaction est facilement appréciable. L’hémolyse peut être incomplète, il reste dans le fond des tubes des globules qui n’ont pas abandonné leur hémoglobine, le résultat est douteux.
La réaction est très sensible, elle nécessite un matériel très propre, des globules bien lavés, des éléments bien dosés et surtout* l’usage de tubes témoins.
La méthode de déviation du complément n’avait pas donné de bons résultats au début (de Haanï, depuis elle est d'un usage courant en Allemagne, ses indications et sa valeur sont les
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mêmes que celles de F agglutination (Miessner et Trapp, Valenti, de Blieck), à la fois de l’agglutination et de la précipitation (Miessner).
Une instruction ministérielle allemande (21 février 1906) recommande d’associer l'agglutination et la déviation du complément. Quand la réaction de Bordet-Gengou est complète (avec 1/10° ou 2/10° de centimètre cube de sérum suspect), la réaction étant réalisée dans les conditions indiquées, on doit conclure à la morve quel que soit le taux du pouvoir agglutinant.
Si 1 hémolyse n’est pas complète, le diagnostic de la morve ne peut être fait que si le sérum est agglutinant à 1 p. 1000.
Ces méthodes, d'une technique délicate et d’une interprétation difficile ne peuvent être mises en œuvre qu’au laboratoire. Elles constituent lorsqu’elles sont associées des moyens de diagnostic extrêmement précieux.
D) — Conglutination globulaire
Bordet et Gay ont montré l’existence dans le sérum du bœuf d’une substance differente de l’agglutinine, capable de provoquer pourtant l’agglutination, en volumineux flocons, des globules rouges les plus divers pourvu qu’ils aient été préalablement sensibilisés et alexinés. Bordet et Streng ont donné à cette substance le nom de conglutinine ; ils ont appelé conglutination, l'agglutination qu'elle provoque.
La conglutination constitue le phénomène appréciable d’un procédé de séro-diagnostic, tout comme 1 hémolyse des globules sert d’indicateur dans la méthode de déviation du complément.
11 s’agit de mettre en présence, après des dosages convenables, le sérum suspect, un extrait bacillaire, du sérum frais de cheval, du sérum de bœuf cbauifé et des globules de mouton.
Le sérum de bœuf chauffé est capable de conglutiner les globules de mouton, à condition que ceux-ci aient été sensibilisés et alexinés. Le sérum frais de cheval assure cette double imprégnation, il renferme un ambocepleur hémolytique et, comme tous les sérums frais, de l’alexine.
Gomment va se dérouler la réaction si le sérum suspect .provient d’un animal morveux ? Ce sérum renferme une sensibilisatrice pour le bacille morveux capable de se fixer sur l’extrait bacillaire et d’y fixer par son intermédiaire l'alexine du sérum frais de cheval. Si maintenant on ajoute le mélange de sérum de bœuf chauffe à 56° et de globules de mouton, la conglutination ne se produit pas parce
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que les globules ne sont pas alexinés, toute l’alexine est lixée sur les bacilles grâce à la sensibilisatrice. L’absence de conglutination signifie que le sérum suspect provient d’un animal infecté.
Si le cheval est sain, son sérum ne renfermant pas de sensibilisatrice, l’alexine reste libre dans le mélange, elle est capable de se fixer sur les globules de mouton en même temps que la sensibilisatrice hémolytique du sérum de cheval normal ajouté au mélange ; les globules sensibilisés et alexinés sont conglutinés par le sérum de bœuf chauffé à 56 degrés. Les globules se réunissent en gros amas, on observe le phénomène de conglutination : le sérum provient d’un sujet sain.
L’expérience doit être minutieusement contrôlée par de nombreux tubes témoins ; la réaction est d’autant plus délicate qu’elle apparaît comme très sensible : avec trois centièmes de centimètres cubes d’un sérum suspect (morveux), la conglutination fait défaut, tandis qu'elle est très marquée en présence d’un centième de centimètre cube du même sérum.
L’agglutination, la déviation du complément et la conglutination globulaire donnent des indications concordantes et de même ordre de sensibilité.
E) — Conglutination bacillaire
Le sérum de bœuf inactivé exerce une action conglutinante non seulement vis-à-vis des globules rouges, mais aussi vis-à-vis des microbes (Streng). C’est cette propriété de conglutination bactérienne que Pfeiler et Werek ont appliqué au diagnostic de lamorVe.
La réaction se réalise comme pour mettre en évidence la conglutination globulaire. On met en contact, d’une part, du sérum frais de cheval, le sérum suspect, un extrait bacillaire morveux ; et d’autre part, le système conglutinant : sérum de bœuf inactivé-, dilution de bacilles morveux. La réaction ne peut être appréciée qu’après vingt-quatre heures de séjour à l’étuve. La conglutination ne se produit que si le sérum suspect provient d’un cheval sain. Dans ce cas, en effet, l’extrait bacillaire ne retient ni la sensibilisatrice (qui fait défaut), ni par conséquent l’alexine (fournie par le sérum frais de cheval), cette dernière s’ajoute à la sensibilisatrice normale du sérum frais de cheval pour mettre les bacilles en état d’être conglutinés par le sérum de bœuf inactivé.
La réaction est très sensible et l’usage de nombreux tubes témoins peut seul permettre d’interpréter les résultats.
La conglutination globulaire est plus sensible que la conglutination bacillaire, mais les renseignements fournis ne sont pas assez certains pour que cette méthode puisse être recommandée pour le diagnostic de la morve ; de ce point de vue la conglutination globulaire doit lui être préférée.
CHAPITRE VIII
LE MICROBE DE LA SUPPURATION CASÉEUSE
Historique. — Le microbe de la suppuration caséeuse (bacille de Preisz-Guinard, bacille de Preisz-Nocard) a été mis en évidence par Dieckerhoff et Grwitz (1888) dans les lésions de la dermite pustuleuse du cheval; il est retrouvé quelques années plus tard par Preisz et Guinard dans la pseudo-tuberculose du mouton, puis par Nocard (1892) dans la lymphangite ulcéreuse du cheval.
Depuis un grand nombre d’observations ont établi la variété de son action pathogène, le microbe est retrouvé dans les lésions les plus diverses du cheval, du bœuf, du mouton et du porc. En ces dernières années (1908) les travaux de Carré tendent à augmenter le nombre des accidents imputables au microbe de la suppuration caséeuse.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — On étale le pus des abcès du mouton, du rein du cheval, sur plusieurs tubes de gélose. Si les produits n’ont pas été recueillis aseptiquement, on inocule quelques cobayes mâles dans le péritoine avec une quantité minime de la dilution, les animaux sont sacrifiés dès que la tuméfaction des bourses est accusée et on ensemence l’exsudât recueilli dans la vaginale.
2° Caractères généraux des cultures. — Aéro-anaérobie. Température optima : 37°5. Les caractères des cultures, l’abon-
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dance, la rapidité du développement sont variables selon lés origines. La température de l’étuve convient aussi bien que la température du laboratoire à quelques variétés.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. Petites colonies opaques, blanchâtres, avec une partie centrale élevée et un bord plus ou moins dentelé. Ces colonies n’adhèrent pas au milieu.
La gélose-ascite convient beaucoup mieux que la gélose-peptone ordinaire ; sur gélose glycérinée et sur gélose à la pomme de terre le développement est moins abondant.
En piqûre , il se développe des grains le long delà strie.
B. Sérum. — Sur le sérum de cheval coagulé, il se forme des colonies nettement en saillie, après quelques jours les colonies envoient dans l’épaisseur du milieu une sorte de houppe villeuse. Ge caractère ne se constate pas avec toutes les variétés du microbe. Sur 1 e sérum de bœuf les colonies sont d’une coloration jaune plus ou moins intense.
Certains échantillons liquéfient le sérum (Bridré) .
C. Pomme de terre. — Selon les échantillons, petits grains irréguliers blanchâtres ou absence de développement.
D. Gélatine. — Enduit épais sec, chagriné ou absence de développement.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. Dans le bouillon-peptone de petits grains muriformes, blanchâtres, irréguliers se déposent sur la paroi ou dans le fond du tube. Le bouillon ne se trouble pas. Avec quelques échantillons il se forme un voile chagriné, assez épais, résistant à l’agitation.
Le bouillon Martin (viande de cheval, bouillon de panse) permet le développement rapide et convient pour l’obtention de la toxine soluble (M. Nicolle).
B. Lait. Milieu peu favorable, absence de coagulation.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Prend très bien le Gram.
CARACTÈRES BIOLOGIQUES
2° Forme. -- Microbe très polymorphe. Il offre tantôt une forme nettement bacillaire, se présentant en série de bâtonnets courts, épais, disposés côte à côte en forme de dents de peigne. Quelques éléments sont grêles, d’autres renflés dans leur partie médiane ou à leurs extrémités. On trouve, surtout dans les
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cultures, quelquefois dans le pus des formes arrondies ou coccobacillaires.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Le microbe est saprophyte. Sa présence a été démontrée dans la terre (Bolt'on), le jetage du cheval, l’intestin du mouton (Carré).
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2° Vitalité. Virulence. — On connaît mal la résistance du microbe aux causes ordinaires de la destruction.
Les cultures peuvent rester vivantes de deux à six mois; une température de 70° maintenue pendant cinq minutes détruit la vitalité du microbe (Glasser).
La virulence est très variable suivant les variétés du microbe : certaines origines sont très toxiques, d’autres agissent exclusivement comme agents pyogènes.
La virulence baisse peu à peu dans les cultures, surtout si le milieu est peu favorable, pourtant certaines variétés conservent leur pouvoir toxigène sans modification (Carré). Les passages en sacs de collodion chez le lapin renforcent la virulence (Sivori).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le rôle pathogène du microbe de la suppuration caséeuse est considérable. Ce microbe est considéré comme l’agent d'un grand nombre d’affections classées, enzootiques en général, et on doit lui imputer des infections accidentelles multiples.
En ces dernières années, sous l'influence des recherches de C arré surtout, le domaine et les attributs pathogènes du microbe ont été singulièrement élargis. Considéré jusqu'alors exclusivement comme agent pyogène, ce microbe a été désormais envisagé comme producteur de toxine, capable de provoquer des intoxications graves comparées à celles qui caractérisent le tétanos et la diphtérie.
Cette doctrine, étayée sur quelques arguments expérimentaux, ne saurait être considérée comme définitivement établie, appli quée à la généralité des faits elle soulève encore de nombreuses objections.
En ces dernières annéps le rôle du microbe de la suppuration caséeuse a pris tant d’importance, en pathologie ovine surtout, que sa présence accidentelle a; été souvent interprétée comme un signe de spécificité des lésions au sein desquelles il était rencontré.
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Pour s’éclairer à travers ces généralisations hâtives il convient de remarquer que la . plupart des lésions du mouton sont rapidement envahies par le microbe de Preisz-Nocard saprophyte , du tube digestif et répandu dans le milieu extérieur ; mais cet envahissement, dans bien des cas, n'est que secondaire, il succède à une infection, à une intoxication de causes diverses ou à une infestation parasitaire primitive .
Le tableau suivant résume les affections qui sont dues ou attribuées au microbe de la suppuration et les infections accidentelles dans lesquelles il peut être rencontré.
Cheval .
Mouton.
Chèvre.
Boeuf. .
Veau. .
Porc . .
i Acné contagieuse.
1 Lymphangite ulcéreuse.
, Pseudo-tuberculose des jeunes, des I Action du microbe. [ adultes.
I Maladie caséeuse, ) Broncho-pneumonie caséeuse.
suppuration ) Adénite caséeuse.
I caséeuse. f Mammite.
ï ( Infection ombilicale.
/ Mal rouge (eaux rousses) (Carrré).
1 i Cachexie aqueuse, elr’och (cachexie
\ des moutons algériens), f Action de la toxine. < Rhumatisme infectieux.
1 I Méningite cérébro-spinale.
\ [ Mancha des moutons argentins
' (SlVORl) .
| Abcès.
( Dermite pustuleuse, broncho-pneumonie, fausses mem- ( branes diphtéritiques.
( Abcès du foie.
( Lung disease.
I Abcès.
2° Action expérimentale. — A. Cheval, a. Inoculation souscutanée. Abcès. Par l'inoculation dans une tumeur sanguine déterminée expérimentalement, il est possible de reproduire la lymphangite ulcéreuse.
La toxine (20 centimètres cubes) détermine un engorgement, de l’hyperthermie, puis les phénomènes rétrocèdent, b. Inoculation veineuse. Sans résultat.
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Un poulain a été tué par la culture filtrée (100 centimètres cubes en quarante-huit heures).
B. Bovidés. — Peu sensibles à l'inoculation sous-cutanée de la toxine (une expérience, Carré).
C. Mouton. — L’inoculation sous-cutanée provoque un abcès ; V inoculation 'pulmonaire une pleuro-pneumonie caséeuse rapidement mortelle, Y inoculation mammaire des abcès, une induration du parenchyme.
La toxine tue les animaux par inoculation sous-cutanée ou musculaire en trois jours à la dose d'un centimètre cube (congestion du tube digestif; sérosité péritonéale, péricardique).
D. Porc. — Réfractaire à l'inoculation sous-cutanée de la toxine (une expérience, Carré).
E. Lapin. — a. Inoculation sous-cutanée. — Érysipèle bénin.
b. Inoculation veineuse. — Pseudo- tuberculose miliaire ou cachexie sans lésion.
c. Inoculation péritonéale. N’est pas mortelle.
F. Cobaye. — a. Inoculation péritonéale chez le mâle. Détermine des lésions de vaginalité semblables à celles provoquées par l'inoculation du bacille morveux. Les doses les plus favorables pour obtenir cette localisation varient entre un millième et un millionième de centigramme de corps microbiens recueillis sur gélose sans eau de condensation.
Il existe presque toujours une petite lésion locale au point de pénétration de l’aiguille. On note à partir du 2e ou du 3e jour de l’œdème des bourses, les testicules sont en permanence dans le scrotum, puis se fixent sans qu'il soit possibe de leur faire réintégrer la cavité abdominale. Les bourses se tuméfient, il se forme une collection purulente qui ne tarde pas à s’ouvrir. La mort peut survenir en cinq à douze jours, avant ou après l’ouverture des abcès du scrotum la guérison peut s’observer.
On trouve à l’autopsie la cavité des bourses remplie d’un pus caséeux, le testicule est atrophié, la séreuse est recouverte d’exsudats, recouverts eux- mêmes par le pus'. L’absence de phénomènes inflammatoires différencie les lésions dues au
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Infection du cobaye par le microbe de la suppuration caséeuse (inoculation intra-cardiaque) (L. Pànisset).
microbe de Preisz-Nocard de celles déterminées par le bacille morveux.
b. Inoculation péritonéale chez la femelle. — La femelle est
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moins sensible que le mâle, l'inoculation provoque un nodule péritonéal adhérent à la paroi et relié par une corde à l’abcès superficiel, la plupart des femelles résistent,
c. Inoculation sous-cutanée. — Provoque un abcès, du volume, d'une noisette, présentant des alternatives d’ouverture et de fermeture avec retentissement ganglionnaire assez marqué.
d. Inoculation intra-cardiaquc. — Provoque une éruption pustuleuse avec des doses variant d’un dixième à un millième de centigramme . Les pustules apparaissent tout d abord sur la région du thorax dépilée pour 1 inoculation , puis ultérieurement aux aines, sur le fourreau, le scrotum, le bout du nez, les parties inférieures des membres. Les pustules s’ouvrent, se dessèchent, puis il se fait une nouvelle poussée. L'éruption s’accompagne d’ostéô-périostites (articulations radio -métacarpiennes, tibio-tarsiennes, interphalangiennes, os de la face, ischions, apophyses épineuses des vertèbres dorsales). On peut noter également une éruption sur les testicules. (L. Panisset, Etude de l'infection du cobaye par le microbe de Preisz-Nocard. Annales Institut Pasteur, 1910.)
Le cobaye est sensible à la toxine (voir Toxines).
G. Souris. — Inoculation sous-cutanée. Mort en vingt-quatrequarante-huit heures.
H. Pigeon. — Peut être tué par l’inoculation dans les veines.
I. Poule. — Réfractaire
J. Singe. — -Un macaque rhésus a présenté un abcès et des symptômes généraux après inoculation sous-cutanée.
K. Homme. — Carré au cours de ses recherches a contracté une angine à microbe de la suppuration éaséeuse, la guérison est survenue spontanément en quelques jours.
E) — Toxines
Les cultures filtrées sur bougies sont toxiques. Le maximum de toxicité est atteint après sept jours d’étuve. Un cobaye (500- 600 grammes) est tué en douze à vingt-quatre heures avec des
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doses de 1 centimètre cube à O'1 . 1 (Carré, 31. Nicolle). La toxine soluble détermine une eschare humide au point d'inoculation et de la congestion des viscères abdominaux (estomac, gros intestin, reins).
Les bacilles tués par Lalcool-éther sont toxiques. On observe une eschare humide, puis sèche, qui tombe en entraînant un bourbillon jaunâtre. La mort survient avec des doses correspondant à 10-15 centigrammmes de microbes frais.
Les bacilles dépourvus de virulence et de toxicité, provoquent un engorgement transitoire ou sont éliminés avec un bourbillon sous-cutané. Cette action est due à la substance fondamentale du microbe capable de jouer un rôle comme facteur de toxicité (M. Nicolle, P. Forgeot et Loiseau). -
Les effets de la toxine soluble et de la toxine des corps microbiens sont neutralisés par le sérum spécifique et par le sérum des chevaux chroniquement infectés. (V. Diagnostic bactériologique.) Le sérum antidiphtérique est sans action.
F) — Immunisation, sérothérapie
H. .Carré a préconisé pour lutter contre la suppuration caséeuse l'emploi des microbes chauffés sous forme de deux vaccins d'inégale activité.
Carré, également, a hyperimmunisé un cheval ; à la dose de 1 centimètre cube ; le sérum obtenu était capable de protéger le cobaye contre 3 centimètres cubes d’une toxine mortelle à la dose de 1/ 10e ou 4 /20e de centimètre cube.
Le sérum des chevaux chroniquement infectés est antitoxique (31. Nicolle, Loiseau et Forgeot).
G) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche du bacille. — Dans bien des cas l’examen du pus permet d’assurer le diagnostic. L’abondance des germes, leur forme, leur disposition, leur situation souvent intra-leucocy taire, leur affinité pour le Gram, sont des éléments caractéristiques.
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2° Culture. — Les cultures en bouillon ou sur sérum des produits prélevés dans les ganglions par exemple permet rapidement l’identification.
3° Inoculation. — Sera faite de préférence au cobaye sous la peau et dans le péritoine avec de petites quantités du produit suspect. L'inoculation sous-cutanée provoque des abcès à répéti tion, l’inoculation péritonéale au cobaye mâle détermine presque toujours une vaginalite. Dans tous les cas les résultats de l’inoculation doivent être complétés par l’examen microscopique.
4° Toxino- diagnostic. — Cette méthode imaginée par P. Forgeot et Césari repose sur la propriété préventive du sérum des chevaux atteints d’infection chronique à bacilles de Preisz- Nocard vis-à-vis de l'intoxication provoquée chez le cobaye par l’inoculation de bacilles tués.
On injecte dans les muscles d’un cobaye 2 centimètres cubes du sérum à éprouver, le lendemain ce cobaye, ainsi qu’un témoin, reçoit 2 centigrammes de bacilles de Preisz-Nocard. toxiques, tués par l’alcool -éther et -desséchés. Le témoin succombe, alors que le cobaye (sérum Preisz-Nocard) résiste toujours sans lésion locale.
BACILLE PYOGÈNE DU BOEUF ET DU PORC
Ce microbe a été décrit sous le nom d eBucillus pyogenes suis, par Grips (1903) qui le considérait comme l’agent des affections du porc encore attribuées aux bactéries ovoïdes des septicémies hémorragiques. Un grand nombre d’expérimentateurs ont fait justice de cette opinion et ont montré que ce microbe n’était qu’un agent des infections suppuratives, des foyers purulents chez le porc (Olt, Casper, Ostertag, Pütz, Preisz) ; il a d’ailleurs été retrouvé chez le bœuf.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Ne peut être isolé que par la culture sur sérum gélatinisé. Le pyobaeille est souvent associé à d’autres germes dans les abcès.
2° Caractères généraux des cultures. — La culture est difficile ; aérobie et anaérobie, se développe entre 27 et 40 degrés, avec un optimum à 37.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides.
— A. Sérum. Le sérum gélatinisé, de bœuf ou de porc, est le milieu de choix. Après deux à sept jours, on voit de petites colonies grises ou bleuâtres, qui liquéfient le milieu et se trouvent bientôt logées dans de petites dépressions.
Piqûre. — Traînée grisâtre formée de colonies arrondies ou de fins filaments, la liquéfaction confond le tout en flocons.
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B. Gélose-sérum. — Petites colonies, transparentes, rayon-
nées.
Fig. 247.
Bacille pyogène.
Préparation de l’exsudât purulent d’une broncho-pneumonie métastatique chez le bœuf, Gr. : 18000 (Berger).
4° Caractères généraux des cultures en milieux liquides.
— A. Lait. Coagulation après quarante-huit heures, plus tard digestion du caillot.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Fin bacille ; analogue au bacille du rouget dans les matières virulentes, plus court dans les cultures.
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2° Coloration. — Se colore bien par les colorants habituellement usités. Prend le Gram.
3° Mobilité. — Immobile.
4° Spores. — Asporulé.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Le microbe existe dans les lésions, dans le contenu intestinal, il doit être répapdu dans le milieu extérieur.
2° Vitalité. — La résistance du pyobacille n’est pas considérable. Pourtant il résiste deux ou trois mois dans les cultures, mais il est tué par le chauffage à 57 degrés, la dessiccation, les vapeurs d’aldéhyde formique, l’acide sulfurique.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le bacille pyogène détermine les complications suppuratives des diverses septicémies du porc. On le trouve dans l’exsudât bronchique, 1 exsudât des séreuses, les abcès et les foyers purulents. Souvent il est associé à la bactérie ovoïde.
Chez les bovidés il a été identifié avec le microbe décrit comme l’agent de la polyarthrite des veaux (Poels), et isolé dans les abcès (Künnemann), les affections les plus diverses (mammites, inétrite, pyélo- néphrite, broncho-pneumonie).
Le pus de coloration verdâtre, chez le porc comme chez le bœuf, traduit souvent la présence du bacille pyogène.
2° Action expérimentale. — A. Porcelet, a. Ingestion. Détermine du catarrhe gastro-intestinal, souvent de la diarrhée mortelle.
b. Inoculation trachéale. — Provoque de la bronchite et un abcès qui s’ouvre spontanément au point d'inoculation.
11 est plus difficile d’infecter les porcs adultes.
PYOBACILLE DU MOUTON ET DE LA CHÈVRE
Isolé par H. Carré (1910) du pus d’une mammite phlegmoneuse de la brebis, considéré comme l'agent du mal de Lure, complication de l’agalaxie contagieuse du mouton et de la chèvre (H. Carré, 1912).
Toutes nos connaissances sur le pyobacille du mouton et de la chèvre sont dues à Carré. Certains caractères permettent de rapprocher ce microbe du bacille pyogène du porc et du bœuf, l’étude de leurs rapports n’a pas encore été entreprise.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Indispensable d’utiliser la gélose-sérum et mieux la gélose au sang. Le pyobacille forme de petites colonies qui apparaissent avec un retard notable entre les colonies volumineuses des microbes associés.
On peut encore l’isoler en pratiquant deux ou trois passages de péritoine à péritoine, chez le cobaye.
2° Caractères généraux des cultures. — Peu de développement à la température du laboratoire. Aéro-anaérobie, Tanaérobiose lui est plutôt favorable.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides
— A. Gélose-sérum. Convient seule au développement. Pellicule très mince, translucide, appréciable surtout au niveau de l’eau de condensation.
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4° Caractères généraux des cultures en milieux liquides. — A , Bouillon -peptone. Culture nulle ou à peine appréciable. L’addition de craie au milieu favorise le développement.
B. Bouillon-sérum. — La présence de sérum est indispensable pour obtenir le développement. Le milieu devient fortement acide. lise fait un dépôt grisâtre comme formé de petits ama§ microbiens, sur la paroi du tube, le bouillon reste clair.
C. Sérum. — Bon milieu
D. Lait. — Coagulation en vingt-quatre à quarante-huit heures.
B) - — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Bacille très grêle, en articles d’inégale longueur, libres ou en amas avec une faible grossissement ressemble à s’y méprendre au bacille du rouget. Un objectif puissant permet d’apprécier la variété de ses formes allant du coccus au bacille avec des formes renflées au centre ou à l’extrémité.
2° Coloration. — Se colore facilement, prend parfaitement le Gram.
3Ü Mobilité. — Immobile. s
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Très abondant dans les lésions du mal deLure, doit être répandu dans le milieu extérieur.
2° Vitalité, virulence. — Perd rapidement sa virulence en dehors de l’organisme, mais conserve sa vitalité, au moins deux mois, dans les milieux de culture malgré leur acidité.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le pyobacille est l’agent spécifique d’une complication pyohémique de l’agalaxie contagieuse du
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mouton et de la chèvre, que Carré a étudié sous le nom de mal deLure. Cette complication paraît spéciale aux ovins et caprins du Sud-Est de la France. La coexistence du mal de Lure et de l’agalaxie ne permet pas de déterminer l’origine des altérations. Le pyobacille est retrouvé dans les lésions oculaires, mammaires, ganglionnaires, il fait généralement défaut dans les
Fig. 248.
Pyobacille du mouton (Carré).
lésions articulaires. Le pus à pyobacille est de coloration vert pâle.
2° Action expérimentale. — A. Cobaye, a. Inoculation sous-cutanée. Provoque la formation d’un abcès qui s’ouvre spontanément et guérit rapidement.
b. Inoculation 'péritonéale. — L’inoculation d’une forte dose de culture (1 à 2 centimètres cubes) fait succomber les animaux en quelques jours, l’épiploon et le péritoine sont recouverts d’une multitude de petits abcès . L’inoculation du pus détermine une
IMMUNISATION
vaginalite suppurée avec adhérence du testicule dans le scrotum (Signe de Straus).
B. Mouton et chèvre. — a. Inoculation sous-cutanée. Abcès, sans généralisation.
b. Inoculation péritonéale. — Amaigrissement, péritonite avec petits abcès souS-séreux.
c. Inoculation oculaire. — Panophtamie purulente.
d. Inoculation mammaire. — L’injection dans le trayon provoque la formation de noyaux indurés et de l’atrophie de la mamelle, lait purulent.
e. Inoculation vaginale. — Détermine une métrite purulente et la mort du fœtus.
f. Ingestion. — Reproduit des lésions articulaires.
g. Inoculation veineuse. — Cachexie, lésions articulaires, et séreuses.
C. Veau, lapin, pigeon, souris, cheval. — Réfractaires à divers modes d’inoculation.
E) — Immunisation
Quelques essais d’immunisation n’ont donné aucun résultat. D’ailleurs les tentatives dans ce sens n’ont que peu d’intérêt. Le mal de Lure dû au pyobacille n’apparaissant que chez les animaux agalaxiques ; c’est contre l’agalaxie que les efforts doivent être dirigés. (Voir Agalaxie contagieuse.)
BACILLE DE LA PYÉLO - NÉPHRITE DU BOEUF
L’étude bactériologique de l’inflammation généralisée aux différentes parties de la muqueuse urinaire, chez le bœuf, a montré qu elle reconnaissait ordinairement pour cause un bacille spécial ( bacillus bovis renalis) (Enderlen. Hofflich).
A) — Isolement, cultures
1° Isolement, — Les microbes sont abondants, à l’état de pureté, dans le pus mélangé à des coagula fibrineux, qui se trouve dans les bassinets.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie. Se
développe entre + 20 degrés et; -f- 40 degrés. ,
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides.
A. Gélose, sérum. — Petites colonies grises.
B. Gélatine. — Petites colonies grises, puis jaunes. Pas de liquéfaction.
C. Pomme de terre. — Aucun développement
4° Caractères généraux des cultures sur milieux liquides. — A. Bouillon.- — Le milieu reste limpide, avec petits dépôts floconneux.
L’addition de glycérine' favorise le développement.
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B. Lait. — Pas de développement.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Bacille long de 2-3 p, large de 0 p 7, quelquefois légèrement incurvé, extrémités arrondies.
2° Mobilité. — immobile.
3° Spores. — Pas de spores.
4° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs d’aniline, prend le Gram.
C) — Caractères biologiques
Habitat. — Ce microbe est répandu, très vraisemblablement, sur les sols ou contenu dans les déjections intestinales- ? ■ (
D) — Action pathogène
1°. Action naturelle. — Au début la pyélo-néphrite provoque des mictions fréquente et douloureuses, plus tard l'urine est brune ou rougeâtre, mêlée de petits flocons blanc sale.
La maladie est observée exclusivement sur les animaqx 4e l’espèce bovine, presque toujours sur les femelles.
2° Action expérimentale. — Bovidés. — L'inoculation directe de la culture dans les voies urinaires peut reproduire la maladie (Hôfflich), le résultat n'est pas certain (Hess et Cuillère ait) .
Les autres modes d'inoculation ne donnent que des résultats négatifs aussi bien chez le bœuf que pour les autres espèces.
E) — Diagnostic bactériologique
Examen microscopique. — L’urine laisse déposer un sédiment floconneux qui renferme des bacilles, groupés en
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amas, faciles à mettre en évidence et à caractériser par la méthode de Gram.
D’autres microbes que le bacille d’Lnderlen peuvent déterminer la pyélo-néphrite bovine, la maladie n’est pas étroitement spécifique. Gii.ruth (en Australie) a décrit un court bacille ovoïde ne prenant pas le Gram, poussant rapidement sur gélose, sur sérum solidifié et sur pomme de terre; il coagule le lait lenlement et digère le caillot ; ne donne pas de gaz ni d'indol Mortel pour le cobaye et le lapin, mais inofïensif pour l’espèce bovine
Le passage par le lapin r< n force la virulence pour le cobaye. Une tentative d’infection par badigeonnage du vagin, chez la vache, ne détermine qu’un léger catarrhe sans propagation.
CHAPITRE XII
BACILLE DE L’ÉPIDIDYMO-VAGINALITE DU CHEVAL
Petit bacille isolé en 190b par Vallée dans les lésions d'une épididymo-vaginalite infectieuse épidémique du cheval, étudié par Finzi (1910) et Medynski (1912)., ,
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Le microbe peut être facilement isolé, il existe à l’état de pureté dans les lésions,
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie, cultive difficilement à l’abri de l’oxygène. Se développe bien, particulièrement dans les milieux glycérinés, entre 20° et 38°.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides.
— A. Gélatine. Piqûre. Mince ligne blanche s’étalant un tout petit peu en clou à la surface. En strie. Fine raie blanchâtre paraissant plus opaque par transparence.
Pas de liquéfaction.
B. Gélose. — Développement rapide, culture de coloration blanchâtre, d’aspect humide et graisseux. Colonies arrondies, étoilées, de couleur marron au centre, blanchâtre à la périphérie.
C. Pomme de terre. — La surface se recouvre d’un enduit vernissé.
D. Sérum (de cheval ou de bœuf). — Analogue à la culture sur gélose. Pas de digestion du milieu.
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4° Caractères généraux des cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. Opalescence en quelques heures, puis formation d’un voile qui tombe après quelques jours, pour former un dépôt granuleux, un nouveau voile se continue. Réaction rapidement acide.
Dans le bouillon glycérine , la culture est d’emblée plus riche, le voile apparaît plus tard.
B. Lait. — Peu ou point de développement.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Fin bacille polymorphe de 3 à 5 p de long sur 1/2 p à 1 p de large, isolé ou en strepto-bacilles.
2° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs à base d'aniline, ne prend pas le Gram.
3° Mobilité. — Très mobile.
4° Spores. — Pas de spores.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Le microbe n’a été vu que dans les lésions, peut-être existe-t-il dans le milieu extérieur.
2° Vitalité, virulence. — Vitalité extrême, des cultures abandonnées un an, au laboratoire, sont encore vivantes. Le microbe est détruit par le chauffage à 65° pendant un quart d’heure ; il est très sensible à l’action des antiseptiques.
Le vieillissement des cultures atténue la virulence, elle réapparaît après quelques passages.
3° Indol. — Le bacille ne produit pas d’indol.
4° Agglutination. — Le sérum des malades est agglutinant (Medynski).
D) — Action pathogène
,1° Action naturelle. — L’affection est spéciale au cheval. Les malades présentent les signes d’une orchite aiguë ; lorsque
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les manifestations inflammatoires rétrocèdent les testicules ne forment plus avec leurs enveloppes qu’un bloc unique. L’affection est contagieuse. La castration assure la guérison. L’étude des lésions montre qu'il s'agit d’une épididymo-vaginalite, le canal déférent et le testicule ne sont atteints que secondairement.
Fig. 249.
Microbe de V épididymo-vaginalite infectieuse du cheval. Microbes inclus dans des mononucléaires en voie de dégénérescence,
(Finzi).
2° Action expérimentale. — A. Cheval, a. Inoculation souscutanée. Tuméfaction œdémateuse, avec suppuration, nombreux bacilles.
b. Infection uréthrale. Sans résultat.
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B. Boeuf, a. Inoculation sous-cutanée. — Tuméfaction œdémateuse, avec suppuration, nombreux bacilles.
b. Inoculation veineuse. — État fébrile grave, après quelques jours tout rentre dans l’ordre.
C. Mouton. — Inoculation sous-cutanée . Tuméfaction très sensible.
D. Porc. — Inoculation sous-cutanée. Tuméfaction rapidement résorbée.
E. Chien. — Inoculation veineuse. Mort en vingt-quatre heures avec 2 centimètres cubes de culture.
F. Lapin. — Inoculation veineuse. Mort en quatre jours avec 3 centimètres cubes de culture.
G. Cobaye. — a. Inoculation sous-cutanée. Sans effet.
b. Inoculation péritonéale. Mort en douze, ou seize heures. A faible dose il provoque une vaginalite et de petits abcès du péritoine, du foie, de la rate (Medy'nski).
H Souris, Rat. — Inoculation sous-cutanée. Mort en douze ou vingt-quatre heures.
J. Poule, Pigeon. — Réfractaires.
E) — Toxines
Le filtrat sur Berkefeld et la partie liquide des cultures après centrifugation sont toxiques pour le lapin et le chien (10 centimètres cubes dans la veine). Le cobaye résiste à 5 centimètres cubes dans le péritoine.
Le produit de broyage des corps bacillaires desséchés (endotoxine) est toxique pour le lapin.
F) — Immunisation, Sérothérapie
Le sérum des malades est agglutinant, le sérum des convalescents jouit d’une action curative manifeste. 11 provoque une guérison hâtive des chevaux affectés depuis longtemps, son administration précoce jugule une affection commençante. (Medynski.)
CHAPITRE XIII
BACILLE PYOCYANIQUE
Découvert par Gessard (1882) le Bacille 'pyocyanique a été utilisé, par Charrin 1 notamment, pour élucider un grand nombre de problèmes de bactériologie et de pathologie infectieuse. La sécrétion d'un pigment spécial, la pyocyanine rend, en effet, le maniement de ce microbe très commode.
Très voisin du B. pyocyanique est le Microbe du lait bleu {B. cyanogène de Ehrenberg et Fuchs, étudié par Neelson et Hueppe) , ne liquéfiant pas la gélatine, ne végétant qu’à + 22°, et dont le pigment bleu n’a pas été isolé. Il lui faut de l’acide lactique pour produire ce pigment.
A) — Isolement, cultures
1° Conditions générales des cultures. — Aérobie végétant légèrement dans le vide ; ne fabrique des pigments qu’en présence de l’air. Cultive de -j- 15° à -f- 43°. T° optima .= 37°. Très alcaligène. Réduit les nitrates.
C’est avec le B. pyocyanique qu’ARNAUD et Charrin ont étudié l'utilisation des substances nutritives des milieux (voir p. 75).
2° Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. Liquéfaction.
B. Gélose. — Dès la vingtième heure : strie verdâtre qui envahit rapidement la surface ; teinte fluorescente verte avec reflets nacrés au milieu.
1 Charrin, La maladie pyocyanique. Masson, Paris, 1889.
BACILLE PYOCYANIQUE
C. Gélatine. — a. Piqûre. — Petites colonies, dès le deuxième jour, qui deviennent rapidement confluentes pour former une strie blanche. Liquéfaction en cône (flûte à champagne), dès le troisième jour, se généralisant rapidement ; la gélatine liquéfiée est verte. Certains échantillons de B. pyocyanique ne liquéfient pas la gélatine.
Fig. 250.
B. pyocyanique.
Culture en bouillon de 24 heures.
Fig. 251.
B. pyocyanique.
Culture en bouillon de 3 jours.
Fig. 252.
B. pyocyanique.
Culture en bouillon de 8 jours.
b .Plaques. — Petites colonies jaunâtres, granuleuses, liquéfiant rapidement toute la plaque ; la gélatine liquéfiée est verte fluorescente.
D. Pomme de terre. — Enduit épais, brunâtre. Cet enduienlevé, la pomme de terre sous-jacente verdit à l’air.
E. Albumine de l’oeuf. — Belle fluorescence verte.
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3° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Développement très rapide (trouble dès la huitième heure) . Dès le troisième jour : voile blanc ridé à la surface, qui épaissit, brunit et tombe au fond. Une culture âgée est très alcaline, visqueuse, filante. Odeur aromatique (de fleurs). Dès le premier jour : la partie supérieure du bouillon prend une teinte verdâtre fluorescente (fig.
250) ; vers le troisième jour : tout le bouillon est vert (fig. 251 et 253) ; vers le huitième : le bouillon devient brun (fig. 252).
B. Lait coagulé, puis digéré.
B) — Coloration, caractères
MICROSCOPIQUES
1° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d’aniline. Ne prend pas le Gram.
2° Forme. — Petit bâtonnet ovoïde (1,5 p sur 0,5 p,) à extrémités arrondies, parfois réuni en courtes chaînettes de 2 ou 3 éléments. Pléomorphisme remarquable suivant la composition du bouillon (Charrin et Guignard) (voir fig. 4, page 10).
3° Mobilité. — Très mobile. Un cil vibratile à une extrémité.
4° Spores. — Pas de spores,
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Existe dans le sol, dans les eaux, dans les poussières, dans le tube digestif de l’homme sain et des animaux.
Le B. pyocyanique a été trouvé dans un œuf de poule (Artault). Il a été isolé des voies respiratoires du cheval sain ou mort de diverses affections, de la chèvre (M. Nicolle), des ganglions d’un chien à lymphadénie (Cadéac).
Fig. 253.
B. pyocyanique.
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2° Vitalité. Virulence. — Les cultures conservent longtemps leur vitalité et leur virulence.
3° Agglutination. — L’agglutination dans le sérum des vaccinés est le premier exemple constaté d’agglutination in vitro (Charrin et Roger , 1889).
4° Fabrication de pigments. — Voir, page 205, les détails
sur les pigments : pyocyanine ( pyocyanine bleue et pigment vert fluorescent de Kunz).
On peut faire varier la production de ces deux pigments.
La culture en solution de peptone ne sécrète que la pyocyanine bleue : de même, la culture sur gélose ou gélatine peptoglycérinée (Gessard). La culture en milieu contenant 2 p. 100 de glucose, ou sur albumine de l’œuf, ne sécrète que le pigment vert. La culture en milieux glycosés à 5 ou 6 p. 100, en sérum d’immunisés, ne sécrète pas de matière colorante.
On peut même créer des races sécrétant soit le pigment bleu, soit le pigment vert (Gessard) , ou incapables de sécréter du pigment (Wasserzug, Charrin et Phisaltx) .
Radais (1897) a vu un échantillon qui, outre les pigments ordinaires, produit, dans certains milieux (à tyrosine 0,5 p. 100), une couleur rouge qui (pigment rouge brun ) passe ensuite au noir. Cela est dû à l’oxydation de la tyrosine par une diastase oxydante, la tyrosinase , sécrétée par les échantillons mélanogènes. La culture sur pomme de terre est rouge marron et noircit ensuite. Le lait est converti en liquide semblable à l’encre.
Le pigment vert fluorescent n’est pas caractéristique du B. pyocyanique . Jordan (1899) l’a retrouvé dans les cultures de 50 espèces microbiennes {B. fluor escens liquefaciens, etc.). La fluorescence (exigeant des milieux phosphatés, abolie par les acides, rétablie par les alcalis, invisible à l’éclairage artificiel) ne peut donc caractériser le B. pyocyanique ; il faut retrouver la pyocyanine bleue.
En somme, dans les conditions naturelles, on rencontre 3 types de B. pyocyaniques :
ACTION PATHOGENE
1° Le B. pyocyanogène et fluorescigène (cas habituel) ;
2° Le B. exclusivement pyocyanogène (Jordan) ;
3° Le B. mélanogène avec ou sans les autres pigments (Radais) ; et on peut réaliser ces trois types expérimentalement. Dans les vieilles cultures de laboratoire, le B. 'pyocyanique arrive à ne plus sécréter que le pigment fluorescent.
Gessard admet que le B. pyocyanique normal ne fait que de la pyocyanine (en milieu azoté) ; il peut acquérir, dans certaines conditions de vie parasitaire dans un organisme animal vivant, la propriété de faire en plus : 1° le pigment vert fluorescent (en milieu phosphaté) : 2° le pigment rouge brun (en milieu à tyrosine). Le bouillon peptoné est favorable à la production de la pyocyanine et du pigment vert.
5° Antagonisme. — Le B. pyocyanique dans les cultures empêche le développement du B. anthracis, du V . cholérique. Il est sans influence vis-à-vis du B. cVEberth contrairement à l’opinion de Rümpf.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le B. pyocyanique est l’agent du pus bleu; il s’y trouve toujours associé avec les pyogènes, n’étant qu’une complication, d’ailleurs peu grave, de la suppuration elle-même. On peut l’isoler chez les bovidés notamment des abcès du tissu cellulaire, de la collection purulente de la péricardite traumatique, des abcès du foie et de la rate.
Capable de déterminer'des infections graves chez l’homme, le B. pyocyanique est souvent rencontré dans les divers appareils des animaux sans qu’il soit possible d’établir que ce microbe ait été la cause des lésions constatées. Le B. pyocyanique a été incriminé comme l’agent de certaines formes de la diarrhée des nouveau-nés (Poels). 11 est signalé par Koske, qui reproduit la maladie, comme l’agent d’une rhinite et méningite hémorragique des porcelets. Quelques observateurs anglais (Harvey, Carter) rapportent au B. pyocyanique des affections du chien analogues à la rage.
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La rencontre du B. pyocyanique chez les animaux de laboratoire, inoculés avec des produits quelconques, n’est pas rare.
2° Action expérimentale. — Le Cobaye , le Ralf la Souris sont très sensibles : ils succombent à l'inoculation sous-cutanée de très petites doses.
L’inoculation péritonéale au cobaye mâle lorsqu’elle ne détermine pas soit en raison de la dose et de la virulence une péritonite ou une septicémie, est capable de provoquer une vaginalite (Baruchello). La dose de 1/10 de centigramme de corps microbiens convient pour produire assez régulièrement la localisation génitale (L. Panisset). (Voir Diagnostic de la morve, p. 596.)
Le Lapin est moins réceptif ; il succombe rarement à l’inoculation sous-cutanée. Charrin a montré que c’était le réactif par excellence de la maladie pyocyanique.
L'inoculation sous-cutanée produit une tuméfaction locale suivie d’une ulcération. Le B. se généralise. A l'autopsie : les organes sont congestionnés, le péritoine contient un peu de sérosité louche. Le B. se retrouve dans le sang, les organes, les urines.
L’inoculation péritonéale donne une mort plus rapide avec symptômes analogues. Exsudât souvent hémorragique du péritoine. Collapsus. Hypothermie.
L’inoculation veineuse au lapin, si la dose est forte (1 ce.), détermine la mort en quelques heures avec fièvre, diarrhée, albuminurie, bacilles nombreux dans le sang et surtout dans les reins. Si la dose est suffisamment faible pour que la maladie soit chronique, on constate de la néphrite avec hypertrophie du cœur, parfois de la dégénérescence amyloïde des reins, des infarctus, des hémorragies, des ulcérations de la muqueuse • digestive, de l’amaigrissement, des paralysies avec ou sans contractures, etc., etc. Les bacilles ont souvent disparu du sang. L'animal peut guérir.
L’ingestion détermine des lésions de dégénérescence graisseuse et de nécrose du foie et dans l’intestin grêle des ulcérations avec des mucosités blanchâtres et glaireuses (Brau).
TOXINES
Les inoculations en séries, chez le lapin, exaltent considérablement la virulence ; on peut avoir des cultures tuant, dans le sang, à 0 cc. 05. Charrin a établi expérimentalement les suites de l’infection, le microbe et la toxine ayant cessé d’agir.
Le /porcelet succombe en dix-huit heures à l’inoculation dü B. pyocyanique faite dans la profondeur des cavités nasales à la faveur d’une trépanation. L 'inoculation intra-musculaire détermine une infection à allure chronique (Koske).
Le Pigeon est réfractaire.
E) — Toxines
La pyocyanine n’est pas toxique. Le B. sécrète, à côté des pigments, de véritables toxines. C’est en filtrant les cultures en bouillon de B. pyocyanique que Charrin a donné la première démonstration de l’existence de produits solubles toxiques. On peut reproduire tous les symptômes de la maladie expérimentale avec les toxines.
Des cultures de quarante jours, stérilisées parle toluène, sont toxiques pour le cobaye, àOcc. 5 dans le péritoine (Wassermann), mais sont rapidement altérées par un chauffage à'-(- 100°.
Les toxines sont multiples (Bouchard, Charrin). Les unes sont précipitables par l’alcool, diastasiquss ; les autres sont solubles dans l’alcool, alcaloïdiques ; d’autres, enfin, sont volatiles (Charrin).
Charrin et Guillemonat (1902) ont montré que les produits immédiatement toxiques, sans incubation, sont volatils ; il suffit de distiller à + 40° pour les extraire. La mucine, qui existe dans les cultures, est antagoniste de ces produits volatils.
Emmerich et Lôwe ont extrait des cultures anciennes du B. pyocyanique par filtration sur bougie Berkefeld une substance qu’ils identifient avec un ferment [pyocyanase) . La pyocyanase est bactéricide in vitro pour le bacille de la diphtérie, la bactéridie charbonneuse... La pyocyanase in vivo prévient l’infection streptococcique du lapin, l’infection charbonneuse du cobaye, elle agit localement i dans les angines à streptoco-
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ques, à staphylocoques ou à bacilles diphtériques. La pyocyanase n'est influencée ni par la température, ni par la réaction du milieu, elle est soluble dans l’alcool, sa nature zymotique doit être mise en doute (Raübttschek et Russ). La pyocyanase par contact prolongé neutralise la toxine diphtérique. La pyocyanase mise au contact du sang à l’étuve à 37° fournit la combinaison que Emmerich et Lowe appellent Pyocyanase immunprotéide. Cette substance nouvelle se comporte comme un sérum, sa connaissance est le point de départ de la théorie des immunprotéides. Cette théorie assimile la combinaison de la pyocyanase et des matières albuminoïdes à une action zymotique qui se réaliserait de la même façon dans l’organisme pour aboutir à l’élaborat\on des sérums anti. La réaction d’EMMEiucH réaliserait pour la première fois l’obtention d’un sérum thérapeutique in vitro.
Le B. pyocyanique sécrète une hémolysine (Bulloch et Hunter), surtout abondante dans les cultures très alcalines âgées de 3 à 4 semaines, agissant sur les globules du bœuf, du mouton, du lapin. La pyocyanolysine diffuse dans le milieu de culture, elle ne paraît pas contenue dans les corps microbiens (Margareth Breymann). Cette hémolysine est très résistante à la chaleur (plus d'un quart d’heure à + 100°). La thermostabilité illimitée de la pyocyanolysine et la grande alcalinité des cultures hémolytiques font naître des doutes sur la nature diastasique de la pyocyanolysine.
F) — Immunisation
Les lapins ayant reçu, à cinq ou six reprises, et à deux ou trois jours d’intervalle, des doses non mortelles de culture (0 cc. 5 à 1 cc.) acquièrent l’immunité.
On peut vacciner aussi avec les cultures chauffées oufiltrées. La vaccination avec la culture filtrée (Charrin. 1887), a été la première démonstration de la vaccination chimique (voir p. 348). Les substances immunisantes sont distinctes des toxiques (Bouchard, Charrin).
11 y a, dans les cultures filtrées, des substances immédiate-
SÉROTHÉRAPIE
ment favorisantes, qu’on peut opposer aux substances vaccinantes (Bouchabd) .
Si on injecte à un animal, réceptif pour le charbon, un mélange de B. anthracis et de B. pyocyanique, le charbon ne se développe pas (Bouchard) ; mais les animaux ne sont pas vaccinés. Les cultures filtrées du B. pyocyanique ont les mêmes propriétés empêchantes (Blagovetschensky) .
G) — Diagnostic bactériologique
Ensemencer en bouillon peptoné,et rechercher la réaction de la pyocyanine. La réaction réussit, même si la culture est impure. 11 faut savoir que les B., récemment isolés, sont parfois dénués de pouvoir chromogène, qu’ils ne récupèrent qu’après plusieurs générations in vitro. L’ensemencement sur gélatine est alors plus caractéristique.
Les pus à B. pyocyanique sont d’ailleurs bleus et ont l’odeur aromatique caractéristique.
En cas d’infection secondaire : ensemencer la pulpe des organes . H) — Sérothérapie
Le B. pyocyanique occupe une place importante dans l’histoire de la découverte des sérums thérapeutiques.
Le B. végète en sérum de vacciné, mais atténué et agglutiné (Charrin et Roger) ; le sérum est donc doué de propriétés bactéricides et agglutinantes. La culture en sérum de vacciné n’élabore pas de pigments ; une goutte de sérum d’immunisé, ajoutée à du sérum neuf, suffit à empêcher la production du pigment.
Gheorghiewsky a étudié la destruction des bacilles dans le corps des immunisés ; elle serait uniquement intracellulaire. Charrin et Roger ont nettement observé, au contraire, une action atténuante et bactéricide hors des phagocytes, dans les humeurs.
Le sérum est immunisant et curateur (Charrin) et les propriétés immunisantes appartiennent aux parties liquides (Bouchard). Ces deux découvertes ont leur place dans la genèse de la sérothérapie (voir p. 353).
CHAPITRE XIV
STREPTOCOQUE
ARTICLE PREMIER
STREPTOCOQUE PYOGÈNE
Le Streptocoque pyogène a été vu pour la première fois par j Pasteur et Doléris, dans l’infection puerpérale, en 1879-1880, puis décrit comme le microbe de certaines suppurations par Ogston (1881), par Rosenbach (1884), de l’infection puerpérale par Chauveau (1882), par S.Arloing (1883), par Truchot (1884), | par Widal (1888), et comme celui de l’érysipèle par Fehleisen ’ (1886).
A) — L’espèce : streptocoque pyogène
Il importe d'abord de bien définir ce qu’on appelle Streptocoque pyogène. La disposition en chaînettes, le terme de streptocoque qui lui correspond, n’ont rien qui puisse caractériser une espèce quelconque. Le Staphylocoque peut offrir quelques courtes chaînettes. Les chaînettes n’ont aucune signification pour l’identification de l’espèce microbienne, d’autant plus que le streptocoque n’est pas fatalement en chaînettes. Il faut, donc, accoler un qualificatif ( pyogène ) au terme streptocoque pour qualifier le microbe auquel on a affaire.
La qualification de streptocoque pyogène est trop générale et insuffisante pour comprendre toutes les variétés, qui ont avec le type primitif, quelques caractères communs, mais qui s’en séparent nettement par un plus ou moins grand nombre de
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propriétés morphologiques et biologiques. Ces caractères secondaires sont insuffisants cependant pour créer des espèces, mais leur existence met dans la nécessité de les décrire comme des variétés. Cette division est encore discutée, elle correspond plus aux nécessités de la description qu'à des éléments suffisants de différenciation . La notion de la variabilité, chez les bactéries, de la forme et de 1 aptitude pathogène, vient compliquer singulièrement les tentatives de classification.
Nous décrirons comme type de l’espèce le streptocoque pyogène, un des agents ordinaires de la suppuration chez l’homme et les animaux. Nous indiquerons ensuite les propriétés qui caractérisent : 1° le streptocoque de la gourme du cheval ; 2° le streptocoque, de la mammite contagieuse des vaches laitières.
Mais le Streptocoque pyogène lui-même choisi comme type constitue une espèce microbienne, composée d’une série de races et même d’individus, tellement influençables par les conditions extérieures, que tous les caractères peuvent varier facilement dans des proportions considérables.
B) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Ensemencer directement, en bouillon, le pus, les sérosités, les produits non contaminés. Pour les autres, inoculer le lapin , et ensemencer le sang du cœur.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Végète de + 20° à + 46°. T° optima = 37°. Préfère les milieux neutres ou légèrement alcalins. Ne végète pas dans le filtrat de sa culture (même seulement âgée de vingt-quatre heures) ; le streptocoque de la gourme fait exception.
3° Cultures sur milieux solides — A. Sérum, Gélose. — En vingt-quatre heures, semis de très petites colonies blanchâtres (fig. 254). Sur gélose, elles peuvent devenir confluentes, formant une traînée grisâtre, opaque, à bords déchiquetés.
En arrosant la gélose d’un peu de sérum, on la rend plus favorable (Marmorek).
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B. Gélatine, — Culture très grêle. Pas de liquéfaction (certains échantillons digèrent cependant la gélatine à -f- 36° ; Pane). Arrêt vers le cinquième jour, et mort rapide. Le long de la piqûre : petits points blancs, opaques, arrondis (fjg. 255). Certains streptocoques végètent plus abondamment.
Fig. 254.
Streptocoque pyogène Culture sur gélose.
Fig. 255.
Streptocoque pyogène.
Culture sur gélatine par piqûre.
C. Pomme de terre. — En général, pas de culture apparente, pourtant on peut constater le développement, en examinant au microscope le produit du raclage. Certains streptocoques donnent des colonies visibles.
D. Carotte. — Certains streptocoques végètent sur carotte en gouttes de rosée.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Rien n'est variable comme l’aspect d’une culture de streptocoque en bouillon.
La culture type, celle des premières générations, se fait en
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grumeaux, ne troublant nullement le bouillon (fig. 111). Dès la vingtième heure, on voit des petits flocons se développer le long des parois, ils grossissent et tombent dans le fond, vers le troisième jour, formant un dépôt assez abondant ; si on agite le ballon, le bouillon ne se trouble pas, de gros flocons remontent jusqu'à la surface pour retomber rapidement au fond. Ce type de culture, évidemment assez caractéristique, correspond aux grandes chaînettes pelotonnées.
D’autres fois (chaînettes courtes), les flocons sont très petits et le bouillon légèrement trouble ; ou, même, il n’y a pas de flocons et le bouillon est uniformément trouble, comme s’il s’agissait de staphylocoques.
Cette différence d’aspect n'est pas l’apanage d’un échantillon donné. Le même streptocoque peut varier du tout au tout d’une génération à l’autre; une culture claire à flocons, ensemencée, donne une culture trouble ; la première impression est que la culture a été contaminée ; il n’en était rien ; les formes courtes ont simplement succédé aux formes longues. Le plus souvent, les premières générations sont claires et à flocons, et les suivantes deviennent insensiblement plus troubles.
Plus rarement, une culture, d’abord trouble, se transforme en culture à flocons.
Vincent (1902) a- montré que cette variabilité de la morphologie des cultures tient à la réaction du milieu. Un bouillon neutre se trouble, ne contient que de courtes chaînettes. Un bouillon acide reste clair, la culture étant plus florissante, en longues chaînettes formant des flocons. Il suffit donc d’ajouter un peu d’acide non antiseptique (a. malique, a. tartrique, phosphates acides) pour rendre la culture floconneuse. Si une culture devient floconneuse après avoir été claire, c’est que le streptocoque a sécrété des acides. L’addition d’un peu de sérum antistreptococcique donne des formes courtes.
La vitalité et la virulence des cultures en bouillon ordinaire sont très éphémères : le bouillon devenant rapidement trop acide (acide lactique) . il est très difficile de conserver le streptocoque en bouillon ordinaire ; il faut le réensemencer avant l'apparition de l’acidité : les cultures filles acidifient moins (Achalme).
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B. Bouillon glycérine a 5 p. 100. — Très favorable à l'isolement (Ucke).
C. Bouillons additionnés d’hydrates de carbone. — L’action sur les divers hydrates de carbone permet de grouper les streptocoques. Streptococcus pijogenes , fermente lactose et saccharose, ne fermente pas salicine, sorbite, inuline, raffinose.
Fig. 256.
• Streptocoque pyogène.
Culture de 48 heures, sur gélatine.
D. Sérum. — Roger a montré que le sérum de lapin convenait fort bien au développement du streptocoque. Celui de bœuf, de cheval, le liquide d’ascite sont peu favorables.
D. Bouillons-sérum. — Les milieux de choix pour la conservation de la vitalité et de la virulence du streptocoque sont les bouillons-sérum de Marmorek (voir p. 86). Ils conviennent à tous les Streptocoques pyogènes, qui y conservent plus volontiers le type de culture claire à flocons.
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E. Lait. — Coagulation lente en quatre ou cinq jours, ou nulle. C) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien par les couleurs basiques d’aniline. Prend généralement le Gram. Certains échantillons se décolorent assez vite par cette dernière méthode. D’autres prennent le Gram de façon inconstante (Lemoine) . D’autres, enfin, ne le prennent pas (Lingelsheim, Etienne) .
2° Forme. — L’élément fondamental du Streptocoque pyogène est le coccus . Le coccus est en général rond, il peut être plus ou moins ovalaire, carré ou même rectangulaire et se rapprocher ainsi des streptobacilles (fîg. 257, C). Dans les tissus, il est presque toujours rond ; c’est dans les cultures qu’il prend des formes diverses. Ses dimensions sont encore plus variables que ses formes. Dans les tissus, il mesure 0 p, 6 à 1 p. Dans les cultures, il peut être très fin (fig. 257, E), ou très gros (fig. 25 7, F).
L’arrangement en chaînettes n’a pas un aspect plus constant (fig. 257) . La chaînette type s’observe dans le pus, dans les tissus; elleest constituée par 10 à 15 grains. C’est, en général, ce qu’on observe aussi sur les milieux solides (fig. 256). Dans le sang, les diplocoques dominent. Dans les cultures liquides, tous les arrangements possibles existent (fig. 257) ; depuis le coccus, complètement isolé, en passant par les diplocoques, par les chaînettes de 10 à 20 éléments, pour arriver aux immenses chaînettes pelotonnées, dont il est impossible de compter les éléments, et qui forment les gros flocons décrits, et même aux amas informes d’où partent quelques chaînettes (fig. 257, B). On peut obtenir toutes ces formes avec un même échantillon, en faisant varier le milieu et les conditions de culture. Elles n’ont aucune importance spécifique.
3° Mobilité. — Immobile.
4° Spores. — Pas de spores.
D) — Caractères biologiques
1° Habitat. — En dehors de l’organisme malade, on le ren-
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contre dans les cavités naturelles et sur la peau. Il y vit en saprophyte, comme le Colibacille, attendant une occasion de l’envahir et de devenir pathogène.
Dans l’estomac et l’intestin du cheval différentes variétés de streptocoques sont signalées (Baruchello, Huber). Baruchello décrit une espèce particulière streptocoque intestinal, il retrouve le streptocoque melanogène décrit par Schlegel comme l’agent de la méningite du cheval. Le streptocoque peut exister dans le lait de vache en l’absence de toute inflammation du parenchyme mammaire, dans les ganglions, surtout les mésentériques, des animaux sains.
11 existe aussi dans l’air, dans le sol, dans l’eau, dans les poussières, etc.
2° Vitalité. — Elle est assez considérable dans l’organisme et dans le milieu extérieur. Dans les cultures, elle varie beaucoup suivant les milieux. Il faut des milieux spéciaux pour pouvoir entretenir ces cultures dans les laboratoires (voir p„ 86). Les cultures solides sont spécialement fragiles.
Le Streptocoque , en culture, est très sensible aux antiseptiques (les vapeurs de chloroforme le tuent presque instantanément) , à la chaleur (un chauffage d’une heure à -f- 52°, de une minute à-f- 100°, le tue). Dans les produits organiques, surtout desséchés, il est plus résistant aux antiseptiques et supporte -f- 100° pendant quelques minutes.
3° Virulence. — La virulence initiale des cultures de Streptocoque est excessivement variable. Nombreux sont les streptocoques qui, bien qu’isolés d’une lésion même mortelle, sont presque inoffensifs pour le lapin à 2 et 3 centimètres cubes. 11 faut, en tout cas, inoculer la première culture, à l’âge de quarante-huit heures, pour être fixé sur sa virulence, car elle disparaît très rapidement dans les milieux ordinaires. La virulence peut être conservée assez longtemps dans les milieux additionnés de sérum. On peut encore remédier à l’atténuation rapide des cultures en les conservant à l'abri de l’air ou en les additionnant de carbonate de chaux pour neutraliser l’acidité.
Streptocoque pyogène.
Différents types de. culture liquide.
A, cocci et très courtes chaînettes. — B, arrangement staphylococcique, d'où partent des chaînettes. — C, streptobacilles. — I), chaînes de diplocoques. — E, chaînes très fines. — F, chaînes très grosses.
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Il arrive parfois qu un streptocoque qui n’avait pas paru virulent aux premières générations, le devient si on le cultive dans un autre milieu (bouillon de poulet).
On peut exalter la virulence du Streptocoque pyogène par deux procédés.
Le premier consiste à l’inoculer au lapin, associé à un autre microbe : le Proteus vulgaris (Roger. Monti, Achalme) , le B. d'Eberth (Vincent), ou mélangé à la culture filtrée du B. cVEberth. Le streptocoque de la vaginite contagieuse n’est pas agglutiné par le sérum préparé contre le streptocoque de la gourme (Haroak).
Le second est plus pratique; c’est le passage par l’organisme du lapin (S. Arloing, Marmorek, Gromakowsky) . On inocule dans le sang, on fait avec le sang une culture en bouillon-sérum qu’on inocule à l’âge de quarante-huit heures, ou on inocule directement le sang et ainsi de suite. Marmorek, par cette méthode avait exalté son streptocoque au point que 1/100 000 000 000 de centimètre cube tuait le lapin (c’est-à-dire une dose de culture ne contenant qu’un seul coccus). On ne peut arriver à exalter à un degré aussi élevé le Streptocoque pyogène.
Ou peut obtenir des streptocoques virulents en les ensemençant directement dans du sang humain défibriné ; ils tuent la sourisà i / 1 00 oul/1 000000 de centimètre cube (Meyer et Ruppel).
4° Agglutination. — Le sérum de Marmorek agglutine le Streptocoque de Marmorek; il faut ajouter à la culture un tiers du sérum (Bordet). Il n’y a pas d’agglutination parle sérum de malades.
E) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le Streptocoque pyogène engendre de nombreuses suppurations (Ogston, Passet, Rosenbagh). 11 est avec le Staphylocoque pyogène, un des éléments les plus fréquents des suppurations polymicrobiennes. C’est ainsi qu’on le trouve daus les complications pulmonaires des plaies anciennes du cheval dont l’agent habituel est le bacille de la nécrose. 11 cause l’in
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fection purulente chirurgicale de l’homme ; il est l’agent le plus fréquent de l'infection purulente des animaux, chez le cheval notamment (S. Arloing et Chantre, 1893). On le rencontre, en outre, dans une foule d’affections : lymphangites, ostéomyélites, arthrites suppurées, endocardites, péricardites, myocardites, pleurésies purulentes, bronchites, entérites, péritonites, néphrites, métrites, conjonctivites, kératites, otites, etc...
Le streptocoque est incriminé dans la paralysie infectieuse des poulains (Ostertag), l’avortement contagieux (Ostertag), la maladie du sommeil des poules (Dammann), la méningite cérébro-spinale du cheval (Ostertag), la vaginite granuleuse infectieuse des bovidés (Ostertag).
2° Action expérimentale. — A. Homme. — Fehleisen, Janicke et NeiS'Er, Koch et Petruchsky, etc., ont inoculé directement à l’homme des cultures de Streptocoque pour tenter la guérison de tumeurs cancéreuses (certaines tumeurs auraient guéri à la suite d'un érysipèle spontané). L'inoculation échoue souvent, si on emploie des cultures depuis longtemps conservées dans les laboratoires, même très exaltées par le lapin. Par contre, on a observé un cas mortel en quatre jours. Koch, Petruchsky ont montré que le Streptocoque de Marmorek n’est pas pathogène pour l’homme auquel on l inocule.
B. Lapin. — Réactif de choix.
a. Inoculation sous-cutanée. — L’inoculation type est l’introduction de quelques gouttes à 2 centimètres cubes (suivant la virulence) de culture sous la peau de la base de l'oreille (la scarification suffit quelquefois).
Si la culture est très virulente, on peut voir survenir une septicémie généralisée, rapidement mortelle. Si la culture est peu virulente, ou la dose faible, on observe l 'érysipèle de l'oreille qui est une lésion caractéristique. Dès le lendemain, l’oreille inoculée est rouge, épaissie, tombante (contraste frappant avec l’autre oreille) présentant un érysipèle type avec bourrelet saillant. Au bout de quarante-huit heures, l’oreille est chaude, sensible, énorme ; elle traîne jusqu’à terre ; l’animal est triste, fébrile, se nourrit mal. Le plus souvent, la terminaison est la
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guérison ; l’érysipèle devient phlegmoneux ; une couche de pus crémeux s’étend sous la peau qui s’ulcère ; l’oreille, après guérison, est cicatricielle, ratatinée. La guérison peut survenir sans phlegmon. Si la dose est encore plus faible, on ne voit qu’un peu de rougeur érysipélateuse fugace, rarement suivie d’un petit abcès. Quand le lapin meurt de son érysipèle, il ne présente aucune autre lésion, ou est atteint d’arthrites suppurées.
La production de l’érysipèle avec un Streptocoque est caractéristique, mais ce n’est pas une lésion spécifique. On a produit des lésions analogues avec le Colibacille, le Staphylocoque, le Pneumocoque.
L'inoculation dans un autre point de la surface cutanée engendre un abcès curable ou suivi de septicémie, mais pas d’érysipèle.
La production de l'érysipèle sur le lapin a servi à élucider une série de problèmes de la pathologie générale (influence des vaso-moteurs, desnerfs sensitifs sur l’inflammation ; Rouer, etc.) .
b. Inoculation péritonéale. — Elle tue aussi rapidement que l’inoculation intraveineuse si le S. est très virulent. Si non : péritonite pseudo-membraneuse et suppurée. Jamais d’ascite sanguinolente. Une inoculation peu virulente tue en un mois avec pyohémie musculaire (S. Arloing).
c. Inoculation veineuse. — Si le S. est actif et si la dose est suffisante, on peut obtenir une mort excessivement rapide (six heures). La moyenne de la survie, avec 1 centimètre cube d’une culture active mais non exaltée, est de trente-six à quarantehuit heures. Il se produit de la diarrhée, de la dyspnée, du coma. A l’autopsie, on n’observe aucune lésion, si ce n’est de l’hypertrophie de la rate et de la congestion généralisée. Jamais d’épanchement sanguinolent dans les séreuses. Le sang très fluide, dissous, fournit des streptocoques virulents. Les reins sont spécialement envahis par des streptocoques.
En diminuant les doses, on obtient une mort de plus en plus tardive, et même une maladie bien caractérisée, mais curable. Si la mort survient après huit jours, le plus souvent le sang ne contient plus de streptocoques ou n’en contient que très peu. Si la mort tarde plus de dix jours, à plus forte raison vingt ou
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trente jours, l’animal est porteur d’une, quatre ou cinq arthrites volumineuses, suppurées, avec luxation de l’articulation. Parfois, les reins sont le siège de petits abcès (J. Courmont et Jaboulay).
L’inoculation veineuse au jeune lapin (six à dix semaines) permet de reproduire l'ostéomyelite. On injecte une dose de culture permettant une survie minima de huit jours, on ne fait aucun traumatisme. Le gonflement articulaire pendant la vie est rare. A l’autopsie, on constate une ostéomyélite caractérisée sur tout par une abondante suppuration médullaire, ce qui la différencie de l’ostéomyélite à staphylocoques (voir p. 680) qui est surtout nécrotique (J. Courmont et Jaboulay, Lannelongue et Achard).
Roger a observé sur les lapins qui avaient survécu à l’inoculation intra-veineuse, une atrophie musculaire progressive avec atrophie des grandes cellules des cornes antérieures de la moelle (type Aran-Duchesne) . Widal et Bezançon ont observé, de même, des myélites diffuses.
C. Souris. — Presque aussi sensible que le lapin à certains échantillons (sensibilité variable). Elle succombe rapidement de septicémie ou plus lentement de pyohémie. Le rat blanc est, au contraire, très résistant.
D. Cobaye. — Très pjsu sensible. Un Streptocoque très actif, inoculé sous la peau, fait un abcès curable ; inoculé dans le péritoine, il tue parfois avec péritonite purulente. Le Sir. exalté de Marmorek fait de la péritonite purulente mortelle à 1/4 de centimètre cube. La résistance peut être vaincue par le refroidissement (Ciuca).
E. Equidés. — Le poulain supporte bien les injections souscutanées tandis qu'il se montre beaucoup plus sensible au streptocoque de la gourme (Lignières). Des streptocoques du type gourmeux peuvent être isolés des accidents les plus divers chez les animaux et chez l’homme, on peut expliquer ainsi la réceptivité de l’âne et du cheval à l’inoculation d’un streptocoque dont les caractéristiques sont insuffisamment définies.
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F. Mouton. — Moins sensible.
G. Chien. — Comme le mouton.
H. Oiseaux:. — Presque réfractaires.
F) — Toxines
A. — Le Streptocoque fabrique peu de toxines extraprotoplasmiques ; les cultures filtrées sont faiblement actives (Manfredi et Traversa, etc.).
Roger (1890) tue le lapin en deux jours avec diarrhée, en lui injectant 15 à 20 centimètres cubes par kilogramme d’une culture en bouillon de viande, anaérobie, filtrée sur bougie le cinquième jour.
Marmorek (1895) filtre les cultures en bouillon-sérum, à l’âge de trois mois : le liquide est mortel à 0CC,5 par kilogramme. Un chauffage à -f- 58° atténue.
11 faut ajouter de temps en temps de l’extrait de viande à la culture pour prolonger le développement microbien.
Marmier recommande le milieu qu'il a préconisé pour cultiver le B. anthracis (voir p. 728).
En 1902, Marmorek a publié un nouveau moyen d’obtenir la toxine streptococcique. On prépare deux solutions.
1° Ajouter à 150 grammes de bouillon de viande peptoné, 0 gr. 40 de leucine : chauffer à + 60° et filtrer sur bougie.
2° Ajouter à 100 grammes de bouillon de viande peptoné, 0 gr. 50 de glycocolle ; chauffer et filtrer.
On obtient un milieu de culture favorable en additionnant 250 grammes de bouillon peptoné avec 10 grammes de chacune des solutions. On lui ajoute encore des leucocytes de cobaye, qu’on obtient en injectant 10 centimètres cubes de bouillon dans le péritoine d’un cobaye immunisé et en lavant l’exsudât péritonéal .
Le streptocoque végète bien dans ce milieu. On filtre, sur bougie, la culture âgée de huit jours.
D’après Marmorek, tous les streptocoques feraient la même toxine. Elle tue le lapin à 0,25 centimètre cube. Son principe
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est une diastase, détruite à -f- ~0°. Le sérum préparé aveœcette toxine (voir p. 385) est neutralisant vis-à-vis des toxines de tous les streptocoques.
B. — Rodet et J. Courmont (1891) ont étudié, par la méthode graphique, les effets immédiats, sur le chien, des injections massives, dans le sang, de cultures vivantes de Streptocoque pyogène. Les toxines agissent surtout sur Y appareil circulatoire et principalement sur le cœur.
C. — Besredka a étudié Y hémolysine sécrétée par le Streptocoque de Marmorek. On ensemence du sérum de lapin avec 2 ou 3 gouttes de sang du cœur d’un lapin mort de streptococcie aiguë. On met vingt quatre heures à l’étuve. On étend d’un volume d’eau physiologique et on filtre sur bougie. Cette hémolysine dissout les hématies de la plupart des animaux de laboratoire à -f- 37°. 11 faut un chauffage de deux heures à -f- 70° pour la détruire. Elle s’altère spontanément à -f- 15°; en quinze jours, elle est détruite. Elle n’est pas toxique. Son injection ne produit pas d’antihémolysine. Breton (1903) aurait obtenu une antihémolysine streptococcique.
D. — Bonome et Bombicci ont isolé une toxine inframicrobienne. Ils traitent les streptocoques par dix volumes d'une solution de potasse à 0sr,75 p. 100, filtrent, précipitent par une solution d'acide acétique à 1 p. 100. Ce précipité est toxique et vaccinant (contre le streptocoque utilisé) pour le lapin.
G) — Immunisation
1° Injection de toxine. — Roger (1891) a, le premier, vacciné le lapin contre le Streptocoque en lui injectant des cultures stérilisées à -f- 104° — 120°.
Marmorek (1895) avait essayé d’immuniser le cheval avec sa première toxine; les résultats avaient été médiocres. Avec sa nouvelle toxine (1902), il a obtenu une immunisation solide des chevaux; leur sérum est antitoxique, contre les toxines de tous les streptocoques, sauf celui de la gourme (voir p. 385).
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2° Inoculation de cultures vivantes. — De Paolis (1889), Roger (1890) ont vacciné des lapins par cette méthode. C’est également le procédé qui a été employé par Marmorek pour immuniser (1895) le cheval contre son streptocoque. Le sérum obtenu n’était pas antitoxique, mais seulement antibactérien et seulement contre le streptocoque employé.
A. Lapin. — Marmorek inoculait des cultures anciennes, puis, progressivement, des cultures plus virulentes. L'immunisation était faible. Mironoff (1893) commençait par injecter des cultures stériles, avant l’inoculation virulente. Ghomakowski inoculait successivement dans le péritoine : 1° des cultures anciennes chauffées à -f- 100°; 2° des cultures anciennes non chauffées ; 3° des cultures virulentes (jusqu’à 10 et 30 centimètres cubes). Il fallait une quinzaine d’injections espacées de quinze jours environ.
B. Équidés. — Voir, page 385, l’immunisation du Cheval avec des doses croissantes de Sir. de Marmorek virulent. Les réactions sont violentes, les abcès fréquents.
L’âne est encore plus sensible ; l’immunisation est beaucoup plus dangereuse et plus lente (J. Courmont).
Les animaux ainsi immunisés ne le sont pas contre tous les échantillons de streptocoques pyogènes.
C. Mouton; — Plus difficile à immuniser que le cheval ; il maigrit et la marche de l’immunisation est lente.
H) — Diagnostic bactériologique
1° Examen microscopique. — Colorer les frottis avec le Gram. Les chaînettes sont très nettes et souvent très nombreuses.
2° Cultures. — Pour le pus, les sérosités purulentes, faire des stries sur gélose en prévision d’associations.
3° Inoculation. — On inocule rarement le produit virulent. On préfère d’abord faire une culture, mais il est indispensable d’inoculer celle-ci à l’âge de quarante-huit heures (ino
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culation de 0,5 à 3 centimètres cubes à la base de l’oreille du lapin, pour obtenir l’érysipèle)'.
1) — Sérothérapie
Le sérum des lapins vaccinés par Roger était légèrement bactéricide, tandis que celui de ses lapins prédisposés était un milieu exaltant.
Le premier sérum de Marmorek n’était pas bactéricide in vitro ; il constituait un milieu de culture suffisant (Mironoff, Bordet). Il était antibactérien in vivo contre le Streptocoque de Marmorek. Le deuxieme serait antitoxique contre tous les streptocoques humains.
ARTICLE II
STREPTOCOQUE DE LA GOURME
Le streptocoque est signalé dès 1887 par Rivolta dans le pus des abcès qui caractérisent Dévolution de la gourme du cheval. Il est retrouvé par Baruchello et étudié plus complètement par Schütz (1888). Bientôt Poels (1888) puis Sand et Jensen confirment les constatations de Schütz.
Schütz établit la spécificité du streptocoque de la gourme (streptocoque de Schütz, streptococcus equi) par ses caractères de culture et son action pathogène.
Dès ce moment s’ouvre le débat sur l’identité ou la dualité du streptocoque delà gourme et du streptocoque pyogène. Les arguments rassemblés depuis cette époque établissent que ces deux agents microbiens appartiennent à une même espèce microbienne, mais le streptocoque de la gourme présente des particularités qui l’éloignent assez du streptocoque pyogène pour constituer un type ou une variété.
1° Caractères des cultures. — Trop variables, même avec le streptocoque pyogène pour constituer des moyens de différenciation. L’absence de développement sur la gélatine et le faible développement sur la gélose signalés par Schütz peuvent faire défaut ou se retrouver pour des streptocoques isolés d’abcès non gourmeux.
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La culture du streptocoque de la gourme dans le bouillon additionné de 1 p. 100 de salicine, de lévulose, de mannite, d’inuline proposée par Gordon n’apporte aucun élément de différenciation (Pricolo).
Dans le bouillon additionné de sang défibriné de cheval le streptocoque de la gourme détermine rapidement de l’hémolyse, Sur la gélose-sang défibriné, il donne des colonies punctiformes, azurées, entourées d’un halo clair où l’hémoglobine a complètement disparu. Cette méthode de différenciation a été préconisée par Schottmüller, elle permet de classer le streptocoque de la gourme dans le type streptococcus longns seu erysepelatos. Les autres types sont le streptococcus mitior qui colore les milieux-sang en rouge-brun, et le streptococcus mucosus qui donne une coloration verte.
2° Coloration. — Le streptococcus equi se colore bien par toutes les couleurs d’aniline et prend le Gram.
3° Forme. — Le streptococcus equi se présente sous forme de chaînettes droites ou ondulées, longues ou courtes, constituées par des éléments généralement sphériques de 1 p. de diamètre. Le pus ou les exsudats peuvent renfermer des cocci isolés ou des diplocoques.
Dans le sang des souris qui succombent à l’inoculation de streptococcus equi les éléments microbiens sont entourés d’une capsule, qu’il est difficile de mettre en évidence dans les humeurs des autres animaux.
4° Action pathogène. — Le streptocoque du type gourmeux a été isolé des foyers abcédés d’un engorgement sur le cheval (Bournay et Sendrail), dans la sérosité des œdèmes de Yanasarque (Lignières) i, dans le jetage, le pus des chevaux atteints de gourme , dans les pneumonies infectieuses et les formes thoraciques de la fièvre typhoïde du cheval (Lignières).
1 Le streptocoque de l’anasarque du cheval peut être du type du streptocoque pyogène ou du streptocoque de la gourme.
Les résultats variables de la sérothérapie anti-streptococcique contre cette affection sont liés précisément à la variété des streptocoques incriminés. Il y aura toujours avantage à utiliser un sérum polyvalent.
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En raison de sa fréquence, de son abondance, de ses qualités pathogènes, le streptocoque gourmeux doit jouer un rôle important dans la gourme, l’anasarque, la pneumonie du cheval, mais la démonstration n’est pas encore apportée que le streptocoque soit l'agent primordial de ces infections, on le considère souvent comme un agent secondaire.
Le streptocoque se localise au niveau des lésions préexistantes. On s’expliquerait ainsi sa présence dans les exsudats pleuropulmonaires, les arthrites, les synovites (Pricolo).
La différenciation du streptocoque pyogène et du streptocoque gourmeux repose sur des caractères biologiques dont les principaux ont été groupés (J. Lignières) dans le tableau suivant :
Streptocoque pyogène.
L’injection sous la peau de l’oreille détermine assez fréquemment une tuméfaction érysipélateuse énorme.
Chez la souris, l’inoculation intrapéritonéale donne rarement une urine sanguinolente.
L'inoculation sous-cutanée à la souris blanche est souvent mortelle ; au point d’inoculation le pus n’est pas très abondant et la rate est légèrement hypertrophiée.
Le lapin est généralement sensible aux inoculations sous-cutanées ; après la mort, la rate est hypertrophiée.
Le poulain supporte bien les injections sous-cutanées.
Intluencè par le sérum antistreptococcique d’origine streptocoque pyogène.
Streptocoque gourmeux.
La même injection est le plus souvent incapable de produire un érysipèle typique.
Chez la soutis, l’inoculation intrapéritonéale donne plus aisément l’urine sanguinolente.
L’inoculation sous-cutanée à la souris blanche est beaucoup plus grave qu’avec le streptocoque pyogène; au point d'inoculaiion il y a beaucoup de pus et la rate est énorme.
Le lapin est très peu sensible aux inoculations sous-cutanées et, lorsqu'il a succombé, la rate est à peu près normale.
Le poulain est un réactif précieux. L’inoculation sous-cutanée, surtout au poitrail, détermine un phlegmon énorme qui se termine par un abcès très riche en pus blanc, homogène, crémeux, où fourmillent de longues chaînettes prenant le Gram.
Nullement influencé par le sérum anti-streptococcique d’origine streptocoque pyogène.
STREPTOCOQUE DE LA MAMMITE CONTAGIEUSE
5° Immunisation. Sérothérapie. — En raison de la faible durée de l'immunité conférée par la maladie naturelle il est à peu près certain que, chez le cheval, les inoculations d’un virus affaibli seraient sans effet préventif. L’inoculation du virus non modifié a été tentée, elle est dangereuse lorsqu’elle est pratiquée sur la pituitaire, ou même par scarification cutanée (Joly).
Les streptocoques de la gourme, modifiés par un contact de trois jours dans une solution d’urée à 25 p. 100 à la. température de l'étuve (méthode de LÉyv, Blumenthal et Marxer) immunisent le lapin contre l’inoculation virulente (Wikdenmann) .
Le sérum des animaux guéris posséderait des propriétés curatives et préventives (Del vos) , le fait n’a pas été confirmé. Le sérum préparé contre le streptocoque pyogène est peu efficace contre la gourme, il possède quelque action lorsque des streptocoques différents ont été inoculés aux animaux producteurs (sérum polyvalent).
Dassonville et de Wissocq préparent un sérum antigourmeux qui serait préventif et curatif contre la gourme du cheval et toutes les affections dans lesquelles le streptocoque gourmeux joue un rôle, soit à 1 état pur, soit à l’état associé, telles que anasarque, angines , pleurésies, pneumonies , etc. Il est nécessaire d'injecter au moins 30 centimètres cubes de sérum et de répéter l’injection. Les observations publiées ne permettent pas de mettre en doute l’efficacité du sérum surtout comme moyen préventif.
ARTICLE III
STREPTOCOQUE DE LA MAMMITE CONTAGIEUSE DES VACHES LAITIÈRES
Le streptocoque de la mammite contagieuse des vaches ( strep tococcus mastitidis contagiosœ, Guillebeau ; streptococcus agalactie, Kitt), a été isolé par Nocard etMoLLERAU (1884). La maladie
ISOLEMENT, CULTURES
a été étudiée ensuite par Ivitt (agalaxie catarrhale contagieuse) , par Hess et Borgeaud. Zschokke (1897).
A) Isolement, cultures
1° Isolement. — Peut être fait par la culture.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie et anaérobie. Le développement peut être obtenu à la température .du laboratoire. Optimum 36-38°, limite la plus élevée 42-43°. Dans les milieux sans matières albuminoïdes la culture est toujours faible, ou nulle.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides.
— A. Gélose. Très fines colonies de coloration blanchâtre, d’aspect muqueux, ne s’étendant pas ultérieurement.
B. Gélatine. — Culture plus abondante. Petites colonies translucides, blanchâtres, qui se réunissent en une pellicule à bords nettement délimités. Pas de liquéfaction.
Piqûre. Sur tout le trajet, nombreuses colonies opaques, blanchâtres, granuleuses.
C. Sérum. — Convient assez au développement
D. Pomme de terre. — Culture à peine appréciable.
4° Caractères généraux des cultures en milieux liquides.
— À. Bouillon. Caractères essentiellement variables. Flocons, petits ou volumineux, adhérents à la paroi, qui flottent dans le liquide. La moindre agitation rassemble les flocons au fond du tube en un dépôt blanchâtre. Ce dépôt peut se former dès le début sans trouble du milieu, sans floculation. Le bouillon devient rapidement acide.
B. Sérum. — Faible développement.
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C. Lait. — Coagulation après 18-48 heures. Caillot épais, consistant qui laisse exsuder un liquide jaune verdâtre.
B) Coloration,, caractères microscopiques
1° Forme. — Longues chaînettes onduleuses formées de grains arrondis ou ovoïdes de 0 p 3 à 1 p 2, de diamètre. La longueur des chaînettes est très variable, elles peuvent être formées de 8 à 1.000 articles, suivant la période de la lactation dans les conditions naturelles ou surtout selon la nature du milieu, sa composition, la température du développement.
2° Coloration. — Se colore bien par les couleurs d'aniline, prend le Gram .
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Le streptocoque doit être capable d’une vie saprophytique, on le trouve dans le lait altéré des animaux malades.
2° Vitalité, virulence. — Les cultures perdent rapidement leur virulence et leur vitalité. Le streptocoque est peu résistant à la dessiccation.
3° Caractères biochimiques. — Fermente le lactose, le glucose : donne de l’acide lactique, mais ni indol, ni hydrogène sulfuré.
4° Agglutination. — Le sérum des vaches atteintes depuis longtemps agglutine de 1 p. 100 à 1 p. 150; le sérum des vaches saines est sans action.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Provoque une mammite enzoolique qui débute par une induration de la hase du trayon et qui
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s’étend lentement. Le lait conserve longtemps son apparence normale, mais il « tourne » rapidement. Plus tard le lait est visqueux, jaunâtre avec des coagula de caséine, sa saveur est salée, sa réaction acide. La guérison est possible si l’on intervient au début.
2° Action expérimentale. — A. Vache, Chèvre, a. Inoculation mammaire. Reproduit la maladie (Stæheli).
b. Inoculation sous-cutanée. Sans effet.
B. Porc, Lapin, Cobaye, Chien. L'inoculation sous-cutanée ou péritonéale est sans effet.
C. Souris. Peu ou pas pathogène selon les échantillons (Stæheli).
E ) — Diagnostic bactériologique
Peut toujours être facilement assuré. Le lait suspect laissé au repos ou centrifugé, on prélève quelques gouttes du dépôt ou du culot de centrifugation, une ou deux préparations suffisent pour déceler le streptocoque (Zschokke).
CHAPITRE XV
STAPHYLOCOQUE
ARTICLE PREMIER
LE STAPHYLOCOQUE PYOGÈNE
Vu par Lucke, Klebs, Eberth, cultivé pour la première fois en bouillon par Pasteur (1880), puis par Ogston, Becker sur milieux solides; décrit avec soin et dénommé (microbe en grappes, faisant du pus) par Rosenbach. Etudié depuis par F. Krause, Passet, Rodet, Rodet et J. Courmont, etc.
A) — L’espèce : staphylocoque pyogène
L’espèce : Staphylocoque pyogène est bien définie. Certains auteurs allemands, Lannelongue et Achard, en France, ont voulu distinguer trois espèces : la dorée, la blanche , la citrine. Rodet et J. Courmont (1890) se sont élevés contre cette manière de voir ; ils ont été suivis par Netter, Besson et la presque totalité des bactériologistes. Le St. pyogène est une des espèces les mieux définies, comprenant trois variétés qui ne se distinguent entre elles que par leur pouvoir chromogène. Ce pouvoir chromogène essentiellement variable, peut se modifier pour un même échantillon et il constitue un caractère tout à fait secondaire. Il en est de même du degré de la virulence ; il parait suivre, en général, les variations du pouvoir chromogène, le St. pyogène aureus étant plus virulent que le citreus ou Yalbus ; mais ce n’est qu’une question d’intensité ; les lésions produites sont toujours identiques. Les leucocidines sécrétées par les variétés blanche et dorée sont identiques (Neisser) .
ISOLEMENT, CULTURES
La variété la plus fréquente, comme la plus virulente, est la variété dorée ; c’est elle que nous décrirons surtout.
B) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Ensemencer directement en bouillon les produits recueillis aseptiquement, ou faire des plaques de gélatine si les produits sont impurs. Mieux encore inoculer un lapin et cultiver le sang du cœur.
2° Caractères généraux des cultures. — Se développe bien suç tous les milieux usuels. Végète de -j- 10° à + 44°. T° optima rr: 37°. Aérobie facultatif, végétant très bien dans le vide.
11 favorise le développement des spores du V. septique (Besson), celui du B. de la pourriture d’hôpital (Vincent); et du B. de Vinfluenza (Grassberger) .
3° Pouvoir chromogène. — Le microbe décrit par Pasteur donnait des colonies jaune d’or ; Rosenbach le dénomme aureus et y ajoute la variété blanche : albus ; Passet isole la variété citrine : citreus (plus rare). Le plus souvent, le St. py. est jaune; on peut d’ailleurs observer toutes les colorations intermédiaires. Un fait prouve bien que ce pouvoir chromogène ne doit pas servir à différencier l’espèce, à peine des races; lorsqu’on fait des cultures d'isolement avec un pus à staphylocoques, on observe presque toujours un mélange de colonies dont les teintes vont du jaune orange au blanc avec tous les intermédiaires; il faudrait donc admettre que tous ces pus sont mixtes, à associations microbiennes ; il est plus logique de penser que les différents individus contenus dans le pus, et provenant tous d’une même souche, ont un pouvoir chromogène individuellement variable.
En second lieu, on peut facilement empêcher le SL py. aureus de faire son pigment. Les conditions les plus favorables sont une culture bien aéree, végétant entre + 20° et -{- 25°. Il suffit de cultiver dans le vide, d’additionner le bouillon d’antipyrine,
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d’exposer à la lumière (Gaillard), pour voir disparaître le pouvoir chromogène. Les différences de température, le vieillissement des cultures, des changements chimiques dans la composition du milieu nutritif, ont un retentissement très marqué sur l'intensité de cette propriété. Toutes ces modifications ne sont que temporaires ; replacé dans de bonnes conditions, le St.py. repousse aureus.
Rodet et J. Courmont ont observé la transformation définitive d’un St. py. doré en St. py. blanc , et Netter a vu un St. py. blanc devenir doré. On sait d’ailleurs que le B. pyocyanique peut perdre sa fonction chromogène (Wasserzug), de môme le Micrococcus prodigiosus (Schottelius). Le Staphylocoque pyogène est encore plus sensible à ce point de vue et perd sa faculté chromogène avec des conditions qu'il rencontre facilement dans la nature et l’organisme.
4° Cultures sur milieux solides.
sont les plus caractéristiques.
Ce
Fig. 258.
Staphylocoque pyogène.
Culture de8 jours en gélatine (piqûre profonde).
.4. Gélatine. — a. Piqûre. Dès la vingtième heure, culture granuleuse. Vers le cinquième jour, la liquéfaction commence en entonnoir avec un culot doré au fond. Vers le huitième jour, lq liquéfaction a gagné les bords et se fait en cylindre complet, progressivement descendant avec un culot jaune à la limite du liquide trouble supérieur et de la partie inférieure non liquéfiée (fig. 258).
La liquéfaction n’atteint pas toujours le fond du tube, la culture s’arrête avant. Rien n’est variable comme la rapidité avec laquelle le St. py. liquéfié la gélatine ; la liquéfaction est toujours lente, mais parfois minime et ne commençant que le quinzième ou le vingtième jour, pour s’arrêter au bout de plusieurs mois, b. Plaques. — Vers le deuxième jour : petites colonies arrondies
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grisâtres, à centre jaune. Bientôt : liquéfaction annulaire autour de la colonie, avec flocons jaunes nageant dans le liquide. La
Fig. 259.
Staphylocoque pyogène blanc.
Culture de 8 jours sur gélose.
Fig. 260.
Staphylocoque pyogène doré.
Culture de 8 jours sur gélose.
Staphylocoque pyogène citron.
Culture de 8 jours sur gélose.
liquéfaction s’étend plus ou moins loin, mais gagne rarement toute la plaque.
Naturellement, la coloration de la colonie est blanche ou citrine avec les autres variétés.
Certains staphylocoques ne liquéfient presque pas ; certains perdent à la longue cette propriété.
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B. Gélose. Sérum. — Dès la vingtième heure, nombreuses colonies arrondies, blanchâtres, le long de la strie. Elles sont rapidement confluentes et forment une large bande granuleuse grasse, humide, qui reste blanche ( albus , fig. 259), ou prend, vers le cinquième jour, parfois plus tard, une coloration jaune, plus ou moins orangée [aureus, fig. 260), ou citrine ( citreus fig. 261) ; surtout à la partie épaisse, médiane.
C. Pomme de terre. — C’est le milieu qui donne les colonies les plus vivement colorées. Vers le deuxième ou le troisième jour, la culture est épaisse, luxuriante et d’un jaune véritablement doré [aureus), ou citrine (citreus), ou bien très blanche [albus] ,
5° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Rien de caractéristique. Trouble uniforme, rapide, sans flocons ni pellicule (fig. 110). Dépôt abondant et coloré1, mais moins vivement que les cultures solides. Le développement s’arrête vers le huitième jour.
B. Lait. — Rapidement coagulé (F. Krause), grâce à la production de plusieurs acides, dont l’acide lactique.
C. Sérum. — Végète agglutinée et atténuée dans le sérum du lapin immunisé. Végète normalement dans le sérum neutre (J. Courmont).
C) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore très facilement par toutes les couleurs basiques d’aniline. Prend le Gram.
2° Forme. — L’élément est un coccus, toujours rond (morphologie très fixe), de diamètre variable (0,9 p. à 1,2 p). Il est petit dans les cultures anciennes, très gros lorsqu’on le cultive à -j- 63°. L’arrangement des cocci est caractéristique. Ils sont disposés en amas qu’on a comparés à des grappes de raisin (d’où le nom de Staphylocoques) ; autour d’eux sont des éléments isolés
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ou groupés par 2, par 3, ou par petites chaînettes de cinq éléments en moyenne (fig. 262). On n'observe jamais de longs streptocoques, ni de disposition constante en diplocoques ou en
tétragènes ; c’est un mélange confus de tous les groupements possibles.
3° Mobilité. — Immobilité.
4° Spores. — Pas de spores.
U) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Très répandu dans la nature, il existe dans l’air, dans les eaux (où il peut vivre longtemps ; J. Courmont),
Staphylocoque pyogène.
Culture en bouillon (48 heures).
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sur le sol, dans les poussières. On le trouve chez les animaux sains, à la surface de la peau, sur les muqueuses, dans le tube digestif (Gessner, Dupré), dans la bile (1 7 fois sur 42; Létienne), dans les ganglions, notamment les mésentériques.
2° Vitalité. — La vitalité est considérable dans les cultures; des cultures en bouillon, âgées de plus d'un an, sont parfois ensemencées avec succès, à plus forte raison des cultures solides.
Dans les matières albuminoïdes desséchées, le Staphylocoque pyogène résiste plusieurs minutes à -f- 100° et assez bien aux antiseptiques.
La limite de température à laquelle végète une culture en bouillon est environ 40° ; on obtient même des cultures (atténuées, il est vrai, et à gros éléments) à -f 43° et-f- 44° en réensemençant fréquemment à cette température un microbe puisé dans une culture très jeune. Cependant la résistance du Staphylocoque pyogène à la chaleur est en somme faible.
La durée et 1 intensité du chauffage, nécessaire pour détruire la vitalité du microbe, varient suivant l'âge de la culture ; la plus âgée étant la plus facile à stériliser. Voici quelques chiffres dus à Kodet : 41 0 pendant deux jours et 45° pendant vingt-quatre heures ne tuent pas le Staphylocoque. 11 ne résiste pas au contraire à 44° pendant cinq jours, 50° pendant deux jours, 72° pendant une heure trente-cinq minutes et 80° pendant une heure quinze minutes.
La lumière solaire (Gaillard) et électrique (Ghmelewsky) diminuent rapidement sa virulence et altèrent son pouvoir chromogène.
Prochownick et Spath prétendent que le Staphylocoque pyogène est détruit en un quart d’heure au pôle positif d’un courant galvanique de 60 à à 80 milliampères, grâce au dégagement du chlore provenantde la décomposition du chlorurede sodium.
Un séjour de vingt-cinq à cinquante jours dans Peau distillée tue le Staphylocoque (Curt Braem, Bolton). Il peut y conserver sa vitalité pendant plusieurs mois (J. Courmont).
Tarnier et Vignal ont étudié avec soin l’action des antisepti-
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ques. Il faut, pour détruire le Staphylocoque , un séjour de deux minutes dans une solution de bichlorùre de mercure à un millième, neuf minutes dans une solution de biiodure au millième, etc. L'iode au dix-millième et le thymol au cinq-millième détruisent le microbe. L’iodoforme n’a pas d’influence (Martkns, Kunz, etc.). Si on ajoute au bouillon de la pyoctanine, dans la proportion d'un cinq-millième, le microbe périt en une demi-heure (Liebreich et Oskor)~. 11 ne se développe pas dans un bouillon contenant 1/2000 d’acide chlorhydrique (Vignal). Une pression de 90 atmosphères n’influence ni sa végétabilité ni sa virulence (Sabkazès et Bazin).
Le savon a un certain pouvoir bactéricide contre le Staphylocoque ; une solution à 1 p. 100 le tue en vingt-neuf heures (Rodet).
C’est en expérimentant avec le Staphylocoque pyogène doré et quelques autres microbes, que Bouchard a calculé l'équivalent antiseptique d'une foule de substances médicamenteuses.
3° Virulence. — Bien n’est variable comme la virulence du Staphylocoque pyogène. 11 peut même arriver qu’une première culture, provenant directement d'un abcès ou d'un foyer d’ostéomyélite, soit absolument inactive. En général, uue première culture âgée de quarante-huit heures, tue le lapin, dans le sang, à 1/2 ou 1 centimètre cube. Les variétés citrine et blanche sont le plus souvent moins virulentes.
Le vieillissement atténue rapidement les cultures ; pour conserver un Staphylocoque virulent, il faut réensemencer la culture tous les cinq à huit jours. Cependant, une très vieille culture donnera parfois une culture fille virulente. Il n’y a pas de règle connue à ce point de vue.
La virulence du Staphylocoque peut s’exalter artificiellement au moyen de passages successifs par inoculation veineuse ou péritonéale chez le lapin.
4° Agglutination. — Le Staphylocoque végète agglutiné dans le sérum dé lapin immunisé.
J. Nicolas et Lesieur ont eu une chèvre immunisée dont le
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sérum agglutinait plusieurs échantillons de staphylocoques.
Otto (1903), Proscher, Kutscher (1904), prétendent distinguer les Staphylocoques pathogènes des saprophytes par l’agglutinabilité.
5° Caractères biochimiques. — Produit des acides gras aux dépens des matières sucrées. Transforme la lactose en acide lactique. Produit les acides acétique, valérianique, butyrique et propionique (odeur aigre des cultures).
Produit un peu d'indol. Peptonise le blaire d’œuf.
E) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le Staphylocoque pyogène est pathogène pour les animaux et pour l’homme.
Le Staphylocoque pyogène est un agent commun des suppurations. Il a été reconnu comme l’auteur d’une ostéoarthrite aiguë infectieuse des jeunes oies (Lucet), d'abcès chez le chien, le chat, le loup , le renard, la martre, le mouton , le lièvre, le cobaye, les souris blanche et grise, la perdrix, l’hirondelle, le pigeon, etc., etc. (Karlinski), dune épidémie sur les goujons du Rhône (Charrin), il est avec le Streptocoque pyogène un des éléments les plus fréquents des suppurations polymicrobiennes. C’est ainsi qu’on le trouve quelquefois dans les complications pulmonaires des plaies anciennes du cheval dont l’agent habituel est le bacille de la nécrose.
Le staphylocoque serait la cause principale de la suppuration cutanée dans la gale démodécique du chien (Gmeiner) .
Micrococcus caprinus, (Mohler et Washburn, 1902) qui serait l’agent du takosis des chèvres angora ne paraît être qu’un staphylocoque pyogène blanc.
2° Action expérimentale. — A. Lapin. — C’est l’animal de choix. Son inoculation à différents âges, par différentes voies, avec des doses variées de Staphylocoque pyogène, est un véritable modèle d’étude expérimentale.
Les expériences donnent les mêmes résultats avec le St. aureus,
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albus et citreus. L’albus et le citreus sont en général moins virulents, mais cette loi souffre des exceptions (Rodet, Jaboulay, J. COURMONT, WATSON-CHEYNE).
a. Inoculation intra-péritonéale. — La voie péritonéale est la moins favorable (Grawitz, Steinhaus, Delbet, Herman) ; elle permet l’inoculation de doses de culture 20 fois plus fortes qu’un autre organe sans suppurer. On obtient une péritonite fîbrinopurulente et la mort en quelques jours ; le microbe est abondant dans le sang et les viscères.
b. Inoculation sous-cutanée . — Voie la moins sensible, après le péritoine. Il faut 0,75 à 1 centimètre cube (500 000 000 de cocci, Herman) d’une culture de virulence moyenne, pour produire un abcès. L’infection se généralise rarement et n’est presque jamais mortelle, sauf avec des doses très fortes de culture très virulente. Rodet a tué en quelques heures avec 2 centimètres cubes, J. Courmont avec 1/4 de centimètre cube d’une culture très virulente. Il faut, en général, une dose double (1 000 000 000 de cocci, Herman) de la dose pyogène, pour tuer.
c. Inoculation sous- arachnoïdienne. — Voie un peu plus sensible. Méningite suppurée mortelle.
d. -Inoculation intrapleurale. — Voie encore un peu plus favorable. Il suffit de 0,25 centimètre cube de la culture qui ne fait un abcès sous-cutané qu’à 1 centimètre cube, pour faire une pleurésie fibrino-purulente, mortelle en quelques jours.
e. Inoculation intraveineuse. — C’est la voie la plus commode et donnant les résultats les plus schématiques. Une ou deux gouttes suffisent à tuer (culture de même virulence que précédemment).
Si la dose est forte ou la culture très virulente, la mort survient en quelques heures à deux jours, sans aucune lésion appréciable, par simple septicémie. Congestion de tous les organes et staphylocoques nombreux dans le sang.
Si la dose est très faible et laisse survivre l’animal plus de vingt jours, il se produit des arthrites suppurées sans lésions viscérales.
Parfois, des lapins, qui avaient paru survivre, ont présenté, beaucoup plus tard, des myélites avec paralysies (J. Courmont, Gilbert et Lion).
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On a reproduit l’endocardite scléreuse ou végétante, avec ou sans lésions préalables des valvules (Wyssokowitch, Ribbert, Bonome. G. Roux et Josserand) .
La dose qui donne les meilleurs résultats doit laisser l’animal survivre une huitaine de jours.
Supposons le lapin adulte.
Dès le lendemain de l’injection, l’animal paraît malade et sa température monte pour rester fébrile (40° à 41°) jusqu’à la mort. Les urines sont albumineuses et contiennent des cylindres colloïdes avec des débris d’épithélium et des globules rouges. La
Fig. 263.
Staphylococcie.
Rein d’un lapin mort le huitième jour après injection intraveineuse (grandeur naturelle).
Fig. 264.
Staphylococcie,
Coupe de l’autre rein du même animal (grandeur naturelle).
mort survient au bout de six à huit jours, avec pyohémie généralisée.
Les abcès des reins sont absolument constants (Rodet, Ribbert, Krause, Golzi, etc.) et peuvent constituer l'unique lésion, ils font saillie à la surface de l’organe qui est parsemé de bosseluresjaunâtres, parfois groupées en véritables bouquets (fig. 263 et 264). Le bassinet peut être rempli d'urine purulente ; on peut aussi observer de la périnéphrite suppurée.
Les microbes, peu nombreux dans la zone mortifiée, très rares dans les tubes urinaires (habituellement dépouillés de leur épi-
ACTION PATHOGÈNE
théiium), existent en amas considérables dans les vaisseaux de la zone médullaire, d’ailleurs atteints d’endartérite végétante.
D’autres abcès existent souvent, mais non constamment, dans les différents organes ou tissus, muscles , poumons, foie. Le cœur contient presque toujours plusieurs abcès dans le myocarde même (fig. 265). La rate est habituellement indemne. Pas de dégénérescence graisseuse du foie ou des reins, môme après des suppurations lentes (Lannelongue et Achard).
Les staphylocoques sont abondants dans le sang et les organes.
L’inoculation veineuse au lapin jeune détermine de l'ostéomyélite (Rodet) sans qu’il soit nécessaire d'accompagner l'inoculation de traumatismes.
On inocule, dans la veine auriculaire, une dose (1 ou 2 gouttes) qui permet la survie pendant une huitaine de jours.
Au bout de quelques jours, on note un peu de tuméfaction douloureuse puis tous les signes de l'arthrite purulente d'un ou des deux grassets, ou quelquefois d’une autre articulation.
A l’autopsie, on trouve toutes les lésions pyohémiques de l’adulte et en plus l’ostéomyélite.
Les arthrites purulentes sont à peu près constantes et souvent très volumineuses. Elles peuvent se montrer dans toutes les articulations, mais leur siège de prédilection est aux grassets, puis aux épaules . Ces arthrites sont quelquefois indépendantes de toute lésion osseuse : le plus souvent elles ont pour origine un abcès osseux.
Les synoviales tendineuses suppurent chez certains sujets.
Les os dénudés offrent des abcès sous-périostiques ordinairement de faible volume. Leurs sièges de prédilection sont : l’extrémité inférieure du fémur et supérieure du tibia, l’extrémité supérieure de l’humérus ; on peut néanmoins les rencontrer sur
Fig. 265.
Staphylococcie.
Cœur du même lapin (grandeur naturelle).
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toute la longueur des diaphyses. Ces abcès sont constitués par une gouttelette de pus entourée d’une zone hémorragique, faisant saillie sous le périoste. Le pus éliminé, on se trouve en présence d’un véritable séquestre (fig. 266) ou d'une cavité creusée dans Los et pouvant conduire jusqu’à un foyer purulent médullaire (fig . 267).
Fréquemment, les lésions sous-périostées passeraient complètement inaperçues, si on ne prenait la précaution de décoller le périoste dans toute l’étendue de l’os.
Fig. 266.
Staphylococcie.
Extrémité inférieure (grandeur naturelle) d’un fémur de jeune lapin, mort le septième jour d’une injection intraveineuse.
Deux séquestres baignant dans le pus de deux cavités osseuses.
Fig. 267.
Staphylcoccie.
Décollement épiphysaire de l’extrémité supérieure d’un humérus dejeune lapin, mort le neuvième jour d’une injection intraveineuse. On remarque, en outre, une cavité remplie de pus, sans séquestre, creusée dans la diaphyse (grandeur naturelle) .
Les altérations les plus remarquables sont celles de la région juxta épiphysaire, de la diaphyse des os longs et spécialement de l’extrémité inférieure du fémur, supérieure du tibia et de l’humérus. Le tissu spongieux de la diaphyse qui confine au cartilage de conjugaison est infiltré d’une petite quantité de pus, extrêmement friable et parsemé de séquestres souvent excessivement nombreux. C’est également à ce niveau que les abcès souspériostiques sont les plus fréquents. Ces lésions s’arrêtent habi-
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tuellement à une petite distance du cartilage de conjugaison qui est indemne. Le décollement juxta-épiphysaire est souvent spontané; en tout cas le plus faible effort suffit à le produire (fîg- 267).
Le tissu épiphysaire est le plus souvent sain. Cependant on peut y voir abcès e't séquestres, soit primitifs, soit par propagation de la suppuration diaphysaire qui perfore le cartilage de conjugaison et va fuser jusque dans l’articulation.
Les microbes sont disséminés dans la moelle, le tissu spongieux et môme le tissu compact. Ils oblitèrent même parfois complètement les canaux de Ha vers.
La grande vascularisation des régions osseuses en voie de croissance et le ralentissement du courant sanguin à ce niveau expliquent la localisation des microbes (Bobroff).
Les lésions obtenues sont la reproduction fidèle de l’ostéomyélite aiguë humaine.
Alors que la lésion caractéristique de l’ostéomyélite à staphylocoques est la nécrose , celle de l’ostéomyélite à streptocoques (J. Courmont et Jaboulay, Lannelongue et Achard) est la suppuration médullaire .
g. Inoculation dans la chambre antérieure. — C’est la voie la plus- sensible. La suppuration de la chambre antérieure s’obtient avec une quantité de cocci 8 000 fois moindre que celle nécessaire au tissu sous-cutané (Herman).
h . Inoculation intratrachéale. — Les phagocytes du poumon (cellules épithéliales) détruisent les microbes en quatre jours.
i. Variation artificielle de la réceptivité. — La réceptivité du lapin peut être facilement modifiée.
L’émulsion des staphylocoques dans une solution de glucose à 25 p 100 augmente leur propriété pyogène pour le lapin, le rat, la souris (O. Budjwid). Le résultat est le même si la solution de glucose est injectée dans la veine auriculaire et le microbe sous la peau. Ces expériences ont été confirmées par Ferraro; il est vrai que Grawitz, De Bary, Steinhaus, Herman en nient les résultats. Les effets de l’adjonction du glucose sont inconstants (Nicolas).
D’autres substances sont des adjuvants de l’action pyogène
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du staphylocoque. Citons : la cadavérine (Fehleisen), le sublimé (Budjwid, Herman), le phénol (Budjwid, Herman).
Les cultures filtrées du Staphylocoque ou l’extrait alcoolique de ces cultures prédisposent le lapin à la suppuration par staphylocoques (Rodet et J. Courmont, Maltse’ff) (voir
On peut encore favoriser l’éclosion d'un abcès en sectionnant les nerfs afférents à la région (Herman, S. Arloing).
C. Autres animaux. — Le Staphylocoque pyogène est pathogène pour la plupart des animaux, mais à un degré généralement moindre que pour le lapin.
Le cobaye succombe aux mêmes lésions que le lapin (Rodet, J. Courmont) sans qu il ait été possible pourtant de reproduire f ostéomyélite.
Lee lien (Pawlowsky), la souris, le rat ont été inoculés avec succès, surtout dans le péritoine ; l’inoculation sous-cutanée produit un abcès.
Lucet a reproduit l’ostéomyélite de l 'oie.
F) — Toxines
Les produits extraprotoplasmiques, fabriqués dans les cultures par le Staphylocoque pyogène, sont multiples.
1° Toxines pyogènes. — La culture stérilisée à -f- 100u, ou filtrée, était pyogène (chambre antérieure du lapin), cette propriété est due à une substance précipitable par 4 à 5 volumes d'alcool fort (de Christmas).
Leber avait cru isoler des cultures une substance ( phlogosine ) analogue aux alcalis, cristallisable, et pouvant entraîner la suppuration. Ce n’était pas une toxine du Staphylocoque.
2° Toxines vaso-dilatatrices. — Le liquide provenant de la filtration d une culture en bouillon conserve pendant longtemps des propriétés vaso-dilatatrices, il contient des substances qui mettent les centres vaso-dilatateurs supérieurs du lapin en état
TOXINES
d hyperexcitabilité, ainsi que S. Arloing (1891) l’a démontré par l’excitation du bout central du nerf de Cyon et du nerf auriculaire. La dépression artérielle est plus intense après l'injection du liquide. C’èst ainsi que le Staphylocoque favorise la diapédèse comme l’admet Bouchard.
3° Toxines proprement dites. — Quelques expérimentateurs ont noté certaines propriétés toxiques des produits solubles du Staphylocoque. Rodet et J. Courmont (1892) en ont fait sur le chien et le lapin une étude détaillée. Ces produits toxiques sont multiples ; ils sont très altérables.
La culture filtrée est peu toxique, grâce à la rétention de beaucoup de substances sur le filtre.
La culture complète, vivante ou tuée par la chaleur, entraîne immédiatement la suspension de la respiration en expiration, une notable augmentation de la pression sanguine, l’affaiblissement du cœur, un abaissement de la température et quelques accès convulsifs.
On opère ainsi sur un mélange de substances antagonistes qu’on peut dissocier en partie par l’alcool.
Les substances précipitables par V alcool sont privées de leurs antagonistes, plus toxiques que le mélange. On observe : mort en quelques heures; respiration en Cheyne-Stokes ; circulation peu atteinte ; abaissement de la température ; excitabilité nerveuse exagérée se manifestant par du tremblement, de la chorée, du tétanos. Les troubles respiratoires et convulsivants dominent la scène.
Les effets des substances solubles dans, l’alcool sont en grande partie opposés ; ces dernières substances sont également plus toxiques que le mélange. Il y a tendance à l’arrêt du cœur et de la respiration ; anesthésie complète ; abaissement de la température ; mort par arrêt du cœur. Les troubles cardiaques et anesthésiques dominent la scène.
L’antagonisme se montre donc entre les substances toxiques comme entre les substances prédisposantes et vaccinantes.
Les substances précipitables par l’alcool engendrent des néphrites.
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On peut obtenir des toxines tuant le lapin au 1/1 00e de centimètre cube.
Mosny et Marcano ont expérimenté des cultures filtrées qui tuaient en quelques secondes à 10 centimètres cubes.
4° Staphyloly sines , Staphyloleucocidines . — V oir page 3 1 7 les expériences sur ces curieuses substances.
Les cultures de Staphylocoque pyogène contiennent une hémolysine (Neisser et Wechsrerg), tandis que celles non pyogènes n’en contiennent pas (Otto). Les injections répétées d’hémolysine au lapin rendent son sérum antihémolytique.
G) — Immunisation, prédisposition
1° Immunisation. — Rodet et J. Courmont (4891), opérant ur le lapin , ont montré que le Staphylocoque offre cette particularité de fabriquer des substances vaccinantes précipitables par V alcool, et thermolabiles (vingt-quatre heures à 55°).
Les auteurs (Mosny et Marcano), qui ont cherché à vacciner par l’ensemble de la culture filtree, ont échoué.
Viquerat et Kosc, Parascandolo ont vacciné avec des cultures virulentes en bouillon sucré, stérilisées par l’addition de 5 p. 100 de phénol.
Capman dit avoir immunisé des chiens et des lapins avec une culture en bouillon peptonisé à 1 p. 100, filtrée à l’âge de vingt jours.
Denys et Van de Velde ont vacciné le lapin avec des cultures filtrées.
On peut vacciner le lapin avec des cultures de se pt-huit jours chauffées à 70° pendant quatre heures et données en lavement additionnés de laudanum (J. Courmont et Rochaix). Eprouvés par inoculation veineuse les vaccinés ont une infection atténuée.
2° Prédisposition. — Dès 1890 Bouchard classait le Staphylocoque parmi les microbes qui fabriquent des produits favorisants, c’est-à-dire à action adjuvante immédiatement toxique par paralysie du système vaso-dilatateur. Rodet et J. Courmont
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(1891) ont étendu au Staphylocoque la découverte de J . Courmont de produits solubles prédisposants (voir p. 318), c’est-à-dire modifiant l’organisme, au bout de quelques jours et d’une façon durable, dans un sens favorable à l'infection. Il suffit, pour les mettre en relief, de filtrer une culture en bouillon (infusion salée de viande de veau sans addition de peptone) sur porcelaine à 2 ou 3 atmosphères. L’âge de la culture importe peu, le liquide résultant de la filtration perd ses propriétés toxiques en vieillissant, mais non son pouvoir prédisposant.
L’injection au lapin peut se faire en même temps que celle du microbe, la suppuration est alors légèrement favorisée. Les effets les plus remarquables s’obtiennent en imprégnant d’abord l’organisme du lapin par la voie sanguine avec le liquide filtré et en inoculant le microbe longtemps après (trois mois et certainement beaucoup plus). L’infection prend alors une marche suraiguë, et ses lésions peuvent apparaître avec un virus trop atténué pour en produire sur un lapin neuf.
Les substances prédisposantes sont solubles dans l'alcool ; on obtient les mêmes effets avec l’extrait alcoolique qu’avec le liquide total.
H) — Diagnostic bactériologique
Le diagnostic bactériologique consiste à isoler le Staphylocoque pyogène, ce qui est facile. Le caractériser est également chose aisée.
Il faut bien se garder d’attribuer au Staphylocoque toutes les lésions où on le rencontre sans une critique sévère. 11 peut envahir une lésion (un abcès) préformée ; il peut surtout être associé à des microbes plus difficiles à isoler, notamment au B. tuberculeux.
1° Examen microscopique. — Colorer les frottis avec le Gram (double coloration) . Dans le pus : cocci plus ou moins isolés, hors ou dans les globules de pus.
2° Culture. — 1° Ensemencer un ballon de bouillon ; 2° pro-
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mener une aiguille de platine chargée de pus (sans la recharger) sur trois tubes de gélose.
3° Inoculation. — La culture est presque toujours suffisamment caractéristique. Il est cependant bon d’inoculer une culture de première génération, à la dose de 1 à 2 centimètres cubes dans la veine auriculaire du lapin.
1) — Sérothérapie, B actériothérapie
Le sérum des animaux immunisés est bactéricide et agglutinant (J. Courmont), antitoxique (J. Mosny), et atténuant (Nicolas et Lesieur).
Le sérum des lapins vaccinés par Denys et Van de Velde contenait une antileucocidine, c’est-à-dire un « anticorps » neutralisant la leucocidine des cultures filtrées.
Paltchikowsky (1903) immunise le cheval; son sérum protégerait le lapin contre l’inoculation intraveineuse et favoriserait l’inoculation sous-cutanée.
Prôscher (1903) immunise la chèvre, le mouton, le cheval, par inoculation intraveineuse de staphylocoques actifs ; le sérum de ces animaux est immunisant pour le lapin, agglutinant et antistaphylococcique.
Partant de la conception de Gmeiner sur la véritable cause de la suppuration cutanée dans la gale démodécique du chien on a préconisé les vaccins antistaphylococciques de Wright contre cette maladie.
Le microbe isolé sur agar, on choisit une culture de vingtquatre heures, que l’on dilue dans la solution saline normale stérilisée, et on porte la dilution à l’étuve à 56° pendant une heure. On ajoute ensuite de la solution saline stérilisée en quantité suffisante pour que le mélange renferme de 250 à 500 millions de cocci par centimètre cube. C’est cette dilution qui sert de vaccin. Les documents recueillis (Mettam) ne permettent pas encore d’apprécier la valeur de la méthode. On a préconisé également des bactérines préparées suivant les mêmes conditions pour soigner les plaies suppurantes des animaux (Archibald et Kinsley, Jemel).
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
Dans tous les cas les auto-vaccins préparés avec le microbe du malade sont toujours préférables aux poly vaccins (polybactérines) préparés avec des microbes recueillis sur d’autres champs suppurants.
Les virus-vaccins (vivants) sensibilisés de Besredka (auto- et hétéro-vaccins) ont donné de bons résultats dans diverses infections staphylococciques de l’homme (Broüghton-Alcock).
ARTICLE II
MICROCOQUE DE LA MAMM1TE GANGRÉNEUSE DES BREBIS
L'étude d’une mammite de la brebis caractérisée par une gangrène rapide du parenchyme et une intoxication presque toujours mortelle montre que la maladie est fonction d’un microbe spécifique (Nocard, 1886). Certains caractères tendent à montrer ce microbe comme un staphylocoque adapté.
A) — Coloration. Caractères microscopiques
.Petit microcoque isolé ou en amas irréguliers se colore facilement, prend le Gram.
B) — Cultures
Caractères généraux des cultures. — Aérobie et anaépobie, se développe dans tous les milieux.
A. Bouillon. — Le bouillon simple, glucosé ou lactosé est troublé uniformément, puis la culture se sédimente en un dépôt blanchâtre et pulvérulent ; le milieu devient acide.
JL Lait. — De vache ou de chèvre, est coagulé en masse en moins de vingt-quatre heures. Réaction acide.
C. Gélose. — Pellicule épaisse, blanchâtre puis jaunâtre
En piqûre. — Traînée blanche, opaque à bords festonnés.
D. Gélatine. — Pellicule blanc grisâtre, liquéfaction.
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E. Pomme de terre. — Enduit gris visqueux, développement peu abondant.
C) — Action pathogène
A. Action naturelle. — La mamelle est dure, tendue, rouge violacée, la sidération est complète. L'infiltration gagne les cuisses, l’abdomen, le thorax. La mort survient en un à quatre jours. La guérison spontanée est rare.
L’étude bactériologique de la mammite gangréneuse de la chèvre est encore incomplète.
JB. Action expérimentale. — A. Brebis. Inoculation dans les conduits galactophores. Reproduit la maladie, l’affection apparaît à coup sur si la mamelle est traumatisée après l’inoculation (pratique du soubattage) .
B. Chèvre. — Inoculation mammaire. Reste sans effet.
C. Lapin. — Inoculation sous-cutanée. Abcès
D. Cheval, Veau, Porc, Chien, Chat, Poule, Cobaye. — Réfractaires.
D) — Immunisation, sérothérapie
La vaccination peut être obtenue par inoculation sous-cutanée de culture virulente, il est préférable d’utiliser des cultures atténuées par un séjour de plusieurs mois à l’étuve à 37° ou mieux encore le staphylocoque spécifique sensibilisé avec le sérum des brebis hyperimmunisées (Bridré).
L’hyperimmunisation du mouton est difficile à réaliser, quelques essais sont restés sans résultat (Ch. Besnoit). On peut obtenir pourtant un sérum doué de propriétés préventives, au moins contre la maladie naturelle sinon contre la maladie expérimentale (Bridré).
ARTICLE III
BOTRYOCOQUE
Poncet et Dor (1900) ont décrit sous le nom de botryocoque
BOTRYOCOQUE
un agent microbien qui ne paraît pas devoir être différencié du staphylocoque pyogène, mais qui est l’agent de néoformations inflammatoires spéciales (botryomycose) assez fréquentes chez le cheval et qui siègent dans la peau et le cordon testiculaire amputé lors de la castration.
Le Botryomyces equi dont la présence caractérise cette infection forme dans les
Fig. 268. Fig. 269.
Botryocoque. Nodule botryomy colique (Chaussé).
Culture sur gélatine
(Poncet et Dor).
tissus en amas muriformes d’un demimillimètre de diamètre. Ces amas résultent de l’agglomération de zooglées de cocci -enrobées dans une gangue hyaline et homogène. Les cocci se colorent par le Gram.
Letulle a rapporté la botryomycose à la présence d’une amibe ( Amœba Letullei ),, étudiée depuis par Bureau et Labbé. Cette opinion aurait besoin d’être confirmée.
Les cultures du « botryocoque » ne se différencient pas de celles des diverses variétés du staphylocoque ; les caractères particuliers qui ont été signalés (liquéfaction en tulipe de la gélatine) ne sont pas constants.
BOTRYOCOQÜE
Il est possible de reproduire une néoformation inflammatoire analogue à la maladie naturelle par insertion dans le testicule d'un crin chargé de pus (Magrou).
Fig. 270.
Iiotryomyces (colorés au Gram) (Chaussé).
Grossissement 900 D environ.
La plupart des expérimentateurs concluent à l’identité du botryocoque et du staphylocoque doré.
CHAPITRE XVI
LE MICROCOQUE TÉTRAGENE
Il a été découvert par Koch (1884) dans le pus des cavernes tuberculeuses, et étudié par Koch et Gaffky (1884).
Il est très répandu dans l’air, sur le sol, dans les poussières , il existe dans la salive, le mucus nasal, des sujets sains.
Il est l’agent de nombreuses suppurations. 11 a été isolé, soit pur, soit associé au staphylocoque dans les lésions encore closes d’une dermite pustuleuse chez le porc et chez le bœuf (E. Huynen).
A. Le M. Tétragène est aérobie et se cultive bien sur tous les milieux, à -f- 37°. Le bouillon est trouble, son dépôt crémeux, filant et devient très alcalin : la gélatine n’est pas liquéfiée, ou l’est faiblement (Chauffard et Ramond) ; les colonies sur gélose , pomme de terre sont abondantes, visqueuses, blanches, grisâtres (elles sont colorées pour les variétés : aureus, subflavus ) ; le lait n’est pas coagulé (sauf un échantillon de Sever-Sterling).
La vitalité des cultures dure plusieurs mois : leur virulence originelle est très variable, mais les cultures virulentes s’atténuent peu. Un chauffage de quelques minutes à -j- 60° stérilise les cultures liquides.
C. L'aspect microscopique du T. dans le pus, le sang, les crachats, les organes est assez caractéristique; presque toujours il se présente sous la forme de tétrades ; il existe des cocci isolés ut des diplocoques. Chaque coccus èst volumineux (1 p et plus), rond, parfois ovalaire ou en rein. La tétrade est fréquemment entourée d’une capsule, surtout dans le sang et les viscères. V prend le- Gram.
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Dans les cultures, les éléments sont plus petits et rarement en tétrades ; ils sont en diplocoques et sans capsules. Mais, en sérum, liquide de lapin , on les trouve formés en tétrades encapsulées (fig. 271).
Fig. 271.
Micraccus tetragenus sep tiens.
Culture de 48 heures en sérum de lapin.
Gr. = 1200 D.
D. La souris blanche est très sensible au T. septicus; l'inoculation sous-cutanée de quelques gouttes tue par septicémie, en vingt-quatre à trente-six heures. Le sang et les organes fourmillent de tétrades.
Le cobaye succombe, plus lentement, en trois à cinq jours.
Le lapin est encore moins réceptif. L'inoculation sous-cutanée fait un abcès froid (P. Teissier), et l’inoculation intrapéritonéale : une péritonite à pus épais et visqueux.
E. Pour le diagnostic , on fera : 1° des préparations colorées ;
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2° une culture sur gélatine à la température du laboratoire ; 3° l'inoculation de la sonris.
F. 11 est parfois difficile de distinguer du SI. pyogenes aureus un T. aureus qui a pris dans ses cultures la forme de simples cocci et qui n’est pas virulent. Cultivé dans le sang, 1« Si. pyogenes aureus seul liquéfie le caillot; cultivé dans le lait, seul il le coagule (Achard et Gaillard). Ce sont là deux moyens commodes de différenciation à ajouter à la culture en sérum de lapin.
Les cultures filtrées ou chauffées à -(- 60° sont légèrement toxiques et ne sont pas pyogènes.
CHAPITRE XYII
LES AGENTS DES SEPTICÉMIES HÉMORRAGIQUES
Hueppe a décrit comme des modalités d’une seule infection, la septicémie hémorragique, le choléra des poules de Pasteur, la maladie des porcs de Lœffler et la septicémie des lapins de Koch. Ce groupement était basé sur la ressemblance des agents de ces maladies et sur l’analogie de leurs propriétés biologiques et pathogènes Le cadre des septicémies hémorragiques peu à peu s’est élargi démesurément et la bactérie ovoïde qui caractérise ce groupe a été retrouvée dans toute une série d’affections sévissant sur diverses espèces.
L’étude systématique des septicémies hémorragiques de Hueppe entreprise par Lignières, établit que toutes les affections réunies sous cette même dénomination étaient en réalité sous la dépendance de germes distincts : les unes, les plus nombreuses, reconnaissent pour cause la bactérie ovoïde, pour laquelle Lignières propose le nom de Pasteurella (Trévisan) ; les autres, ne comprenant parmi les maladies des animaux que la peste du porc, sont tributaires d’un microbe différent du type Salmonella.
La découverte de la véritable cause de la peste du porc (Y. Virus filtrants ) est venue entamer la classification de Lignières et ne permettait plus déjà de laisser au groupe des septicémies hémorragiques son homogénéité primitive.
Ce groupe comprend actuellement les maladies suivantes :
Bœuf :
Septicémie hémorragique;
Pneumo-entérite, Rinderseuclie (Galtier) ;
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Broncho-pneumonie infectieuse (Nocard) ;
Pleuro-pneumonie septique des veaux ;
Entèqué (Lignières) .
Buffle. — Barbone (Oreste et Armanni).
Animaux sauvages (cerf et sanglier). — Wildseuche (Bollinger).
Mouton. — Septicémie hémorragique (Galtier, Ch. Besnoit et Cuillé).
Chèvre. — Pneumonie contagieuse (Hutcheon, Nicolle et Béfik) .
Porc. — Pneumonie contagieuse (Loeffler).
Cheval. — Certaines modalités de la « fièvre typhoïde » (Li-
GNIÈRES) . *
Chien. — Typhus, gastro-entérite hémorragique.
Lapin. — Septicémie (Beck).
Cobaye. — Septicémie (Phisalix).
Oiseaux. — Choléra des poules (Pasteur).
L’étude de l’étiologie des septicémies hémorragiques est loin d’être complète et la classification adoptée n’est pas définitive. On peut prévoir que beaucoup des affections qui figurent dans ce groupe en seront distraites peu à peu. Nous avons vu ce qu’il était advenu de la peste du porc, il en a été de même en ces dernières années de l’anémie infectieuse du cheval; de certaines modalités de la fièvre typhoïde (maladie à virus filtrant de Basset, piroplasmose, formes de Brustseuche dans lesquelles on ne trouve aucun agent microbien visible et cultivable [Gaffky]) ; de la maladie des chiens.
La diffusion des microbes du type de la bactérie ovoïde rend leur étude particulièrement difficile. Le microbe est répandu dans le sol, dans l’eau, dans les fumiers, il est retrouvé dans la bouche, dans les voies respiratoires, dans l’intestin de plus de 50 p. 100 des animaux sains des différentes espèces. Mais ce microbe saprophyte a une aptitude parasitaire très marquée, il est souvent le premier à envahir les organismes affaiblis, notamment par les virus filtrants et on conçoit de ce fait que des erreurs ont été souvent commises qui ont fait attribuer le rôle d’agent causal à une bactérie tout au plus capable de créer une infection secondaire. La confusion est d’autant plus facile que la bactérie ovoïde isolée, est pathogène pour les petits ani-
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maux de laboratoire, trop souvent utilisés à l’exclusion des animaux naturellement réceptifs.
La question se pose de savoir si toutes les bactéries ovoïdes appartiennent à une seule et même espèce ou si elles doivent être différenciées. Les bactéries isolées chez la poule, chez le porc ou chez le bœuf ont un certain nombre de caractères communs spécifiques du groupe Pasteurella'; elles se différencient par leur affinité pour une espèce animale. La bactérie du choléra des poules est surtout pathogène pour la poule, celle de la pneumonie contagieuse du porc, qui lui ressemble beaucoup serait beaucoup moins pathogène. Ces différences signalées par Preisz, et sur lesquelles Lignière» a beaucoup insisté, sont-elles suffisantes pour justifier une distinction absolue ?
En réalité il est plus vraisemblable d’admettre que toutes les Pasteurella procèdent d’une souche unique, répandue dans le milieu extérieur, qui se différencie plus ou moins suivant l’organisme qui l'héberge. 11 se crée ainsi un type aviaire, un type porcin, un type bovin, etc... La multiplicité des espèces sensibles à une Pasteurella , quelle que soit son origine, permet d’adopter cette hypothèse. Elle est d’ailleurs confirmée par ce fait que la bactérie provenant -du porc est plus pathogène pour la poule que pour les autres espèces, que celle provenant de la poule est pathogène à la fois pour la poule et le lapin. Cette identité se poursuit dans les sérums préparés avec l’un des types microbiens : le sérum contre la septicémie du lapin est efficace contre le choléra des poules (Kitt).
Les caractères biologiques et pathogènes des agents des septicémies hémorragiques sont assez peu différents pour qu'il soit possible de limiter leur étude à l’un d’entre eux. La bactérie du choléra des poules, dont le rôle étiologique est bien précisé peut servir de prototype.
BACTÉRIE DU CHOLÉRA DES POULES [Pasteurella aviaire.)
Découverte par Semmer et Perroncito (1878), cultivée par Toussaint (1880), la bactérie du choléra des poules est l’objet
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d'une étude systématique poursuivie par Pasteur en 1880. C’est à propos de cette bactérie que Pasteur prévoit la possibilité d’obtenir des cultures artificielles de tous les virus et de préparer des virus-vaccins.
A) — Isolement, cultures
lü Isolement. — La bactérie peut être’ isolée directement du sang du cœur des poules qui succombent à la maladie, on la trouve en abondance et à l’état de pureté.
2° Caractères généraux des cultures. — Surtout aérobie, pousse aussi dans le vide. Température optima 37 degrés. Ses cultures dégagent une odeur spéciale. Considérées comme ne produisant jamais d’indol, il s'en forme en réalité des quantités très faibles (Ch. Porcher et L. Panisset).
3Ü Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Colonies transparentes, bleuâtres et irisées, puis opaques. La culture adhère assez intimement au milieu.
B. Gélatine. — En strie. — Enduit blanc, grisâtre, d’abord transparent puis opaque.
Piqûre. — Multitude de petites colonies blanches d’autant moins abondantes qu’elles s’éloignent de la surface libre.
C. Séruîæ. — Mince pellicule, à peine visible au début, puis opaque et blanchâtre.
D. Pomme de terre. — Aucun développement.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble uniforme, après quelques jours il s’opère un dépôt sur les parois et le liquide redevient transparent.
B. Lait. — Pas coagulé.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Morphologie. — Courte bactérie ovoïde de 1 p de long
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sur 0 [J. 23 d’épaisseur ; dans les cultures elle affecte souvent la
Fig. 272.
Pasleurella caprine.
Culture prise sur gélose (Nicolle et Remlinger).
4° Spores. — Pas de spon
forme de microcoques ou dediplocoques.
2° Mobilité. — Immobile.
3° Coloration. — Se colore bien avec les couleurs simples d’aniline, ne prend pas le Gram. Après coloration, dans le sang et les pulpes d’organes le microbe se montre fortement coloré aux extrémités avec un espace clair central ( bactérie bipolaire, bactérie à espace clair, bactérie en navette) .
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — La bactérie du choléra des poules doit se trouver dans certains sols ; elle serait un hôte habituel de l’intestin des oiseaux (Gamaléia) .
2Ü Vitalité, virulence. — La bactérie est peu résistante aux diverses causes de destruction. Les cultures exposées à l’air, perdent leur virulence (Pasteur).
La dessiccation, le chauffage à 58 degrés pendant quelques minutes, tuent le microbe.
Le microbe, à l’abri de l'air, se conserve bien. 11 est retrouvé vivant dans le fumier après un mois de séjour. Sa virulence persiste pendant plusieurs mois dans l’eau distillée ou dans l’eau ordinaire.
L'acide sulfurique à 5 p. 1000, le phénol à 1 p. 100, le sulfate de cuivre et le chlorure de zinc à 5 p. 100 détruisent la bactérie. La glycérine conserve sa virulence.
La virulence est renforcée par les passages chez les animaux,
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le péritoine du cobaye convient parfaitement. Au cours de ces passages, la bactérie conserve sa virulence spéciale pour les oiseaux.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le choléra des poules est une maladie très contagieuse, à évolution habituellement rapide. Elle peut se manifester sous une forme foudroyante, emportant les animaux en deux à cinq heures avec tous les signes d’une intoxication suraiguë. La forme la plus commune, est caractérisée par la somnolence, l’inappétence, la coloration foncée de la crête, la diarrhée d’abord grisâtre puis sanguinolente. La maladie dure douze à soixante heures, la guérison est rare. Les animaux qui résistent restent anémiés et présentent des accidents articulaires.
L'autopsie montre toutes les lésions des septicémies hémorragiques, le foie est souvent marqué d’un fin piqueté jaunâtre, le péricarde renferme une sérosité coagulable.
La maladie atteint surtout les poules, mais tous les oiseaux de basse-cour et de volière peuvent être contaminés. Les lapins sont exposés à la contamination accidentelle.
2° Action expérimentale. — Chez toutes les espèces sensibles le virus pénètre par toutes les voies avec une extrême facilité. L’inoculation péritonéale et l'inoculation veineuse permettent de tuer un animal résistant (cobaye) ou naturellement réfractaire (chat, chien).
E) — Toxines
Les cultures filtrées déterminent des phénomènes analogues à ceux de la maladie elle-même (Pasteur).
F) — Diagnostic bactériologique
1° Examen microscopique. — La recherche directe du
Fig. 273.
Bactérie du choléra des Poules.
Sang de pigeon montrant la coloration bipolaire [(Zeiss, oc. 4, obj. 1/12)
2° Inoculation. — Peut être faite à la poule, au pigeon, au moineau, au lapin.
G) — Immunisation, sérothérapie
1° Immunisation par les virus atténués. — Les cultures en présence de l’oxygène de l’air s’atténuent peu à peu, au bout de soixante jours elles sont inoffensives. On choisit dans la série des virus ainsi affaiblis deux cultures qui sont inoculées,
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bacille dans le sang et les frottis d’organes est facile dans la plupart des cas.
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en commençant par la plus atténuée, à dix ou douze jours d'intervalle. La quantité de vaccin à injecter chaque fois est de 1/3 de centimètre cube que l’on inocule au niveau de l’aileron. Ce procédé de vaccination, malgré son efficacité, ne s’est pas répandu .
2° Sérothérapie. — Les sérums obtenus (Kitt, Leclainche, Kitt et Mayr, Schreiber) sont peu actifs.
CHAPITRE X YII
BACILLE DU ROUGET
Le bacille du rouget ( Bacillus rhusiopathiæ suis, Kitt) a été découvert par Pasteur, isolé et étudié par Lôffler.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — On peut ensemencer directement le sang ou la pulpe des organes des porcs morts de la maladie, mais en raison du maigre développement des cultures et de la possibilité des souillures il est préférable d’inoculer un pigeon ou une souris blanche et d’ensemencer le sang du cœur. Le bacille du rouget se trouve non seulement chez les animaux malades, mais il est encore possible de l’isoler des amygdales, de l’intestin des animaux sains (Olt, B atjermeister et Jensen).
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie et anaérobie. La végétation est peu abondante dans la plupart des milieux.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. — Colonies punctiformes.
B. Gélose. — Petites colonies, transparentes, analogues à des gouttes de rosée.
C. Gélatine. — a. A la surface colonies transparentes, d’un gris bleuté, visibles seulement sur un fond noir, présentant des ramifications irrégulières qui les font ressembler à des ostéo-
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clastes ; dans la profondeur, petites colonies granuleuses, grises, présentant quelquefois de courts prolongements ramifiés.
b; Piqûre. — Trait blanchâtre de la grosseur d’une épingle à cheveu, d’où se détachent de fines aigrettes, après une huitaine de jours la culture a pris l'aspect d’une brosse à bouteilles (Schottelius), le caractère' est loin d’être constant et souvent il ne se développe sur le trajet de la piqûre que des colonies blanches, arrondies, qui prennent avec le temps une teinte jaunâtre. La consistance (Schottelius, Jensen) et la réaction de la gélatine, de nombreux passages par l’organisme (Emmerich) exercent une influence sur le développement et sur l’aspect de la culture : l’addition d’acide chlorhydrique (0,8 p. 100) jusqu’à neutralisation à la phénolphtaléine est favorable à la culture d’apparence typique (Heim). Dans les vieilles cultures en gélatine il se forme un godet cratériforme par suite de l'évaporation et d’un certain degré de liquéfaction (Bongert). La liquéfaction n’est pas toujours observée (M. Nicolle et p1{, 274.
Remlinger) . Bacille du rouget.
Pas de développement sur la pomme de Culture en gélatine terre. (Wyschelessky).
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble léger, le développement est beaucoup plus marqué dans le bouillon Martin ; après quelques jours la culture se dépose en un sédiment floconneux.
B. Bouillon-sérum (à parties égales). — Le bacille du rouget se transformerait en véritable Streptothriæ.
B) — - Coloration, caractères macroscopiques
1° Coloration. — Se colore par toutes .les couleurs basiques d’aniline. Prend le Gram.
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2° Mobilité. — Immobile.
3° Forme. — • Fin bâtonnet de 1 p.â 1 p.,h de longueur dans le sang et surtout dans les reins et la rate, isolés ou souvent réunis en amas d’articles très nombreux, enchevêtrés. Peu nombreux dans le sang du porc et du lapin, en grande quantité au contraire dans le sang du pigeon et de la souris, c’est sur-
Fig. 27o.
Bacille du Rouget.
Sang du pigeon (coll. Institut Pasteur).
tout chez ces deux dernières espèces que l'on constate des amas microbiens dans le protoplasma des leucocytes ; sur les coupes d’organes, ils encombrent l’endothélium vasculaire.
Dans les organes quelquefois, notamment sur les méninges du porc (Langrand), mais beaucoup plus généralement dans les cultures on trouve des formes grêles, filamenteuses. D'après Lorenz, en bouillon très alcalin les bacilles se montrent longs et rectilignes, tandis qu’en bouillon neutre on les trouve plus épais et onduleux.
ACTION PATHOGÈNE
4° Spores. — Ne forme pas de spores.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité, virulence. — La résistance du bacille du rou- | gèt est considérable, elle a été étudiée surtout au point de vue de la nocuité des viandes provenant des animaux malades. Le ► bacille du rouget résiste cinq minutes à 70 degrés, la destruc- ' tion des microbes au sein d’un morceau de viande de 15 centimètres d’épaisseur n’est assurée qu’après deux heures et demie de cuisson ; les microbes résistent à la salaison et au fumage, f tels que ces procédés sont utilisés couramment. La putréfac- [ tion ne fait pas disparaître la virulence après quatre mois.
2° Agglutination, précipitation. — Les cultures filtrées du bacille du rouget sout précipitées par le sérum des animaux hyperimmunisés (Vaney). Ce sérum précipite le sang, les extraits d’organes cuits ou putréfiés provenant des animaux morts de rouget (Ascoli). La méthode ne fournit pas de résultats I assez certains pour être dès maintenant applicable au diagnostic i (M. Iwicçi).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le rouget est une maladie spéciale \ au porc; au cours de certaines épizooties les pigeons et les lapins peuvent être contaminés. Chez le porc la maladie sévit ordinaipement sous une forme aiguë grave caractérisée par des symp- | tomes généraux alarmants, sans localisation, avec apparition t de taches cutanées de coloration rouge vif ou violacé, la mort arrive en quarante-huit à soixante heures. Le taux de la mortalité varie entre 60 et 80 p. 100. Quelquefois les accidents cutanés dominent le tableau symptomatique, l’évolution est plus lente et la maladie plus rarement mortelle [rouget cutané, urticaire.
- fébrile, charbon cutané). Les phénomènes congestifs du derme peuvent aboutir à la gangrène sèche entraînant la chute des oreilles ou de la queue.
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Enfin sous une forme chronique la maladie se traduit par de Y endocardite ou par des lésions articulaires.
Le rouget sévit dans certains pays et dans certaines régions à l’exclusion des autres, il existe des « pays à rouget ». La diffusion en dehors des foyers d’infection permanente s’opère fréquemment, mais rarement la maladie s’établit à demeure sur les territoires récemment conquis.
Les porcelets ont une certaine résistance contre la maladie, ils sont affectés peu gravement ou présentent les formes chroniques.
Le bacille du rouget est l’agent d’une polyarthrite spontanée du mouton (Pqels).
2° Action expérimentale. — A. Porc. — Les divers modes d’inoculation conviennent mal, en général, pour infecter le porc. On ne réussit par inoculation sous-cutanée qu’avec des doses considérables de certains virus.
Les voies digestives sont assez favorables. L’ingestion des viscères d’un malade ou d’un pigeon tué par inoculation du rouget donne des résultats plus certains que l’ingestion des cultures. La contagion naturelle s’opère par les voies digestives.
Voies respiratoires. — L’infection a été obtenue par inoculation trachéale et par inhalation (Buchner).
B. Lapin. — a. Inoculation sous-cutanée. — Résultats variables. La mort survient en quarante-huit, soixante-douze heures, ou après plusieurs jours (amaigrissement, gangrène cutanée) ou l’inoculation ne provoque qu’un malaise passager. Les bacilles sont peu abondants, ils font défaut quand les animaux succombent après six ou huit jours.
b. Inoculations veineuse , pleurale, péritonéale. — Procédés sévères et efficaces, tuent assez régulièrement en deux-trois jours.
C. Pigeon. — a. Inoculation sous-cutanée. — Tue en un à six jours.
b. Inoculation musculaire. — Dans le pectoral. Mort en deuxtrois jours.
c. Inoculation veineuse. — Le meilleur procédé. Inoculer dans
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la veine de l’aile quelques gouttes de culture. Mort en deuxtrois jours.
d. Inoculations pleurale, péritonéale. — Mort en deux-trois jours.
D. Souris. — Succombe en un-six jours à l’inoculation souscutanée.
E. Boeuf. — Les inoculations veineuses répétées dans un but d’hyperimmunisation peuvent déterminer des lésions d’endocardite.
F. Mouton, Chèvre. — L’inoculation articulaire détermine une arthrite analogue à la maladie spontanée signalée par Poels chez le mouton seulement.
G. Cheval. — L’hyperimmunisation pour la production du sérum s’accompagne souvent de lésions articulaires.
H. Cobaye, poule. — Réfractaires.
I. Homme. — h’ inoculation sous-cutanée ou musculaire réalisée dans les abattoirs ou chez les vétérinaires lors de la pratique des vaccinations est bientôt suivie d’un état fébrile avec arthralgies locales douloureuses, érythème, etc. Ces accidents sont surtout à redouter avec l’emploi des vaccins constitués par des virus non modifiés dans leurs qualités pathogènes.
L’ingestion des viandes insuffisamment cuites, provenant des animaux malades, peut être dangereuse. Sa nocuité est encore insuffisamment démontrée. Lubowsky a trouvé le bacille clu rouget dans les selles d’un enfant atteint de catarrhe intestinal.
E) — Toxines
Les cultures filtrées (Lorenz) ou stérilisées (Voges et Schütz), les corps bacillaires (Voges), l’extrait aqueux ou alcoolique des organes des animaux atteints (Donath) sont peu toxiques.
F) — Diagnostic bactériologique
1° Examen microscopique. — La recherche du bacille dans les reins ou la rate et les ganglions des animaux morts de la
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maladie après coloration par la méthode de Gram suffit le plus souvent à assurer ou à confirmer l’existence de la maladie. Dans le rein surtout, le bacille du rouget se présente en amas constitués d un grand nombre d'éléments microbiens, souvent intraleucocytaires. Cet aspect est caractéristique et sa constatation dispense de la mise en œuvre des autres procédés du diagnostic expérimental.
St l’autopsie est tardive ou dans les ganglions prélevés sur des animaux sacrifiés depuis quelque temps, la présence du bacille de rouget et ses caractéristiques peuvent être masquées par Les germes associés.
Dans ces cas le diagnostic certain doit être assuré par l’inoculation.
2° Inoculation. — L’examen microscopique est encore insuffisant, lorsque les bacilles du rouget sont rares et qu’il est impossible ou de les voir ou de fixer leurs caractères morphologiques (notamment la réunion en amas).
L'inoculation est faite au lapin, au pigeon ou à la souris. On choisit de préférence le pigeon et la souris.
Le pigeon est inoculé dans les pectoraux avec quelques gouttes d’une émulsion dans l'eau physiologique obtenue par le broyage d’un fragment d’organe (rein, ganglion, foie) provenant de l'animal suspect. La mort du pigeon survient quelques jours après l’inoculation. On doit confirmer par l’examen bactériologique de la pulpe des organes du pigeon la présence du microbe spécifique. Cet examen est indispensable parce que d’autres microbes hôtes normaux de l’organisme du porc et capables de provoquer des septicémies analogues au rouget ( Pasteurella du porc) sont pathogènes pour le pigeon.
La souris est inoculée sous la peau, elle succombe dans les mêmes délais que le pigeon. Les organes de la souris qui succombe au rouget montrent en grande abondance le bacille spécifique.
Les souris succombent quelquefois à une septicémie déterminée par un fin bacille, identifié par ses caractères morphologiques, biologiques et pathogènes avec le bacille du rouget. Cette considération
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est invoquée en faveur du saprophytisme du bacille du rouget, elle est.de nature aussi à restreindre l’emploi delà souris comme animal réactif dans l'étude de cette maladie.
3° Précipitation. — Le sérum contre le rouget (sérum de Leclainche) précipite les cultures filtrées du bacille (Vaney), et les extraits obtenus avec les organes des animaux ayant succombé à l'infection (Ascoli). La méthode peut être utilisée pour le diagnostic. Les résultats obtenus sont encourageants, mais moins régulièrement satisfaisants que ceux obtenus avec la même méthode appliquée au diagnostic du charbon bactéridien.
G) — Immunisation, sérothérapie
L'immunité peut être conférée par les virus modifiés , par les toxines, par le sérum seul ou associé à la culture virulente {sérovaccination) .
1° Immunité conférée parles virus modifiés. — Le simple vieillissement des cultures au contact de l’air, réalise une diminution progressive de la virulence, les virus ainsi modifiés peuvent servir comme vaccins. On pourrait utiliser aussi les bacilles isolés des formes chroniques du rouget (Lorknz).
Pasteur et Thuilier (1882) ont montré que les passages en série par le pigeon renforce la virulence du bacille du rouget pour le porc et que les passages chez le lapin, au contraire, diminuent la virulence pour le porc. Entre ces termes extrêmes il est possible de choisir des virus qui, inoculés successivement au porc, peuvent lui conférer une immunité solide.
Vaccination pasteurienne. Consiste dans l’inoculation sous-cutanée de deux vaccins d’énergie différente. Les inoculations sont faites de préférence de décembre à mars, alors que les porcelets sont âgés de deux à quatre mois. Le premier et le second vaccin sont inoculés en deux points différents, à douze ou quinze jours d'intervalle, chacun d'eux à la dose de 1/8 de centimètre cube. L'immunité est assurée douze jours après la seconde vaccination, elle dure un an.
La vaccination est rigoureusement préventive, pratiquée en milieu infecté, ses résultats sont incertains, un certain nombre des animaux
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inoculés peuvent succomber, d’autres présentent des accidents de rouget chronique. Ces accidents sont attribués à l’état d’infection latente des animaux vivant dans le milieu contaminé, infection capable de créer une sensibilité exagérée à l’égard de la vaccination. L’inoculation du vaccin peut provoquer quelquefois l’apparition d’accidents différents du rouget (septicémie, peste du porc).
L’inoculation de dilutions de virus normal de moins en moins étendues rend les lapins réfractaires (Emmerich et Mastbaum).
2° Immunité conférée par les toxines. — L’inoculation sous-cutanée ou veineuse de cultures liquides stérilisées peut rendre le lapin, le porc réfractaires à la maladie (Lorenz, Yoges et Schuetz). L'immunité conférée est toute passagère.
3° Sérothérapie, séro-vaccination. — Les animaux vaccinés puishyperimmunisés par des injections successives de virus dilués (Emmerich et Mastbaum) possèdent des propriétés curatives et préventives (Lorenz, Emmerich etlsuBOï, Yoges). L’immunité passive conférée par le sérum, peut être transformée en immunité active, plus solide et plus durable, par une inoculation virulente consécutive. Les premiers essais d’obtention d’un sérum sont tentés sur le lapin, le porc, le mouton, le pigeon.
Leclainche (1900) fait connaître ensuite une méthode d’obtention économique d’un sérum fortement immunisant par inoculation massive dans les veines de culture virulente au cheval. On inocule tous les huit ou dix jours des doses croissantes de culture, de 50 à 300 centimètres cubes. Après deux mois de traitement on obtient un sérum qui protège à la dose de d centimètre cube le pigeon contre l’inoculation virulente pratiquée en même temps ou même vingt-quatre heures plus tard.
Le sérum immunisant, n'est pas bactéricide, in vitro (Mesnil), il est agglutinant et précipitant.
L’injection de sérum rend immédiatement les porcs réfractaires au rouget. Le sérum est curatif, les animaux « qui présentent les signes du début de l’infection sont sûrement sauvés; parmi ceux qui sont traités plus tardivement, le plus grand
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nombre sera encore guéri ». (. Instructions par l'emploi de la méthode de Leclainche).
La résistance passagère conférée par le sérum est transformée en immunité durable par une inoculation virulente pratitiquée à la faveur de l’immunité passive, ou encore par l’inoculation successive ou simultanée de sérum et de virus (méthode de Lorenz) ou encore par l’inoculation du mélange de sérum et de virus puis du virus (méthode de Leclainche).
Immunisation selon la méthode de Leclainche. — Dans les effectifs contaminés on injecte à tous les animaux le sérum pur (10 centimètres cubes pour les porcs pesant moins de 50 kilogrammes, 10 à 20 centimètres cubes pour les porcs de 50 kilogrammes et au-dessus). L’injection de sérum est renouvelée, chez les malades, six ou douze heures plus tard.
Soit que les animaux aient été traités par le sérum pur (animaux contaminés) soit que l’intervention doive porter sur des animaux indemnes de contamination ou de maladie (vaccination préventive), elle comporte : a) l’injection d’un mélange de sérum (5 à 10 centimètres cubes suivant le poids des animaux) et de virus (1/2 centimètres cube), mëlangeréalisé dans la seringue au moment de l’inoculation pratiquée sous la peau : b) l’inoculation d’un demi-centimètre cube de culture pure, pratiquée douze jours plus tard.
La vaccination peut être employée chez les animaux de tout âge, elle sera appliquée de préférence aux porcelets de deux à quatre mois; Chez les truies pleines la vaccination sera différée, pour être pratiquée seulement dix jours après l’accouchement.
CHAPITRE XIX
BACTÉRIDIE CHARBONNEUSE
La Bactéridie charbonneuse ou Bacille du charbon ( Bacillus anthracis ) a été découvert par Davaine et Rayer (1850; 1873) ;
mais, c’est Pasteur (1877), Koch (1876),. Toussaint, Chauveau (1880), qui en ont fait une étude systématique. En raison de sa découverte, à l'aurore de la Bactériologie, en raison de la facilité avec laquelle il se prête à l’expérimentation, en raison aussi du grand intérêt économique qui s’attachait à la connaissance du charbon, le B. anthracis a été, pendant longtemps, le microbe d’étude favori dans les laboratoires.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement, — a) On peut ensemencer directement en bouillon le sang ou la pulpe des parenchymes : il est préférable d’inoculer un cobaye sous la peau, et de cultiver le sang du cœur. — b) Pasteur a isolé le B. anthracis du sol des champs maudits en inoculant au cobaye la terre broyée, diluée, décantée et .chauffée, quinze à vingt minutes, à + 85°. Le chauffage détruit les microbes pyogènes et respecte les spores charbonneuses. On peut éliminer les anaérobies, tels que le V. septique et le B. tétanique en faisant des cultures aérobies d'isolement sur gélatine avec la terre ; on inocule au cobaye les colonies qui ressemblent au B. anthracis.
Fig. 276.
B. anthracis.
Culture en gélatine, au 8e jour.
ISOLEMENT, CULTURES
2° Caractères généraux des cultures. — Très aérobie. Végète entre + 15° et -f- 45 0 . Température optima = 35°. Les milieux de culture neutres ou légèrement alcalins sont plus favorables. La végétation est très rapide sur tous les milieux. Le B. anthrcicis peut se transformer progressivement en anaérobie facultatif (Rosenthal).
Fig. 277.
B. anthracis. Colonie sur gélatine. Préparation par impression.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Sérum. — Colonies blanc mat, tournant au gris, et liquéfiant légèrement le sérum.
B. Gélose. — Culture blanchâtre, épaisse, un peu visqueuse, à bords dentelés.
G. Gélatine. — Liquéfiée très lentement.
a. Piqûre. — Trait blanchâtre avce nombreux filaments très délicats, plantés à angle droit (sapin renversé) (fîg. 276). Ces arborisations peuvent manquer. Au bout de cinq ou six jours, la gélatine se liquéfie à la partie supérieure ; vers le douzième ou quinzième jour la liquéfaction est totale. De gros flocons blancs finissent par tomber au fond de la gélatine liquide.
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b. Plaques. — Petites colonies blanches, qui deviennent ensuite brunâtres, sinueuses. Au microscope, elles ressemblent à des cheveux enchevêtrés, les filaments étant groupés en torsades élégantes (fîg. 277). Cette disposition est caractéristique. 11 suffit de faire une préparation par impression, en laissant tomber sur la colonie une lamelle légèrement chauffée ; on l’enlève, on fixe et on colore. .
Fig. 278.
B. anthracis. Culture en humeur aqueuse datant de 48 heures.
La gélatine se liquéfie à partir du cinquième ou du sixième jour. Le pouvoir protéolytique est extrêmement variable, suivant les échantillons de B. anthracis, même avec les microbes isolés d’une seule colonie (MIIe Lazarus).
D. Gélatine lactosée et tournesolée. — Rougit faiblement.
E. Pomme de terre. — Colonies blanchâtres, brunissant ensuite.
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4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Cultures en flocons, le bouillon restant à peu près clair. Parfois le bouillon est uniformément trouble, avec flocons au fond.
Les albuminoïdes sont transformés en ammoniaque, en même temps que se forment des acides volatils, tels que l’acide formique, l’acide acétique, etc. Les substances ternaires sont transformées en acides lactique et acétique qui finissent, eux-mêmes, par disparaître (MIle Napias).
B. Lait. — Coagulation vers le troisième ou quatrième jour. Redissolution du coagulum vers le huitième jour. Cultiver en tube et non en ballon.
C. Humeur aqueuse. — Culture rapide (fig. 278), convient pour suivre le développement et la sporulation.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d’aniline. Prend le Gram.
Les spores se colorent par les méthodes ordinaires.
2° Mobilité. — Immobile. La bactéridie (premier vaccin de Pasteur) serait mobile (mouvement très lent et très flexueux) et péritriche (Dupond).
3° Forme. — Dans le sang :
bâtonnets de 5 à 10 p. sur là 1,5 (x, homogènes, isolés ou en chaînettes de deux ou trois articles très près les uns des autres (fig. 279). Les extrémités sont coupées carrément. Après coloration on constate que les filaments sont formés par une gaine hyaline délicate, renfermant une série de masses protoplasmiques cubiques ou allongées, séparées les unes des autres par des cloisons transversales.
B. anthracis.
Préparation du sang d’une souris charbonneuse.
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Dans les cultures ia gaine n’apparaît que dans des milieux renfermant du liquide d’ascite ou du sérum. L’existence de la gaine empêche la phagocytose, ce fait explique la relation entre la virulence et la faculté capsulogène (Stiennon, Prei»z).
Dans l'oedème : bacilles un peu plus longs.
Fig. 280. — B. anthracis.
Coupe du foie d’un cobaye charbonneux.
Dans les cultures liquides : filaments longs, flexueux, parfois enchevêtrés comme des paquets de fil. Ils ne sont jamais ramifiés.
Les filaments sont très longs, avec spores, dans l’humeur aqueuse (fig. 278).
Dans les cultures solides .-beaucoup de bacilles courts (fig. 281).
4° Spores. — Découvertes par Koch, en 1876. N’existent jamais dans le corps vivant de l’animal charbonneux. Elles
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sont au contraire très rapidement abondantes dans les cultures. Chaque article des filaments donnera naissance à une (rarement à plusieurs) spore (fig. 282).
Koch a étudié la formation et l’évolution des spores charbonneuses dans une goutte suspendue (voir p. 144) d’humeur
Fig. 281.
B. anthracis.
Culture^sur gélose, âgée de 24 heures (d’après Thoinot etMAssELiN).
aqueuse, ensemencée avec du sang, et maintenue à -f- 35°. Au bout de quelques heures, apparaît dans le protoplasme microbien un point réfringent qui grossit rapidement : c’est la spore. Bientôt le protoplasma se désagrège, la spore est mise en liberté. Celle-ci grossit, perd sa réfrigérence, son enveloppe se résorbe, son protoplasma bourgeonne et forme un nouveau bacille. Pour la formation des spores, l’oxjgène et une température de + 18° à + 41°5 sont indispensables. Pour Weil, les spores pourraient se former à l’abri de l’air. Chaque article
Fig. 282.
B. anthracis.
Préparation d’une vieille culture en bouillon, avec spores.
Variétés asporogènes. — Les cultures en bouillon ne contiennent pas de spores, si elles ont végété au-dessus de -f- 42°5 ; mais, ces cultures, réensemencées à -f- 35°, donnent des bacilles sporogènes. On peut arriver à fixer une race de B. définitivement asporogènes (Lehmann (1887), Behring (1889), Pasteur. Chamberland, Roux, Chauveau, Phisalix).
On a employé pour cela divers artifices : la culture en bouillon additionnée de bichromate de potasse à 1/2000 (Chamberland et Roux), d’acide phénique à 1/10 000 environ (Roux),
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ne produit en général qu'une spore ; quelques-uns restent stériles.
On obtient, en vingt-quatre heures, des spores en cultivant sur agar pauvre (sans peptone) .
Les spores sont encore vivantes après un séjour de dix-huit ans dans le laboratoire (von Szekely).
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d’acide chlorhydrique (Behring) . les cultures successives à 42°5 (Phisalix), etc. Tous ces procédés sont bons mais inconstants ; on ne peut prédire les résultats ; il arrive souvent que la faculté sporogène reparaît : certains échantillons deviennent plus facilement asporogènes que d’autres, etc. En tout cas la possibilité de créer une race asporogène est un fait acquis. Pour savoir si une culture renferme ou non des spores, il ne faut pas se contenter de l’examen microscopique (fausses spores de Chauveau, sporoïdes des cultures sur milieux glycérinés, Ruzicka), il faut la chauffer pendant quinze minutes à -j- 65°-70°, dans une pipette scellée, et réensemencer. Si la végétabilité a résisté au chauffage, c’est que la culture était sporulée.
Pasteur avait déjà constaté que les vieilles cultures sur gélatine perdent parfois la faculté de faire des spores.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité, Virulence. — La Bactéridie est fragile quand elle n’a pas encore formé de spores ; un chauffage de trente minutes à -f- 51° stérilisé le sang charbonneux; le manque d’oxygène, l’oxygène comprimé la tuent.
Les spores sont, au contraire, très résistantes. Humides, elles survivent à un chauffage de cinq minutes à -f- 85°. Desséchées, elles ne sont pas tuées par un chauffage à + 100°, par les rayons solaires, par l’oxygène comprimé, etc.
La virulence des spores se conserve très longtemps dans la terre et les cadavres ( Champs maudits ) .
2° Agglutination. — Les cultures ordinaires ne sont pas homogènes ; elles ne se prêtent donc pas à l’agglutination. Les cultures atténuées sont homogènes ; elles sont agglutinées de 1/4 0 à 1/50 par le sérum de certains animaux sains, tels que cobaye, lapin, bœuf, cheval, et à 1/200 ou même à 1/500 par le sérum de Y homme sain.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le charbon est une maladie commune à Yhomme et aux principales espèces domestiques.
Chez l’homme, il revêt le plus souvent la forme de 'pustule maligne à la suite d’une inoculation cutanée (bouchers, mégissiers, bergers, etc.) ; la forme pulmonaire s’observe aussi (trieurs de laine) ; la forme intestinale (ingestion de viandes charbonneuses) est plus rare. L’homme n’est pas très sensible au charbon. Les cas de guérison de la pustule maligne sont fréquents. L’apparition du B. dans le sang est d'un pronostic à peu près fatal.
Les animaux s'infectent presque toujours par la voie digestive, les spores pénétrant facilement la muqueuse intestinale à la faveur des érosions produites par les corps durs mêlés au fourrages. Dans les champs où ont été enfouis les cadavres charbonneux ( champs maudits ) les spores sont amenées des cadavres charbonneux à la surface du sol et sur les herbes par les vers de terre (Pasteur). En raison de la voie d'introduction, l’accident local (pustule maligne) n’existe presque jamais ; l'infection est d’emblée générale. La maladie se traduit par des coliques avec déjections sanguinolentes et une élévation permanente de la température. L’évolution est très rapide, elle peut être foudroyante. La mort est la règle. Le sang est noir et poisseux ; la rate est augmentée de volume, ramollie, bosselée {sang de rate). Le sang et la pulpe des organes montrent une quantité innombrable de bacilles.
La maladie atteint plus particulièrement le mouton, le bœuf et le cheval, elle est rare chez le porc.
Les ravages du charbon sur les troupeaux de certaines régions étaient considérables, avant les découvertes pasteuriennes (mortalité de 40 p. 100 et plus).
2° Action expérimentale. — A. Mouton. — Le mouton français est très sensible à l'inoculation sous-cutanée et à l'ingestion. La marche est foudroyante. Les lésions sont identiques à celles du charbon spontané. Pour réussir l inoculation par ingestion, il faut arroser du fourrage mêlé d’épines (Pasteur et Chamberland), avec une culture sporulée ayant deux ou trois jours de développement. Le mouton algérien est beaucoup plus résistant (Chauveau).
B. Bovidés. — Très sensibles à l’ingestion, moins à l'inoculation sous-cutanée.
C. Equidés. — Plus résistants à lingestion, plus sensibles à l’inoculation sous-cutanée.
D. Cobaye. — Très sensible à l’inoculation sous-cutanée ; très peu sensible à l’ingestion.
Bacillus anthracis.
Coupe du foie d’un cobaye charbonneux.
Au bout de douze à quinze heures : gonflement œdémateux local; fièvre. L’œdème augmente rapidement. Vers la vingtquatrième ou trentième heure, l’état général s’aggrave : dyspnée, hypothermie (34°, 32°, 28°), coma, mort.
Autopsie : œdème gélatineux, local, ressemblant à du blanc d’œuf, incolore ou à peine rosé, s’étendant parfois jusqu'au milieu du ventre et renfermant des bacilles plus longs et moins
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nombreux que dans les parenchymes ; ganglions voisins tuméfiés, ecchymotiques, entourés d’œdème ; sang asphyxique, noir, poisseux, globules rouges déformés et réunis en amas irréguliers, hyperleucocytose, bactéridies faciles à découvrir sans coloration; rate turgescente, molle, friable : congestion de
Bacillus anthracis.
Frottis de rate coloré à l’hématoxyline, au Gram et à l’éosine.
tous les organes ; vessie pleine d’une urine sanguinolente. Les bacilles apparaissént dans le sang vers la quinzième heure ; ils ne sortent pas des vaisseaux dans les parenchymes, mais pullulent surtout dans les capillaires. Les préparations d’épiploon sont très instructives à ce sujet (plus commodes à faire avec le lapin) . Les muscles, le tissu nerveux contiennent peu de bacilles. Les cellules épithéliales des parenchymes sont saines, non dégénérées ; la lésion paraît exclusivement sanguine.
Les bacilles passent exceptionnellement, par effraction , dans
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le lait, dans l'urine, chez le fœtus (Toussaint, Straus et Chamberland) .
L’emploi du jeune cobaye sert à mesurer la virulence des cultures atténuées. On dit qu’une culture tue le cobaye d’un jour, ou de deux jours, etc. (voir p. 343).
E. Lapin. — Mêmes symptômes que chez le cobaye. Le lapin est moins sensible. L’œdème est moins considérable. Les symptômes généraux n’apparaissent qu’au bout de quarante-huit heures ; la mort est plus lente.
F. Souris. — Très sensible. Mêmes symptômes. Voir la figure 279.
G. Rat. — Le rat ordinaire adulte est assez résistant. Le rat blanc est presque toujours réfractaire (Behring). Metchnikoff a obtenu, par passages chez le rat blanc jeune, des cultures tuant le rat adulte. Les rats surmenés sont sensibles (Charrin et Roger). Le sérum des rats blancs contient une substance lytique qui dissout in vitro le B. anthacis (Behring, Metchnikoff, etc.).
H. Chien. — Comme tous les carnassiers, est à peu près ré-
fractaire. L’inoculation intra-pleurale tue cependant le jeune chien (Nocard), qui serait d’ailleurs aussi sensible que le cobaye (Straus). Le chien adulte peut être infecté par des injections intra-veineuses de culture (Malm) ; l’ablation de la rate, d’autres infections (rage) favorisent la réussite. Les passages augmentent la virulence (Martel). 1 ;
Le sérum de chien (très peu sensible), est à peine bactéricide, tandis que celui du lapin (très sensible) est très bactéricide. C’est là un paradoxe au point de vue de la théorie humôrâïè de l'immunité. L'addition de de centimètre cube de-sérum de lapin à du sérum de chien le rend bactéricide/ sans que cette faible addition puisse l'expliquer (Bail). . ' . / , ,
I. Chat. — Est réfractaire adulte ; jeune/ il est sensible
/. Porc. — Beaucoup moins sensible que les bovidés. l.
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K. Oiseaux. — Le pigeon est réceptif quand il est jeune; le pigeon adulte ne succombe qu’à l:inoculation dans la chambre antérieure. Les bacilles, ayant passé par le pigeon ou le chien, sont exaltés et tuent alors facilement le pigeon par inoculation sous-cutanée. L’immunité du pigeon serait due à une phagocytose active (JVIetchnikoff, Thiltges) .
La poule est encore plus réfractaire, à moins d’être refroidie, par immersion des pattes dans l’eau froide (Pasteur), ou par injections répétées d'antipyrine (Wagner). Le sérum de la poule est bactéricide pour la bactéridie charbonneuse (Thiltges).
L. Vertébrés a sang froid. — Les Batraciens soht réfractaires. L’hippocampe est réceptif (Sabrazès et Colombot).
M. Invertébrés. — Lode aurait infecté des limaces en les maintenant à -f- 32°.
E) — Toxines
Les cultures ordinaires en bouillon, filtrées ou tuées par la chaleur, sont peu ou pas toxiques.
Toussaint (1878) avait signalé une substance phlogogène dans les cultures du B. anlhracis.
Brieger et Frænkel (1890) ont isolé des cadavres charbonneux une toxalbumine assez active. Hankin (1889) aurait extrait des cultures une albumose qui serait très toxique pour les réfractaires et très peu pour les sensibles ; elle conférerait une certaine immunité à la souris.
Marmier (1892) a tenté de mettre en évidence la toxine de la bactéridie charbonneuse. Il purifie avec soin la peptone du commerce et prépare le liquide suivant :
EauL 1 000 centimètres cubes.
Pqptpne. 40 grammes.
Chlorure de sodium 15 —
Phosphate de soude 0 gr. 50
— de potasse 0 gr. 20
Glycérine pure 40 grammes.
La solution, est filtrée et stérilisée à -f- 115°. On ensemence
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avec une culture virulente, on met deux jours à -j- 37° et quelques jours à la température du laboratoire. On sature de sulfate d’ammoniaque pendant quinze heures. On filtre sur papier, et on lave le filtre avec une solution saturée de sulfate d’ammoniaque. On recueille le précipité sur le filtre, et on le traite par une très petite quantité de glycérine. On décante au bout de deux jours, on remplace la glycérine, on décante de nouveau. On réunit les liqueurs glycérinées ; on les précipite par quatre fois leur poids d’alcool fort. Le précipité est lavé à l’alcool absolu, à l’éther et desséché dans le vide. On obtient une substance amorphe, brune, soluble dans l’eau distillée qui n’est pas albuminoïde.
Cette substance est toxique. Le lapin succombe à des doses variant de 25 à 200 milligrammes. La mort survient en hypothermie, avec de la diarrhée, de la paraplégie, du deuxième au vingtième jour. Les cobayes, les souris sont sensibles. Les animaux réfractaires ou immunisés ne sont pas sensibles,
La toxine n’est qu’atténuée par un chauffage à -f- 110°.
Marmier a extrait la même toxine active des cultures jeunes sur gélose. Cette substance est intraprotoplasmique.
Bodin (4906) a extrait diverses toxines du corps des bacilles à l’aide de l’éther et du chloroforme. Les matières grasses adhérentes seraient l’origine de l’œdème.
En cultivant la bactéridie dans du bouillon de viande nutrosé à 1 p. 100 on peut mettre en évidence par filtration ou par centrifugation une hémotoxine. Le pouvoir hémolytique est surtout marqué vis-à-vis des globules du lapin et de l'homme, les hématies du cobaye et de la souris sont plus résistantes (Heyrovsky et Landsteiner) .
F) — Immunisation, Cultures atténuées
Le problème de la vaccination anticharbonneuse avait à la fois un intérêt économique (vacciner les troupeaux) et un intérêt scientifique de premier ordre (on ne connaissait encore que les cultures atténuées du choléra des poules).
On savait que le charbon ne récidive pas chez l’homme ; Pas-
teur avait remarqué que les vaches ayant guéri du charbon étaient devenues réfractaires, que des moutons ayant résisté à une première inoculation étaient également réfractaires. La possibilité de la vaccination s'imposait.
Toussaint (1880) filtrait du sang charbonneux sur plusieurs doubles de papier, le chauffait à + 55° et obtenait ainsi un liquide vaccinal. La même année, Chauveau montrait qu’on pouvait obtenir la vaccination par inoculation d’un petit nombre de bacilles, et que les agneaux, nés de mères charbonneuses étaient réfractaires au B. anthracis. En 1881, Pasteur, Chamberland et Roux (28 février et 21 mars) publiaient la découverte d’un vaccin charbonneux constitué par des cultures ayant une atténuation permanente, transmissible. En 1882 et 1883. Chauveau faisait connaître ses vaccins obtenus soit par le chauffage, soit par l’emploi de l’oxygène comprimé. La valeur de la vaccination par cultures atténuées ( méthode pasteurienne) à été consacrée par la mémorable expérience de Pouillyle-Fort, où 25 moutons vaccinés résistèrent à l’inoculation qui /tua les 25 témoins.
Woldridge aurait vacciné avec des cultures filtrées obtenues en bouillon de thymus et de testicule de veau. L’albumose de Marmier peut immuniser. Hankin disait aussi avoir immunisé avec sa toxine. Ce sont là les seuls exemples (après l’expérience de Toussaint) de vaccinations chimiques.
1° Vaccins obtenus par cultures à des températures dysgénésiques. — Ce sont les vaccins Pasteur (Voir p. 343). Le principe est d’avoir des cultures sans spores. Il suffit de cultiver à -f- 42°5. La bactéridie ne donne plus de spore et le mycélium qui cultive subit de jour en jour une atténuation régulière de sa virulence. Si l’on vient à placer à 37° une culture modifiée par un séjour plus ou moins prolongé à 42°, 5, il se forme des spores qui conservent la virulence du mycélium dont elles proviennent. On peut rendre au bacille sa virulence, en se basant sur ce fait que les jeunes animaux sont plus sensibles que les adultes. Tel vaccin qui est inoffensif pour le cobaye adulte, tuera le cobaye d’un jour ou de deux jours, etc. ; si bien
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que l’action pathogène sur le cobaye de un, deux, trois ou quatre jours, est une véritable mesure de virulence. On inoculera donc des cobayes ou des souris très jeunes, et, avec leur sang, des animaux un peu plus âgés, et ainsi de suite. On arrivera ainsi à rendre la virulence aux vaccins.
Technique de la vaccination. — La vaccination des petits animaux de laboratoire (cobaye, lapin), est difficile à obtenir en raison de leur sensibilité; ils sont presque toujours tués par les vaccins (Roux et Chamberland). On peut inoculer au lapin qui supporte bien le premier vaccin, des virus intermédiaires entre le premier et le second vaccin (Pasteur, Feltz). Le lapin supporte dans les veines deux injections successives à un ou deux jours d’intervalle de 40 centimètres cubes du premier vaccin, huit jours après on lui injecte 0 cc. 25 du second vaccin (Roux et Chamberland). Marchoux est arrivé à vacciner le lapin avec les vaccins ordinaires, en injectant d’abord des doses faibles de premier vaccin cultivé et âgé de vingt-quatre heures.
2° Vaccins obtenus par le chauffage. — Ce sont les vaccins de Toussaint, puis de Chauveau. (Voir les vaccins Chauveau, p. 343). Chauveau chauffe à + 47° des cultures sans spores obtenues à -J- 42°, 5. Pour obtenir des races définitivement atténuées, il opère de la façon suivante : 1° cultiver à -j- 42°,5 pendant vingt-quatre heures ; 2° chauffer trois heures, à 47° ; 3° semer et placer cinq à sept jours à + 37° (culture sporulée) ; 4° chauffer pendant une heure à une heure et demie, à -j- 84° ou + 82°. Ces spores fournissent un vaccin à virulence fixe, qui ne peut tuer le mouton. Le premier vaccin a été chauffé à -j- 84° : le second à + 82°.
Ces vaccins conservent leur virulence atténuée plus longtemps que les vaccins Pasteur : par contre, leur activité disparaît en quelques mois.
L’influence de l’oxygène est nulle dans ce procédé d’atténuation (Chauveau).
3U Autres vaccins. — Toussaint avait modifié le sang charbonneux avec des antiseptiques (voir p. 346). Chamberland et
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Roux ont diminué la virulence des cultures en s’inspirant du même principe. Chauveau a fabriqué des vaccins en employant l’oxygène comprimé (voir p. 345). Ce vaccin est utilisé au Chili.
Paladino-Blandini (1903) a cherché à retirer du corps des microbes et des spores une substance chimique vaccinante. La nucléoalbumine obtenue tue le cobaye en injection intraveineuse par coagulation du sang, mais n’immunise pas, pas plus qu’elle ne rend le sérum agglutinant.
G) — Diagnostic bactériologique
1° Examen microscopique. — Si l’autopsie est pratiquée aussitôt après la mort, l’examen du sang, même sans coloration, montre les altérations globulaires et la présence des bactéridies. Les bactéridies sont surtout abondantes dans la rate, les reins, les ganglions hypertrophiés.
Rate de souris, quatre heures Sang desséché du bœuf, . soixante-dix-
après la mort. neuf heures après la mort.
Fig. 285.
Bactéridie charbonneuse.
Mise en évidence de la gaine par la méthode de Klett.
Pour préciser la morphologie des éléments rencontrés on fera des préparations colorées par la fuchsine, la thionine ou par la méthode de Gram. Les solutions liydro-alcooliques usuelles permettent de voir la gaine de la bactéridie, mais il est préférable de recourir aux colorations spéciales.
Méthode de Johne. — Fixation par la chaleur. Coloration à chaud, quinze à vingt secondes, par le violet de gentiane à 2 p. 100, après lavage, décoloration rapide par l’acide acétique à 2 p. 100. Lavage, dessiccation.
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Méthode de Klett. Coloration simple. — Fixation à chaud. Coloration par la fuchsine ou le violet de gentiane. Décoloration par lavages répétés (10 à 12) à l’eau distillée, au-dessus de la flamme, dessiccation.
Double coloration. — Fixation par la chaleur. Coloration par le bleu de méthylène à 1 p. 100; différenciation à l’eau distillée chaude, coloration de contraste: #vec la fuchsine à 1 p. 100.
Méthode de Lüpke. — Coloration à chaud par le violet de gentiane à 0,2 p. 100.
Fig. 286.
Bactéridie charbonneuse. Réaction de M’ Fadyean.
Sang de vache morte du charbon.
Entre les leucocytes, dont le noyau seul est teinté, et les bactéridies, on distingue les amas irréguliers (de coloration rouge pourpre ou violacée) caractéristiques, (d’après M’ Fadyean).
Méthode de Oit. — Coloration à chaud, une à deux minutes, par la safranine à 2 ou 3 p. 100.
Méthode de Ràbiger. — Dessiccation, fixation et coloration par une solution formolée de violet de gentiane (20 secondes) ; lavage à l’eau, dessiccation.
La solution de Rabiger est obtenue en dissolvant 10 à 15 grammes de violet de gentiane dans 100 à 150 de formol à 40 p. 100. Contact de vingt-quatre heures, filtration. Le formol évite la formation des pseudo-capsules par rétraction du protoplasma, lors de fixation par la chaleur.
Méthode de Franke. — Coloration vingt secondes dans l’éosine aqueuse à 0,5 p. 100 et dix secondes dans le bleu de méthylène à 0,5 p. 400.
On peut obtenir d’excellents résultats avec le Romanowsky, le Giemsa ou même avec la thionine phéniquée.
Méthode à V encre de Chine. — (Voir p. 252).
Fig. 287.
Bactéridie charbonneuse.
Préparation par décalque d’une colonie sur gélose (Fischoeder).
Réaction au bleu de méthylène (M’ Fadyean). — Consiste à déposer sur une lame une gouttelette de sang (2 millimètres de diamètre), à l’étaler sur une surface de 10 à 12 millimètres de diamètre ; dessiccation et fixation par la flamme, sans trop chauffer. Coloration avec une solution de bleu de méthylène à 1 p. 100 (bleu de Grübler, solution préparée à l’ébullition et additionnée de 0,5 p. 100 de bicarbonate de soude). La particu-
DIAGNOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE
larité de la réaction consiste dans la présence de fines granulations ou d’amas de couleur violette ou rouge pourpre, disséminés irrégulièrement entre les globules rouges, les leucocytes et les bactéridies. L’éclairage artificiel permet une appréciation plus facile.
L'examen microscopique suffisant avec les produits frais.
Bacille pseudo-charbonneux .
Prélèvement d'une colonie sur gélose (Fcschoeder). Grossissement 750 D.
recueillis purement ne permet plus d’assurer le diagnostic lorsque les prélèvements ont été tardifs, ou lorsque les produits sont, examinés tardivement ou ont été souillés. Les difficultés peuvent résulter de la rareté des bactéridies (charbon du porc) , de la présence de microbes analogues à B. anthracis ou des modifications morphologiques de B. anthracis.
Les bacilles pseudo-charbonneux sont rencontrés dans les
cadavres des animaux sains, ils existent dans le sol et dans l’eau ( bacilles anthracoïdes). La différenciation morphologique est impossible. Les cadavres peuvent renfermer le vibrion septique (grandes dimensions, mobile, plus grêle que la bactéridie), le bacillns subtilis peut avoir contaminé les produits à analyser.
Fig. 289.
Bactéridie charbonneuse. Colonie sur gélose (Fischoeder).
Grossissement 28 fois.
Les bactéridies peuvent ne pas exister dans le sang (abatage précoce des animaux charbonneux, charbon du porc) .
La gaine de la bactéridie n’est pas un caractère spécifique, on la retrouve dans nombre de bac. anthracoïdes. Les bactéridies sont rapidement détruites par la putréfaction, mais les capsules résistent deux à trois jours peut-être huit à douze jours. La réaction de M’ Fadyean persiste trois à quatre jours dans le sang putréfié.
Dans bien des cas l'insuffisance ou l’incertitude de l’examen
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microscopique obligent à rechercher les propriétés biologiques des bactéridies.
2° Culture. — La culture est le moyen le plus sûr du diagnostic. L'isolement de la bactéridie sera pratiqué sur gélatine
Fig. 290.
Bacille pseudo-charbonneux. Colonie sur gélose (Fischof.der). Grossissement 28 fois.
ou sur gélose en boîtes de Pétri. Les colonies dont les caractères sont analogues à celles de B. anthracis seront examinées et inoculées, beaucoup de bac. anthracoïdes piorphologiquement semblables à la bactéridie, donnent des colonies identiques, il est donc toujours nécessaire de rechercher les caractères pathogènes des microbes isolés.
3° Inoculation. — De préférence à la souris ou au cobaye, elle peut être faite au lapin. L’inoculation sous-cutanée pro-
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voque la mort dus animaux inoculés en trente-six à quarante heures (cobaye, souris) en quarante-huit à soixante heures (lapin) on peut rechercher les bactéridies au point d’inoculation dans les heures qui suivent l’insertion virulente. Le diagnostic doit être complété par l’autopsie (œdème blanc, rate hypertro-
phiée et ramollie, urine sanguinolente) et par l’examen microscopique.
Avec les produits souillés, recueillis tardivement, l'inoculation peut ne pas donner de résultat (Pasteur). La bactéridie inoculée en même temps que le streptocoque de l’érysipèle, le cocco-bac. procligiosus, le pneumobacille, le bac. pyocyanique , le staphylocoque, le bac. coli, Yenterilidis Gartner, e donne pas le
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charbon. Le vibrion septique passe rapidement dans le sang des animaux morts de charbon et les animaux réactifs succombent à la septicémie gangréneuse. On aura recours aux scarifications (cobaye, souris), à l'inoculation intraveineuse chez le lapin. Pratiquée d’emblée avec les produits suspects l’inoculation est rarement une méthode de démonstration décisive.
Il est donc nécessaire, dans tous les cas pour obtenir une certitude d’associer l’examen direct, la culture et l’inoculation.
Extrait. . .
Sérum précipi tant
Réaction
zonale
4° Prélèvement, conservation et envoi des produits suspects. — Prélever aussi rapidement que possible après la mort, dans le cœur, dans une veine ou dans la rate. Si l’autopsie est tardive recueillir le sang dans un vaisseau superficiel (jugulaire,, veines de l’oreille, spumosités sanguinolentes des cavités nasales). On peut exciser l’oreille ou un segment de la queue ou encore prélever un lambeau de peau que l’on fixe sur une planchette (Ciuca et Stoicesco). L'examen des matières excrémentitielles,
riches en spores, serait un moyen sûr de diagnostic post-mortem même quand les cadavres sont putréfiés.
Le sang sera desséché rapidement (les bactéridies sont beaucoup plus résistantes dans le sang desséché que dans les produits humides) sur une lame porte-objet, sur une feuille de
Fig. 292.
Diagnostic du charbon bactéridien par la thermo-précipitation d’Ascoli.
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papier, sur des fils de soie, sur un tampon de laine ou d’ouate. On peut mettre quelques gouttes de sang dans un tube stérile bouché avec de l’ouate la dessiccation est obtenue rapidement.
On peut conserver les produits en réalisant immédiatement les conditions favorables à la sporulation de B. anthracis. On peut mettre le sang entre deux moitiés d’une pomme de terre cuite. 11 est préférable de recourir au procédé strasbourgeois (1906) (Forster, Jakobsthal, Pfersdorff). Le sang recueilli dans une veine superficielle est étalé sur une baguette de plâtré imbibée au préalable d’eau du robinet. On a substitué au bâton de plâtre une baguette de craie, des rouleaux de papier, de petits morceaux de carton... pour s’arrêter actuellement à la terre cuite. (Muller et Engler). On stérilise par l’ébullition un petit fragment de pot à fleurs, on refroidit dans l’eau du robinet fraîche et bien aérée, on laisse égoutter. Sur la face rugueuse on étale une épaisse couche de sang dans laquelle on recherchera les bactéridies ; sur la face lisse les produits sont étalés en couche mince pour réaliser une sporulation aussi rapide que possible. On expédie dans une petile boîte. Au laboratoire on racle la face lisse, on dilue dans du bouillon et on porte à 18° ou 22°. Après quelques heures on chauffe deux minutes à 65° pour détruire les microbes autres que la bactéridie sporulée, on refroidit et on isole par dilution dans la gélose et étalement des boîtes de Pétri.
5Ù Séro-diagnostic. — a. Agglutination. — Le procédé n’a pas donné de résultats (voir plus haut, p. 723).
b. Précipitation. — Le sérum des animaux morts de charbon précipite à 1 p. 50, et même à 1 p. 200 un extrait dans l’eau physiologique du produit de broyage de la rate d’un cobaye charbonneux (Ascoli et Valenti). Le procédé peut être utilisé pour le diagnostic, même avec les produits putréfiés.
II) — Sérothérapie, séro-vaccination
A. — Behring avait montré que le sérum des rats blancs jouit de propriétés bactéricides vis-à-vis du B. anthracis. Ce sérum
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n’est cependant ni préventif, ni curateur. 11 faut qu’il soit mélangé à la culture pour en atténuer les effets. Injecté séparément, il ne préserve pas (Metchnikoff et Roux) .
B. — Marchoux (1895) aurait obtenu un sérum thérapeutique en inoculant à des moutons vaccinés des doses progressivement' croissantes de cultures virulentes. On saigne quinze et vingt jours après la dernière inoculation.
Gè sérum est actif à 1/2000. Un centimètre cube de sérum injecté vingt-quatre heures avant l’infection préserve le lapin (2 kilogrammes) contre l’inoculation sous-cutanée d’un quart de centimètre cube d’une culture virulente. Il faut des doses vingt fois plus fortes de sérum si l'inoculation virulente est intraveineuse. Ce sérum ne préserve pas le cobaye.
Injecté en même temps que la culture, il préserve inconstamment le lapin , même à de fortes doses. Injecté après l’inoculaion, mais avant l’apparition de l’œdème, il peut guérir le t apin.
C. — Sclavo (1895) a préparé, un sérum anti charbonneux, qui a été recommandé contre la pustule maligne de Y homme.
Mendez (1900) aurait obtenu un sérum assez actif pour guérir le mouton et le bœuf à la dose de 1 /2 centimètre cube, et l’aurait appliqué au traitement de Y homme et des animaux.
Jourgueliounass (1902) a obtenu par hyperimmunisation de la chèvre et du mouton un sérum doué de propriétés préventives pour le cobaye. Le B. anthracis se développe dans ce sérum mieux que dans le bouillon.
San Felice (1903) immunise le chien ; le sérum est préventif et curateur (pour le lapin, pour l’homme) mais pas bactéricide.
Le sérum anticharbonneux n’étant pas bactéricide, ni in vitro, ni in vivo, il aurait le pouvoir de paralyser les échanges nutritifs de la bactéridie ( immunité antiblastique d’ Ascoli) .
Sobernheim a obtenu un sérum qui, à la dose de 2 centimètres cubes protège le lapin contre 1/1000 d’ôse d’une culture virulente, et contre l'ingestion des spores charbonneuses. Dès 1902, Sobernheim a fait connaître une méthode de séro-vaccination.
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On injecte aux animaux du sérum préventif en un point du corps (5 centimètres cubes pour le bœuf et le cheval, 4 centimètres cubes pour le mouton) et cinq minutes plus tard en un autre point 1/2 ou 1/4 de centimètre cube d’une culture dont la virulence correspond à celle du second vaccin de Pasteur. La valeur de la méthode est encore discutée.
CHAPITRE XX
ARTICLE PREMIER
La bactérie du charbon symptomatique , bactérie de Chauveau , Bacterium Chauvœi, Bacillus sarcophysematos boris a été découverte par Bollinger (1875) et Feser (1876), mais ce sont Arloing, Cornevin et Thomas (1879-1880) qui en ont précisé les caractères morphologiques et biologiques. L’étude de la bactérie du charbon symptomatique a été complétée depuis ces travaux initiaux par Roux, Kitt, et plus récemment par Leclainche et Vallée (depuis 1900), Grassberger et Schattenfroh (1903).
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — On peut ensemencer, en milieu anaérobie, le sang du cœur d’un animal mort de la maladie.
Le sang ne renfermant que de rares éléments bactériens, il ï est indispensable avant de réaliser la culture de le conserver à l’étuve pendant vingt-quatre heures dans une pipette scellée.
Il est préférable pour isoler la bactérie du charbon symptomatique d’inoculer un cobaye dans les muscles de la cuisse avec le produit de broyage de la tumeur et de cultiver le sang en observant l’indication formulée ci-dessus.
Quel que soit le procédé d'isolement adopté il est indispensable de pratiquer l’autopsie aussitôt que possible après la mort de l’animal, mieux vaut même le sacrifier pendant la période agonique. Sans cette précaution, les cultures renferment non seulement la bactérie spécifique, mais le vibrion septique. La
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confusion de ces deux germes est possible, leur différenciation et leur séparation sont particulièrement difficiles.
2° Caractères généraux des cultures. — Strictement anaérobie.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Sang coagulé. — Convient pour le développement.
B. Gélose clycérinée. — Piqûre. — Dégagement gazeux, abondant, odeur butyrique.
C. Gélatine. — a. Piqûre. — Culture en chenille avec trajet granuleux et rayons divergents, formation de bulles gazeuses et liquéfaction.
b. Plaques. — Chaque colonie devient le point de départ d’une petite sphère de liquéfaction, formation de bulles gazeuses.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble uniforme en vingt-quatre, trente -six heures, dégagement dé fines bulles gazeuses, formation d’un léger dépôt pulvérulent blanchâtre. Les cultures sont pauvres, peu toxiques et perdent vite leur virulence .
Le bouillon Martin récemment préparé, stérilisé par filtration, est un milieu de choix. Le liquide se trouble rapidement, la production des bulles gazeuses est continuelle, on distingue de petits flocons blanchâtres qui après trente-six ou quarantehuit heures forment un dépôt abondant en même temps que le bouillon devient limpide. Cette culture conserve sa virulence, elle est particulièrement toxique (Leclainche et Vallée).
Le bouillon de foie peptoné permet un développement rapide et abondant (Foth, Leclainche et Vallée).
B. Sérum. — Convient au développement.
C. Lait. — Rapidement coagulé
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien avec les couleurs d’aniline en solution phé niquée. Reste colorée par la méthode de Gram.
CARACTÈRES BIOLOGIQUES
2° Mobilité. — Mobile.
3° Forme. — Dans les tumeurs : bâtonnets droits, courts, épais, 5 à 8 [j. de longueur sur 1 \jl d’épaisseur. La spore déforme le bâtonnet et on trouve des éléments en massue, en raquette, en fuseau. Les formes spondées sont d’autant plus nombreuses <{ue l’évolution a été plus lente. Dans les séreuses : bacilles droits,
Fig, 295.
Bactérie du charbon symptomatique.
Dessin schématique, d’après une préparation, montrant diverse formes spondées ou non de la bactérie et des spores libres.
asporulés, plus grêles que ceux des tumeurs, isolés ou réunis par 2, 3 ou 4 articles de longueur égalé.
O) — Caractères biologiques
lü Habitat. — Hors de l’organisme des malades, la bactérie
du charbon symptomatique est trouvée dans les terrains souil-
lés par les cadavres ou les déjections virulentes (Gotti, Pollet), elle existe habituellement dans le tube digestif des bovidés provenant des régions infectées (Leclainche et Vallée).
2° Vitalité, virulence. — La résistance des spores conserve la vitalité des bactéries alors que la virulence, c’est-à-dire Y aptitude pathogène, peut être modifiée par divers procédés ou avoir disparu. En fait la virulence de la bactérie du charbon symptomatique est liée à deux éléments, la spore et la toxine. Les modifications apportées à la toxine, qui est relativement labile, diminuent la virulence, alors quelles laissent intacte la spore, qui assure la vitalité de l’élément bactérien.
Sous l’influence d’une température dysgénésique (43°-44°) et des acides qui se forment dans la culture on peut obtenir une véritable atténuation.
La dessiccation est sans effet sur les matières organiques virulentes, la putréfaction n’agit que très lentement.
La chaleur agit différemment suivant les conditions de la sporulation. Les matières organiques perdent leur virulence après vingt minutes de chauffage à 100 degrés, il faut deux heures vingt minutes à 70 degrés, deux heures à 80 degrés (Arloing, Cornevin et Thomas). Les cul t ures jeunes résistent un quart d’heure à 58-60 degrés, elles sont tuées en une demi-heure à 70 degrés. La résistance est maximum au quatrième jour du développement.
Le chauffage à 80 degrés pendant deux heures détruit la virulence, mais laisse intacte la vitalité de la spore. Celle-ci n’est détruite qü’après une demi-heure à 80-95 degrés, deux minutes à 100 degrés (Leclainche et Vallée).
Les antiseptiques de choix pour détruire le virus sont le sublimé à 1 p. 5.000, le phénol en solution aqueuse à 2 p. 100. (Arloing,...), les sels de potassium, l’alun et le sulfate de fer (Sanfelice) .
3° Agglutination. — Le sérum anti-symptomatique agglutine les cultures de la bactérie de 1 p. 200 à 1 p. 5.000, quelquefois à 1 p. 10.000 ou 1 p. 20.000 suivant les origines bàcté-
ACTION PATHOGENE
Tiennes. Ce sérum n’agglutine pas le vibrion septique, ni le virus du bradsot (Grosso) . Les sérums anti-gangréneux (vibrion septique) et anti-bradsot n’agglutinent pas la bactérie du charbon symptomatique (Leclainche et Morel, Grosso),
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le charbon symptomatique (charbon emphysémateux ou à tumeurs) est une maladie commune aux bovidés et à quelques autres espèces (buffle, renne, chameau, mouton, chèvre, porc, baleine, morse). Les bovidés sont surtout exposés, l'homme est à l’abri de la contagion.
La maladie est caractérisée cliniquement par l’apparition de tumeurs emphysémateuses dans les muscles de diverses régions, le plus souvent au niveau de la fesse, de la cuisse, de l’épaule, du bras, de la jambe et du périnée. Les parties inférieures des membres et la queue sont toujours respectées. La mort est la terminaison ordinaire de la maladie vingt-quatre ou soixante heures après le début de l’évolution. La guérison est possible dans certaines formes ébauchées de la maladie ; les animaux, dans ces cas, ont acquis l'immunité. La mort survient quelquefois très rapidement, sans tumeur appréciable.
Les bovidés sont infectés par les aliments. Le séjour dans certains pâturages est surtout dangereux, mais la contamination est possible à l’étable avec les fourrages provenant des pays à « charbon ». La pénétration directe du virus à travers la peau est admissible, mais rarement réalisée.
Bien des phases de l’envahissement d.e l’organisme sont peu connues, mais les conditions de l’invasion ont été déterminées. Les spores pures, dépourvues de toxine, introduites dans l’organisme sont immédiatement phagocytées (Leclainche et Vallée) tout comme les spores du bacille tétanique ou du vibrion septique. Toutes les causes qui entravent, retardent ou paralysent la phagocytose permettent l’infection. Les spores pures additionnées d’acide lactique, d’acide acétique, de lactate de potasse manifestent leur virulence. Les obstacles mécaniques agissent de la même façon : les spores incorporées à de petits
amas de terre ou de sable permettent de reproduire la maladie. Les associations microbiennes, la présence de la toxine exercent une action analogue et aboutissent au même résultat (Leclainche et Vallée). Dans les conditions naturelles la plupart des causes favorisantes que nous venons d’énumérer peuvent agir quand la bactérie issue de l’intestin circule dans les vaisseaux. Le plus souvent c’est le traumatisme qui intervient et qui crée une hémorragie, protégeant la bactérie contre la phagocytose et permettant sa pullulation avec élaboration de toxine.
2° Action expérimentale. — A. Boeuf. — Succombe à Yinoculation sous-cutanée ou musculaire. L’inoculation pratiquée sous la peau dans une région où le tissu conjonctif est dense et peu abondant, provoque des accidents sans gravité. La résistance des bœufs algériens et de ceux de YAgro romano est considérable.
L’infection peut être réalisée par les voies digestives , tandis que les voies respiratoires sont peu favorables.
L’ inoculation veineuse n’est pas mortelle, elle détermine des troubles généraux auxquels succède l’état réfractaire (Arloing, Cornevin et Thomas).
B. Mouton. — Très sensible alors qu'il est rarement atteint
dans les conditions naturelles. L’ inoculation trachéale confère l’immunité. L ’ inoculation veineuse est moins certaine dans ses effets que chez le bœuf. ,
C. Chèvre. — Moins sensible que le mouton
D. Porc. — Considéré comme réfractaire, son immunité n’est pas absolue (S. V. Ratz).
E. Renne. — Très sensible (Bergman).
F. Cheval, ane. — Très résistants, l’inoculation produit une tumeur curable.
G. Chien, chat. — Immunité à peu près absolue.
Elle peut être vaincue chez le chien par l'inoculation dans un membre préalablement ligaturé (C. Cadéac et L. Panisset).
TOXINES
H. Cobaye. — Succombe en douze, vingt-quatre heures à l’inoculation dans les muscles delà cuisse après évolution d’une tumeur emphysémateuse caractéristique.
I. Lapin. — A la limite de la réceptivité, sa résistance est vaincue par l'inoculation de cultures toxiques, ou par l'association de la bactérie du charbon symptomatique à des microbes non pathogènes ( Microbac . prodigiosus, Proteus vulgaris ) (Roger) . L’action favorisante est liée à l’entrave apportée à la phagocytose (Leclainche et Vallée).
J. Rat. — Seul le rat blanc peut être infecté.
K. Poule, canard. — Réfractaires.
L. Pigeon. — Considéré comme réfractaire. Nicolle a pu faire des passages en série avec une bactérie authentique, Kitt a réussi également à infecter le pigeon.
E) — Toxines
Les cultures en bouillon de veau sont peu toxiques (Roux), dans les milieux albumineux la toxicité est plus grande (Duenschmann) , mais le bouillon Martin ensemencé avec la bactérie du charbon symptomatique devient rapidement toxique (Leclainche et Vallée). Les cultures décantées, non filtrées, sont très toxiques, 10 centimètres cubes tuent le cheval en quelques minutes. Les filtrats sont moins actifs que la culture entière, les filtres retiennent une grande partie du poison. Le filtrat tue le cobaye dans le péritoine à la dose de o centimètres, cubes, le lapin dans la veine à la dose de 3 centimètres cubes. La toxine altérée au contact de l’air, résiste au chauffage à 115 degrés.
En cultivant la bactérie du charbon symptomatique dans des milieux additionnés de glucose (en présence de carbonate de chaux) ou de lactate de chaux, Grassberger et Schattenfroh (1904) auraient obtenu une toxine très active. La composition du milieu de culture doit varier avec chacun des échantillons utilisés. Les cultures décantées (la filtration affaiblit
beaucoup la toxine) sont toxiques pour le cobaye de 200 à 250 grammes, en inoculation sous-cutanée à la dose de 1 100 de centimètre cube, une dose de 1/10 de centimètre cube fait succomber les lapins de taille moyenne. Le singe, le chien, la souris, le hérisson, la poule et le pigeon sont sensibles à la toxine. 2 centimètres cubes tuent le mouton, 40 centimètres cubes le veau. La toxine résiste aux alternatives de gel et de dégel, à la dialyse, à l’insolation. Elle est détruite par un chauffage d'une heure à 55 degrés.
Les expériences de Grassberger et Schattenfroh ont été répétées avec de nombreuses souches virulentes et authentiques de Bacterium Chauvæi, sans qu’il soit possible d’en confirmer les résultats (Vallée et Panisset).
F) — Diagnostic bactériologique
Le diagnostic du charbon symptomatique est facile par la seule observation clinique, sur le vivant comme sur le cadavre, lors de l’existence d’une tumeur crépitante. Les lésions caractéristiques peuvent faire défaut, quand la mort a été rapide ou lorsque le diagnostic doit être fait d’après l’examen de quelques parties du cadavre. 11 faut avoir recours aux méthodes du diagnostic expérimental.
1° Examen microscopique. — L’examen d'une parcelle de tissu musculaire altéré ou de l’œdème périphérique permet après coloration par le Gram de constater la présence de bactéries avec des formes sporulées (massues, fuseaux, etc...). Les tumeurs du charbon bactérien renferment non seulement les agents spécifiques mais des germes associés.
On peut recourir à l’examen microscopique du sang ou de la pulpe ganglionnaire, mais les bactéries y sont très rares. On peut en provoquer la multiplication en plaçant ses produits quelques heures à l’étuve dans une pipette scellée.
2° Inoculation. — L’inoculation est nécessaire pour identifier les bactéries observées au microscope, elle est indispen-
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sable pour assurer le diagnostic des formes rapides au cours desquelles les tumeurs ne se sont pas développées ou sont si discrètes qu'elles échappent à l'autopsie. On inoculera après broyage un fragment de muscle altéré, une parcelle de l’œdème ou quelques gouttes du sang après séjour à l’étuve dans une pipette scellée. Le résultat de l'inoculation est favorisé par l'addition d’une très petite quantité d’acide lactique (1 goutte pour 1 centimètre cube du produit).
L’inoculation est faite au cobaye dans les muscles de la cuisse. Elle provoque l’évolution d’une tumeur caractéristique et la mort de l’animal en 12-24-36 heures. L’autopsie met en évidence les caractères de la tumeur, son odeur butyrique, l'existence d'un œdème hémorragique étendu à toute la paroi abdominale. L’examen microscopique confirme la nature de la lésion.
L'inoculation du vibrion septique au cobaye provoque une tumeur analogue qui renferme des bâtonnets sporulés ou non, tout comme la tumeur du charbon symptomatique. Le diagnostic différentiel s’impose d'autant plus que dans le sang des cadavres de bovidés le vibrion septique apparaît très rapidement, plus rapidement encore quand la mort est la conséquence du charbon symptomatique (ou du charbon bactéridien).
La différenciation peut être assurée par l’examen de la sérosité péritonéale (Leclainche et Vallée). Une préparation obtenue en passant une lame à la surface du foie d’un cobaye qui vient de mourir montre, après coloration, s’il s’agit du charbon symptomatique de rares bâtonnets plus longs et plus grêles que ceux de la tumeur, asporulés, isolés ou réunis par 2, 3, 4 articles de longueur égale. Si le cobaye a succombé à la septicémie gangréneuse il existe de longs filaments assez abondants , dont quelques-uns traversent le champ du microscope, ces filaments sont toujours formés d 'articles inégaux.
La diflérenciation ne peut être tentée que dans les instants qui suivent la mort; très rapidement le vibrion septique se substitue à la bactérie spécifique.
L’inoculation simultanée du sang au cobaye et au lapin, assure le diagnostic différentiel du charbon smyptomatique et
du charbon bactéridien. La bactéridie charbonneuse tue toujours le lapin et le cobaye tandis que la bactérie du charbon symptomatique n’est régulièrement pathogène que pour le cobaye.
G) — Immunisation, sérothérapie
1° Immunité conférée par divers modes d inoculation.
— L'immunité peut être conférée aux bovidés, moutons et chèvres par inoculation du virus (sang virulent ou pulpe des tumeurs dans la veine, dans la trachée.
Le procédé est incertain, la souillure du tissu conjonctif par le virus ou des traumatismes consécutifs à l'inoculation peuvent provoquer l’apparition des tumeurs (Arloing, Cornevin et Thomas) .
L’inoculation d’une petite quantité de virus dans le tissu conjonctif sous-cutané détermine la formation de tumeurs qui évoluent sans accident si la dose est minime et si les animaux sont résistants (Bœufs d’Algérie, de Y Agro romano). L’inoculation donne les mêmes résultats avec des risques moindres lorsqu’elle est faite en des points éloignés du tronc (régions permises) comme Yextrémité de la queue ou des oreilles .*
2° Immunité conférée par des cultures ou des produits virulents modifiés parle chauffage. — L’emploi des virus modifiés peut mettre à l’abri des accidents tout en conférant une immunité solide.
a). Procédé Arloing et Cornevin. — On utilise comme produit virulent la tumeur charbonneuse broyée et desséchée à 37 degrés. Le virus est chauffé à sec à 100-104 degrés pendant sept heures pour préparer le premier vaccin, à 90-94 degrés pour obtenir le second vaccin.
L’immunité conférée par les vaccins d’ Arloing et Cornevin serait due à leur état pulvérulent et aux impuretés qu’ils renferment (d’après Leclainche et Vallée, voir Action pathogène).
La vaccination comporte deux inoculations à dix jours d’intervalle. Le vaccin est délivré en paquet dont on émulsionne le
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contenu dans 10 centimètres cubes d’eau. On inocule 1 centimètre cube du « liquide vaccinal » aux animaux de dix- huit mois et au-dessus, X, XII, ou XV gouttes s’ils sont âgés de six à dix-huit mois. L’inoculation est faite à la face inférieure de la queue avec une seringue munie d’un petit trocart, on dépose le vaccin dans une galerie creusée dans le tissu conjonctif souscutané de la région.
La vaccination confère une immunité solide, qui dure environ dix-huit mois. Les accidents locaux sont insignifiants et en des très rares cas il survient des complications.
Les tentatives faites par des praticiens pour ne faire qu'une seule inoculation ou pour vacciner à l'épaule ont dû être abandonnées. Ces pratiques, donnent des résultats variables et imprévus, suivant la sensibilité des animaux, l’état d’infection du milieu où la vaccination est pratiquée. Elles ne peuvent pas être recommandées.
Le procédé Arloing et Cornevin, comme toutes les vaccinations expose aux accidents imputables à 1 état d’infection latente des organismes.
b. Procédé Kitt. — Comporte une seule inoculation, avec une poudre préparée comme dans la méthode d’Arloinget Cornevin-, mais chauffée six heures dans la vapeur d’eau à 98- 100 degrés.
Norgaard prépare également un seul vaccin par chauffage de la poudre virulente à 93-94 degrés.
c. Procédé Thomas. — Comporte une seule inoculation, il « consiste à introduire sous la peau d’un bovin, de préférence à la queue, un fil imprégné de virus-vaccin, de telle sorte qu’il reste au fond d'une galerie sous-cutanée sans pouvoir en être éliminé ; il est formé de plusieurs brins réunis par un disque en laiton doré, il est dosé avec une très grande précision au moyen d'une machine spéciale ; chaque dose renferme exactement 12 milligrammes de vaccin sec ». !
L'auteur n’a jamais fait connaître très exactement les conditions de la préparation de son vaccin, il s’agirait d'un virus modifié par passage sur la grenouille.
Le vaccin est inséré au moyen d’une aiguille porte-vaccin
formée d’une tige d’acier terminée par une pointe en forme de trocart qui porte une échancrure servant de châs pour recevoir le fil. Le fil -vaccin est introduit sous la peau de la queue entre le milieu et le tiers inférieur de l’organe. Le procédé comporte une seule inoculation. Le mécanisme de l'immunité conférée est aussi mystérieux que la préparation du vaccin « ce fil conserve sa virulence pendant de longs mois, l’immunité sera donnée au moment opportun grâce à la provision de vaccin qui réside à la queue ». (?)
3° Immunité par des cultures dont la virulence est atténuée. — Procédé Leclainche et Vallée. Les modifications imprimées au Bact. Chauvœi par le chauffage n’aboutissent pas à l’obtention de virus atténués dans le sens précis de l’expression.
Leclainche et Vallée (1913), après divers essais de modification du virus par le chauffage des cultures ont réussi à obtenir des races vraiment atténuées en utilisant à la fois 1a. température dysgénésique et un milieu peu favorable. Ces cultures sont faites dans du bouillon de foie peptoné, non additionné de carbonate de chaux, à la température de 43°-44°. Les acides qui se forment et qui ne sont pas neutralisés, créent avec la température des modifications profondes qui aboutissent à l’atténuation des bactéries.
La morphologie des microbes cultivés dans ces conditions est profondément modifiée (filaments fins, longs et flexueux, ne prenant plus le Gram) .
Primitivement la vaccination nécessitait deux interventions, actuellement le procédé de Leclainche et Vallée comporte une seule intervention. On inocule un centimètre cube de vaccin pour les bovidés de tout âge. L’inoculation est pratiquée dans le tissu conjonctif sous-cutané, au niveau de l'épaule, vers la partie moyenne, immédiatement en arrière de l’épine acromienne. L’inoculation doit être faite avec soin : l’hémorragie et le traumatisme modifient les conditions de la résorption des vaccins.
« La vaccination met les animaux à l’abri de l'infection accidentelle pendant une année au moins. La protection n’étant pas toujours complète après quinze mois, il est indiqué de renouveler la vaccination tous les ans. »
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La vaccination de Leclainche et Vallée comporte les dangers inhérents à toutes les vaccinations. Pratiquée en milieu contaminé elle peut favoriser l’évolution d’une infection latente accidentelle. On évite ces accidents en faisant précéder la vaccination d’une injection de sérum immunisant. (Voir Séro-vaccination) .
4° Immunité conférée par les toxines. — L’inoculation du filtrat des cultures en bouillon de veau (Roux) confère l’immunité au cobaye, alors que le filtrat des cultures dans la viande hachée est toxique et n’immunise pas (Duenschmann) . La sérosité des tumeurs après filtration peut rendre les cobayes réfractaires au charbon bactérien.
La toxine obtenue en bouillon glucosé (Grassberger et Schattênfroh) * ne peut pas servir à immuniser le cobaye, mais convient pour le lapin et le bœuf. Le bœuf qui a reçu en deux ou trois séances 60 à 70 centimètres cubes de la solution normale de toxine (celle dont 0cm3,01 tue un cobaye de 200-250 grammes) peut supporter l’inoculation d’un litre de toxine sans réaction. Les bovidés immunisés contre la toxine, ne sont pas toujours réfractaires à l’infection expérimentale, peut-être résistent-ils mieux à la maladie naturelle (?) Le sérum des bovidés immunisés contre la toxine devient antitoxique. (Voir Sérothérapie).
5° Sérothérapie, séro-vaccination. — 11 est possible d'obtenir un sérum préventif et curatif contre le charbon symptomatique; le cheval et le mouton conviennent particulièrement bien pour son obtention par inoculations répétées de la sérosité musculaire virulente (Kitt).
Les inoculations progressivement croissantes dans la veine du cheval des cultures en bouillon Martin permettent de préparer rapidement un sérum surtout préventif, agglutinant, dont les propriétés curatives sont également manifestes. L’évolution rapide de la maladie chez le coabye ne permet pas d’apprécier les propriétés du sérum chez les animaux de cette espèce, alors qu’il convient pour le mouton et le bœuf (Leclainche et Vallée).
L’inoculation du mélange de sérum et de virus, ou 1 inoculation simultanée de sérum et de virus en des points différents ne confèrent aucune immunité (Kitt, Leclainche et Vallée,
Arloing). Par contre sous l'influence de l'inoculation successive du sérum, puis du virus à quelques jours d’intervalle, l'organisme acquiert rapidement, sans danger, une immunité solide et durable (Kitt, Leclainche et Vallée. (Séro-vaccination) .
La méthode d’immunisation par association du sérum et du virus dans les conditions indiquées par Leclainche et Vallée convient pour vacciner dans les milieux contaminés, lorsqu’il s’agit d’intervenir sur des animaux « alors que un ou plusieurs cas de charbon symptomatique se sont produits soit dans le troupeau, soit dans le voisinage immédiat, ou chez des animaux fréquentant les mêmes pâturages. On pratique tout d’abord une injection de sérum immunisant (10-20 centimètres cubes) puis cinq jours après le vaccin complète l’immunisation.
Les ‘propriétés curatives du sérum permettent de combattre les formes bénignes de la maladie ou les accidents consécutifs aux diverses vaccinations.
L’inoculation veineuse d’une forte dose de sérum (60 à 100 centimètres cubes) assure un effet immédiat, on pratique ensuite jusqu’à guérison, à deux, puis quatre heures d’intervalle des injections sous-cutanées de 20 centimètres cubes.
Le sérum obtenu chez les bovidés traités par la toxine des cultures en bouillon glucosé (Grassberger et Schattenfroh) serait antitoxique , capable de neutraliser à la dose de 0cm3,0025 un centimètre cube de la solution normale de toxine. Les mélanges neutres de toxine et de sérum, même avec excès d’antitoxine seraient susceptibles de déterminer chez les bovidés et les moutons une résistance solide et durable (?) Le sérum n'est jamais capable de neutraliser la sérosité virulente provenant d'une tumeur. Les injections des mélanges de toxine et d’antitoxine auraient donné de bons résultats lors des épidémies (Grassberger et Schattenfroh).
ARTICLE II
BRADSOT DU MOUTON
Maladie épizootique observée chez le mouton, en Norvège, en Irlande, en Écosse, et dans l’Allemagne du Nord. Elle se tra-
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(luit essentiellement par les signes d’une vive inflammation de la caillette et du duodénum.
Les muqueuses, le tissu, conjonctif infiltré, le sang, renferment une bactérie anaérobie, sporulée, se colorant par la méthode de -Gram, qui ressemble beaucoup à la bactérie du charbon symptomatique. L’agent du bradsot se distinguerait de Bacterium Chauvœi par sa tendance à donner des formes filamenteuses, des chaînettes et par, son action pathogène pour le pigeon, la poule et la souris, éspèces réfractaires ou peu sensibles au charbon symptomatique (Jensen, Tokishlue) .
L’action agglutinante des sérums spécifiques permet de distinguer entre eux la bactérie du charbon symptomatique, l’agent du bradsot et le vibrion septique.
Les méthodes qui' conviennent à l’immunisation contre le charbon symptomatique ont été appliquées au bradsot (organes des malades séchés et pulvérisé^, cultures évaporées et desséchées: fils imprégnés de matières virulentes [Jensen]).
il est possible d’obtenir un sérum immunisant.
ARTICLE III
PESTE DU RENNE
Maladie épizootique des rennes de Suède et de Norvège, à évolution Rapide.
Le. sang, les organes, le tissu conjonctif œdématié et emphysémateux renferment un microbe analogue à la bactérie du charbon symptomatique.
Les moutons et les cobayes, les souris, les bovidés sont sensibles à l inoculation.
La maladie est différenciée du charbon symptomatique et du bradsot. L’immunité conférée au mouton contre la peste du renne, le laisse sensible aux deux autres affections.
CHAPITRE XX
LE VIBRION SEPTIQUE
Le Vibrion septique ( Bacillus septicus ) est l’anaérobie pathogène le plus anciennement connu. Pasteur l'avait vu dès 1876. En 1877, Pasteur et Joubert en fixent les principaux caractères et appellent septicémie expérimentale aiguë la maladie expérimentale produite. Koch et Gaffky le décrivent, à nouveau, en 1881, sous le nom de Bacille de l'œdème malin (maladie de la souris, du cobaye).
Chauveau et S. Arloing (1880-1884), montrent que ce vibrion, connu jusqu’alors comme agent pathogène purement expérimental, était le microbe de la Gangrène gazeuse de l’homme (septicémie gangréneuse). La gangrène traumatique de certains animaux est également due au V. septique.
Toutes les gangrènes gazeuses ne sont pas dues au V. septique.. Certaines sont dues à un microbe banal de la putréfaction, nommé B. phlegmones cmphysematosæ par Frænkel et B. aerogenes capsulatus par Welch et Nuttall et également! anaérobie.
Il paraît exister plusieurs races de Vibrions septiques.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — On Pisole du sang ou de la sérosité des animaux inoculés avec de la terre (Pasteur) (voir p. 187) ou avec des produits pathologiques.
2° Caractères généraux des cultures. — Anaérobie strict.
ISOLEMENT, CULTURES
Végète à l’air libre, ensemencé en mince couche de bouillon, s'il est mélangé à certains microbes aérobies (J. Courmont et Nicolas, 1894). Roux l’a cultivé, séparé de l’air par un culot de culture aérobie. Se cultive de + 15° à + 41°. Tempér. optima = 37°. Production d’acides.
Colore en noir la gélatine additionnée de 3 p. 400 de tartrate de fer.
3° Cultures sur milieux solides. —
Fig. 294. Fig. 295.
V. septique. Culture en V. septique. Colonie sur plaque de gélagélatine (d’après Fræn- tine, vue à un faible grossissement.
kel et Pfeiffer.)
A. Gélose. — Une traînée blanchâtre nuageuse se développe rapidement le long de la piqûre. Des bulles de gaz fragmentent bientôt la gélose (fîg. 116,3; p. 204).
B. Sérum. — Rapidement liquéfié.
C. Gélatine (Hesse). — Le long de la piqûre (profonde) vers le troisième jour, longue traînée nuageuse, blanchâtre (fig. 294).
LE VIBRION SEPTIQUE
Bulles de gaz fissurent (fig. 116,1 ; p. 204). La liquéfaction arrive rapidement et est complète. Les colonies sur plaques sont nuageuses, blanchâtres, liquéfiantes (fig. 295).
D. Pomme de terre. — Culture nulle.
4° Cultures en milieux liquides. — A . Bouillon. — A + 37°, trouble dès la douzième ou quinzième heure. Gaz en abondance, à odeur fétide. Le bouillon s’éclaircit rapidement et forme un dépôt pulvérulent.
L'addition de sang, de liquide d’ascite, de sérum donne des cultures plus abondantes.
B. Bouillon Martin. — Excellent milieu ; végétation en douze heures.
C. Sérum. — Excellent milieu
D. Jus de viande. — Excellent milieu (Besson).
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d’aniline. Prend le Gram.
2° Forme. — Bâtonnet plus fin que le B. anthracis, mais long (3 à 15 p. sur 0,6 à 1 p), souvent en chaînettes (fig. 296,1). Les chaînettes sont longues (jusqu’à 40 p) constituées par des articles inégaux dans le sang des cadavres putréfiés.
Les bâtonnets sont souvent flexueux, ondulés (fig. 296,2). Les extrémités sont coupées carrément, un peu arrondies aux angles.
3° Mobilité, cils. — Mobile, si on l’examine à l’abri de l’oxygène (centre de la préparation). Mouvements lents de reptation des formes longues. Mouvements plus vifs des formes courtes. Cils très nombreux et très longs (fig. 297), faciles à colorer dans une culture en surface sur gélose.
4° Spores. — Elles se forment rapidement (vingt heures)
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dans le cadavre des animaux et dans les cultures. Elles constituent à elles seules le dépôt pulvérulent des cultures eh
Vibrion septique. 1° Préparation d’une culture de 48 heures.
2° Préparation d’une vieille culture.
Gr. = l 000 D.
bouillon. Elles renflent le milieu ou l’extrémité d’un bâtonnet (fig. 299).
G) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Le V. septique est très répandu dans la nature. Il existe dans la terre (voir p. 450) , dans les vases (S. Arloing, Lortet, G. Roux), dans les poussières des rues, etc. On l’a isolé des matières fécales de l’homme et des animaux. Il envahit rapidement le sang après la mort.
2° Vitalité. — Les vibrions non sporulés sont fragiles ; un chauffage à -j- 60° les tue. Les spores ne se forment qu’à l’abri
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de l’oxygène, mais sont très résistantes. Les solutions antiseptiques usuelles sont sans action sur elles (Chauveau et S. Arloing) . Seul l’acide sulfureux à l’état gazeux peut tuer le virus frais, après vingt-quatre heures de contact. Humides, les spores résistent plus de trente minutes à -f- 90° (Besson) . Desséchées, elles résistent à -f- 100°. Une exposition de cinquante heures au soleil.
Fig. 297.
V . septique. Cils
une dessiccation de plusieurs mois (San Felice) ou même de neuf ans (Arloing) ne les tuent pas.
3° Virulence. — La spore conserve la virulence, pour ainsi dire indéfiniment. Il suffit de faire germer et d’inoculer la culture.
On peut facilement exalter la virulence, par passages en série sur le cobaye. Voir plus loin, les procédés d’atténuation.
ACTION PATHOGÈNE
4° Agglutination. — Le sérum du cheval hyperimmunisé agglutine une culture jeune à 1/30 et 1/3000, mieux au contact de l’air. 11 n’agglutine pas le B. Chauvœi (Leclainche).
Les sérums préparés avec une race de V. septique ne sont pas facilement agglutinants pour les autres races (Bachmann) .
5° Gaz. — Dégage beaucoup de gaz. Les hydrocarbonés fermentent rapidement : il y a production d’acide carbonique et d’hydrogène, d’acides gras. Les albuminoïdes fermentent aussi, avec production d’acide carbonique, d’hydrogène et d’azote. Les propriétés virulentes et zymotiques sont bien distinctes, les secondes pouvant se perdre facilement (S. Arloing, Linossier, Kerky).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Le V. septique produit la gangrène gazeuse [septicémie gangréneuse) de l’homme (Chauveau et S. Arloing) et des animaux (Renault, Nocard).
Les associations microbiennes joueraient un rôle, comme dans la production du tétanos (Besson) . Les spores pures, inoculées à doses colossales, ne tuent pas le cobaye ; elles sont phagocytées. Les vieilles cultures à -f- 37° sont des spores pures, sans toxine. Il suffit d’ajouter un peu d’acide lactique (Chauveau et S. Arloing) ou un peu de toxine, qui ont des propriétés chimiotactiques négatives, pour que les spores végètent et que l’animal succombe. On arrive au même résultat en enveloppant les spores dans du papier filtré ou en associant certains microbes, tels que le Staphylocoque pyogène, le Micrococcus prodigiosus, etc. Les traumatismes, la modification des tissus produisent le même résultat. Ce serait, en somme, un rôle identique à celui joué dans le tétanos (voir p. 778).
2° Action expérimentale. — Presque tous les animaux sont sensibles.
A. Voici un tableau, dans l’ordre de réceptivité (Chauveau et S. Arloing) :
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Homme.
Cobaye.
Cheval.
Rat blanc.
Ane.
Lapin (réceptivité
Mouton.
moyenne).
Porc.
Poulet.
Chien.
Canard.
Chat.
Rat d’égout.
V. septique, dans le sang du cobaye (après dissolution des globules et centrifugation).
Les bovidés sont réfractaires ou peu sensibles.
La septicémie gangréneuse est très voisine du charbon symptomatique du bœuf y S. Arloing, Cornevin et Thomas ( Bacterium Chauvœi). Seulement Tordre de sensibilité des animaux vis-àvis du B. Chauvœi est :
Bœuf Très sensible.
Mouton —
Cobaye —
Rat blanc . . . V Réceptivité moyenne.
Solipèdes . ; ........ A peine sensibles .
Lapin —
Homme Réfractaire.
ACTION PATHOGENE
B. Chez le cobaye inoculé sous la peau (1/10 centimètre cube de sérosité). 11 se produit rapidement, au point inoculé, un oedème crépitant considérable. La mort survient en huit à quinze heures en hypothermie (l’àne meurt avec 35°). L’œdème est d’autant plus accusé que la maladie est plus lente. Le vibrion est très rare dans le sang (fig. 298). A l'autopsie: cadavre
Vibrion septique. Préparation de l’œdème local du cobaye.
Gr. = I 000 O.
rapidement putréfié; les poils s'arrachent très facilement ; sérosité roussâtre de l’œdème; muscles voisins infiltrés; bulles de gaz crépitant sous le doigt dans le tissu conjonctif sous-cutané jusque sous Faisselle ; sérosité assez claire dans le péritoine ; rate diffluente ; foie décoloré, lavé ; poumons normaux. Le Vibr. est abondant dans la sérosité de l’œdème, qui ne contient pas de leucocytes (fig. 299) . La sérosité péritonéale fourmille de vibrions (aspect de culture) (fig. 300) ; le sang (au bout de quelques heures à -j- 35°) contient beaucoup de vibrions. Les spores existent rarement chez l'animal vivant (sauf dans la sérosité locale),
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mais apparaissent rapidement après la mort, si la température ambiante est un peu élevée.
C. Les épanchements séreux des plèvres, du péricarde sont abondants chez le mouton. On peut ainsi obtenir une grande quantité de sérosité virulente pure, commode pour l’expérimentation.
Fig. 300.
Vibrion septique.
Préparation de la sérosité péritonéale du cobaye.
Gr. = 1 000 D.
D. h' inoculation intraveineuse , à un animal quelconque, reste toujours sans effets sauf pour les doses très fortes (160 centimètres cubes de culture) ; l'animal n’est même pas malade ^Chauveau et S. Arloing). Les animaux ainsi traités ont acquis l'immunité.
E. Si on injecte un bélier dans le sang et qu’on le bistourne, la gangrène gazeuse se produit et débute par la région testiculaire (Chauveau et S. Arloing).
TOXINES
F. Les voies respiratoire, digestive sont plus qu'infidèles. On ne donne pas non plus la gangrène gazeuse en arrosant avec une culture virulente ou la sérosité' une plaie exposée à Vair (Chauveau et S. Arloing).
G. La septicémie gangréneuse peut se transmettre de la mère au fœtus (Chauveau et S. Arloing).
H. La grenouille , inoculée dans le sac dorsal, est réfractaire, à la température ordinaire; elle succombe en deux ou trois jours, avec pullulation en formes courtes de V. septique , si on la chauffe à + 26°-28° (Chauveau et S. Arloing).
E) — Toxines
A. La culture filtrée du V. septique ou la sérosité musculaire des animaux morts de gangrène gazeuse, également filtrée, sont peu toxiques. 11 faut plusieurs centimètres cubes (jusqu’à 40 centimètres cubes de sérosité filtrée), injectés dans le péritoine, pour tuerie cobaye (Roux et Chamrerland, 1887).
B. La culture en pulpe de viande, filtrée le sixième jour, donne une toxine qui tue le cobaye à la dose de b à 10 centimètres cubes- (Besson, 1895).
C. Leclainche et Morel cultivent en bouillon Martin, décantent simplement. Le liquide obtenu tue le lapin, à 5 centimètres cubes par injection intraveineuse, et à V ou VI gouttes par injection intracérébrale.
D. La toxine est atténuée par un chauffage modéré, par l’air et la lumière; elle se conserve bien dans le vide, à l’abri de la lumière.
Elle a des propriétés chimiotactiques négatives (Besson), qui deviennent positives par un chauffage à -f- 85° pendant deux ou trois heures.
L’étude graphique des effets toxiques du V. septique pour le chien et le lapin a été réalisée par J. Courmont 1 et Rodet.
^Consulter les Leçons sur la tuberculose et les septicémies de S. Arloing, rédigées par J. Courmont, Asselin, 1892; Leçons I à IX, sur les Septicémies.
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L'inoculation était pratiquée dans les veines (porte d'entrée inoffensive) avec des doses considérables de sérosité virulente ou de cultures, sans aucune filtration ou atténuation. La respiration est surtout compromise (action inhibitrice sur le centre inspirateur). La mort arrive par arrêt respiratoire. La tension artérielle s’abaisse. Le pouls a des alternatives de ralentissement et d’accélération. 11 faut 30 centimètres cubes de sérosité, ou plus, pour tuer un lapin. 11 est presque impossible de tuer le chien.
F) — Immunisation
1° Inoculation intraveineuse de Vibr. virulents. — Chauveau et S. Arloing (1881) ont montré que l’inoculation intraveineuse de vibrions très virulents (10 à 15 centimètres cubes de sérosité) est inoffensive, mais confère l’immunité (expériences sur Y âne},. L’inoculation sous-cutanée ne produit alors qu’un abcès. Ils ont également vacciné l’àne par inoculation dans la trachée.
2° Injection de produits solubles. — Roux et Chamberland (1887) ont vacciné le cobaye en lui injectant, dans le péritoine, à trois reprises différentes, à trois jours d'intervalle, par 100 grammes de poids, 10 centimètres cubes de culture chauffée dix minutes à -j- 110°, puis filtrée, ou à sept ou huit reprises, 1 centimètre cube de sérosité filtrée. L’immunité était encore solide au bout de trente jours.
Besson (1895) a vacciné le lapin en lui inoculant, dans le tissu de l’oreille, des doses progressivement croissantes de sérosité virulente.
3° Inoculation de microbes modifiés. — Le procédé d’atténuation du B. Chauvœi est applicable au V. septique (Leclainche et Vallée). On recueille du sang d’un animal mort de septicémie, on le porte cinq jours à l’étuve à -f- 37°, dans des ampoules scellées. On traite le contenu de ces ampoules par le procédé d’AimoiNG (voir p. 752). Cette poudre, inoculée aux animaux, leur confère l’immunité.
DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE
Déjà, en 1888, Cornevin avait vacciné des chiens avec des vibrions modifiés par les antiseptiques.
G) — Diagnostic bactériologique
1° Examen direct. — La sérosité roussâtre des phlyctènes. celle qui infiltre le tissu conjonctif, les lambeaux mortifiés, les séreuses, plus rarement le sang, contiennent le V. septique. Dans les phlyctènes, dans l’œdème, on voit des bacilles courts très mobiles, dont quelques-uns sont renflés à une extrémité, sporulés (fig. 299). Dans la sérosité péritonéale, les individus sont longs, grêles, en chaînettes, non sporulés (fig. 300).
La constatation du V. septique dans le sang, les sérosités n’implique pas forcément le diagnostic septicémie gangréneuse. La présence dans le sang des cadavres, surtout quand les animaux sont morts de charbon bactéridien ou de charbon symptomatique, du vibrion septique doit faire réserver le diagnostic.
2° Cultures. — On pourrait faire des cultures avec la sérosité. Il vaut mieux inoculer de suite. La culture peut servir à différencier le V. septique (anaérobie) du B. anthracis (aérobie).
3° Inoculation. — On inocule la sérosité, sous la peau du cobaye (voir plus haut, p. 765, les résultats). On peut favoriser la réussite par addition de quelques gouttes d’acide lactique à 1/5,
Gomme pour l’examen direct le fait que le cobaye succombe de septicémie gangréneuse n'implique pas que la sérosité suspecte provienne d’un animal mort de la même affection. Les résultats de 1 inoculation ne font que traduire la présence du vibrion septique.
Pour assurer la différenciation avec le charbon bactéridien on inocule le cobaye par scarification. Ce mode d’inoculation est insuffisant pour permettre le développement du vibrion septique.
Le diagnostic différentiel avec le charbon symptomatique peut être fait soit en inoculant un cobaye (sensible au Bact.
LE VIBRION SEPTIQUE
Chauvœi ) et un lapin (réfractaire au Bcict. Chauvœi, sensible au vibrion septique) : — ou encore en inoculant des cobayes prémunis contre le vibrion septique par inoculation préalable du sérum anti-gangréneux de Leclainche et Morel, ces cobayes restent sensibles au Bact. Chauvœi.
L’examen microscopique de la sérosité péritonéale chez le cobaye inoculé permet encore la différenciation. S’il s’agit du charbon symptomatique on trouve — en déposant une lame à la surface du foie — des éléments isolés ou associés par deux à trois articles de même longueur, le vibrion septique se présente au contraire sous forme de longs filaments dont quelques-uns traversent le champ du microscope, formés d’articles inégaux.
II) — Sérothérapie
Leclainche a vacciné l’àne en lui inoculant, dans le sang, puis dans les muscles, de la sérosité virulente, à doses croissantes. Le sérum de l’animal, mélangé à la sérosité septique (2 centimètres cubes de sérum pour V gouttes de sérosité), la rend inoffensive. Les animaux qui ont reçu le mélange n’ont pas acquis l’immunité. Ce sérum, mélangé à la sérosité du Ch. symptomatique est sans action. C’est ce sérum qui est agglutinant (voir p. 763).
CHAPITRE XXII
LE BACILLE TÉTANIQUE
Le Bacille du tétanos a été décrit par Nicolaïer, en 1884, [B. de Nicolaïer), et cultivé par Kitasato, en 1889. C’est l’agent du tétanos de l’homme et des animaux. C’est, grâce à sa toxine, le microbe pathogène le mieux différencié 1.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — L’isolement du B. de Nicolaïer est assez délicat, car il existe dans la terre, au milieu d’impuretés de toutes sortes ; il reste cantonné dans la plaie parmi les souillures, et en disparaît même assez rapidement.
On inocule un cobaye avec de la terre des jardins ou avec des produits pathogènes (pus d’une plaie tétanigène). Dès les premiers symptômes, on recueille la sérosité du point inoculé, on la chauffe à -f- 80°, pendant une heure, ou à -j- 100° pendant une ou deux minutes, et on fait des cultures anaérobies, qu’il faudra souvent encore purifier.
On peut commencer par la culture dans le vide, qu’on chauffe à -f- 80° vers le sixième jour et qu'on réensemence ; on opère ainsi plusieurs fois de suite. Si les cultures sont contaminées de V. septique, on fera l'isolement sur. gélatine en tubes de Roux (p. 192) ou de Vignal (p. 190).
1 Consultez : J. Courmont et Doyen., Le tétanos. Actualités médicales, Baillière, 1899; von Leyden et F. Blumenthal : Der Tetanus ; Specielle Pathologie, von Nothnagel, Y, 2. Wien, 1900.
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2° Caractères
Fig. 301.
B. tétanique.
Culture en gélatine (d’après F R Æ N K e l et Pfeiffer).
généraux des cultures. — Anaérobie, mais moins strictement que le V. septique. Il se développe dans les milieux légèrement aérés, et s’ y accoutume (voirp. 165). 11 est cependant préférable de le cultiver dans le vide ou dans l’hydrogène ; l’acide carbonique ne lui convient pas. Végète de + 14° à + 43°. Température optima — 38°. Se développe bien sur tous les milieux usuels neutres ou faiblement alcalins ou même acides. Les cultures liquides deviennent rapidement alcalines.
3° Cultures sur milieux solides. — A.
Gélose. — Par piqûre profonde, culture nuageuse peu caractéristique. Gaz
B. Sérum. — Culture nuageuse. N’est pas liquéfié.
C. Gélatine. — En profondeur : vers le sixième jour, petits points nuageux, armés d’aiguilles plantées à angle droit (fig. 116,2 et 301). La liquéfaction commence vers le dixième jour; lorsqu’elle est complète : liquide clair avec dépôt floconneux au fond. Quelques bulles de gaz.
D. Pomme de terre. — Culture maigre, mince, humide, ressemblant à celle du B. d'Eberth.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Le trouble apparaît, en même temps que des bulles de gaz, vers la trente-sixième heure, parfois plus tard si le bouillon est ancien. La culture est complète vers le quinzième jour ; le bouillon s’éclaircit ; il se forme un précipité au fond. Quand on débouche la culture : odeur puante, très forte, caractéristique ,
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
Fig. 302.
B. tétanique. Culture en bouillon âgée de 48 heures. B. sporulés et non sporulés (Ziehl et bleu).
2° Forme. — Elans les cultures à basse température, dans les cultures très jeunes à -f 37° et parfois dans le pus, on rencontre des bacilles non sporulés. Ce sont des bâtonnets, fins, allongés (3 à 4 fx sur 0,3 à 0,4 fr). Dans les cultures à -j- 37°, dès l’âge de trente-six heures, c’est-à-dire presque
comparée à celle de la corne brûlée ou du fromage avancé. Le bouillon de bœuf récent est le milieu le plus favorable.
B. Sérum. — Culture pauvre.
C. Lait. — N’est pas coagulé
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° [Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d’aniline. Prend le Gram.
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immédiatement, dans la plupart des pus, les bacilles sont sporulés. La spore est terminale, ce qui donne Y aspect en épingle signalé déjà par Nicolaïer ; la spore est trois ou quatre fois plus large que le bacille qui est court ; c’est plutôt l’aspect d’un clou que celui d’une épingle (fig. 302) ; on l’a aussi comparé à une baguette de tambour. Dans les vieilles cultures, on ne trouve
Fig. 303.
B. tétanique. Cils.
presque que des spores : à côté d’elles sont des débris bacillaires et des formes très variées d’involution. Il est très difficile de déclarer pure, au seul examen, une vieille culture.
3° Mobilité. — Mouvements assez vifs. Qils très nombreux, très longs, répartis sur toute la surface (fig. 303). Le B. tétanique est le plus chevelu des microbes. Pour les colorer, utiliser une colonie de quelques heures sur milieu solide. Les cils tombent dès que la spore se forme.
CARACTÈRES BIOLOGIQUES
En bouillon, les cils sont lins et nombreux dès le deuxième jour ; le troisième, ils sont plus longs et moins nombreux ; le quatrième, ils sont encore plus rares ; le vingtième ils disparaissent (de Grandi).
4° Spores. — Se produisent très rapidement dans les cultures (voir ci-dessus) ; existent dans le pus, dans la terre, etc. Elles se produisent beaucoup plus tardivement dans les cultures à + 20°.
G) — Caractères biologiques
1° Habitat. — La spore tétanique est très répandue ; elle existe (comme celle du V. septique ; voir p. 761) dans la terre des jardins, dans les vases, dans les poussières, dans les excréments des herbivores, etc.
Le bacille tétanique ne se multiplie pas dans le tube digestif des animaux (Vincent).
2° Vitalité. — Le B. est assez fragile.
Les spores sont très résistantes. En vase clos, elles supportent pendant six heures un chauffage humide à-f 80°, et, pendant plus de deux heures, un chauffage identique à -f- 90°. 11 faut huit minutes (une heure pour Smith) d’ébullition pour les détruire. Les antiseptiques sont presque sans action.
Desséchées, mélangées à la terre, à l’abri de la lumière, elles se conservent pendant plusieurs mois (Kitasato). Elles supportent -f- 110° pendant quinze minutes (Maljean).
La lumière les tue en un mois, si elles s/ont à l'état sec et à l’air ; dans le vide, elles se conservent bien plus longtemps.
C’est probablement le passage dans l'intestin des herbivores qui permet au B. tétanique de se multiplier et de résister à toutes les causes de destruction qu'il rencontre à la surface du sol,
Desséchées avec le pus, dans des corps albumineux, à la surface d’éclats de bois ou de vieux clous, les spores conservent longtemps vitalité et virulence.
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3° Virulence. — Les B. de Nicolaïer sécrètent des toxines d’activité très variable. Il est même fort probable que certains bacilles ont complètement perdu cette propriété. On trouve parfois, dans la terre, des bacilles anaérobies, en clou, qui ne sont pas pathogènes.
La virulence des spores se conserve aussi longtemps que leur vitalité. Miquel a donné le tétanos à des cobayes, en leur inoculant de la terre, conservée, depuis dix-huit ans, en tubes scellés.
4° Agglutination. — Bordet (1896) avait vu l’aggutination par le sérum de cheval. Sabrazès et Rivière (1897) avaient cru, à tort, à la possibilité d’un séro-diagnostic. J. Courmont et Jullien (1899) ont montré que le sérum de l’homme et d’animaux très sensibles (souris) ou réfractaires (tortue) n’agglutine pas. Le sérum du cheval et de l’âne normal agglutine à 1/50 à 1/100. L’intoxication tétanique ne s’accompagne pas de propriétés agglutinantes du sérum. Le sérum de cheval fortement immunisé agglutine à 1/2 000 ou même 1/50 000. L’injection de sérum antitétanique ne développe le pouvoir agglutinant qu’à doses considérables.
5° Gaz. — CO2 et CH*.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — L’homme et les solipèdes sont le terrain de prédilection du tétanos naturel. Cependant, la plupart des animaux domestiques ( bovidés , porc , mouton, etc.), le singe peuvent prendre le tétanos, surtout après certaines opérations, telles que la castration.
Le symptôme constant est la contracture , d’abord locale, puis généralisée à tous les muscles. Chez l’homme, chez le singe, la contracture débute rarement au point infecté, mais par les masséters. Chez les animaux, la contracture envahit presque toujours en premier lieu les muscles du voisinage de la plaie, sauf chez le cheval où les deux modes de début peuvent s’observer (J. Courmont et Doyon).
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Les B. tétaniques disparaissent assez rapidement du foyer infectieux. Souvent ils sont déjà très rares, au moment où éclatent les contractures. On verra que la toxine exige, ellemême, une incubation pour engendrer le tétanos. Le B., ayant fabriqué sa toxine antérieurement, peut donc bien être absent au début des symptômes. Il faut savoir cela, car le pus de la plaie tétanique, inoculé, ensemencé, peut ne pas déceler le B. de Nicolaïer.
Le B. tétanique ne quitte jamais la plaie ; il ne se répand jamais dans le sang ou dans les organes. Cette notion est capitale. Le tétanos est le type des intoxications microbiennes ; le B. reste in situ et fabrique des toxines qui vont, dans les centres nerveux, engendrer la maladie. Quelques auteurs (Hohlkeck, 1903) l’auraient cependant rencontré exceptionnellement dans le sang.
Le tétanos est relativement rare chez l’homme, depuis que la chirurgie est aseptique ; il est plus fréquent chez le cheval ; il l’était surtout jadis, avant le sérum, à la suite dé la castration. Pourquoi cette rareté relative, étant donnée la fréquence des spores tétaniques dans le sol, le fumier, etc.? On avait remarqué depuis longtemps que les plaies anfractueuses, souillées, par écrasement, étaient les plus fréquemment compliquées de tétanos. L’anaérobiose du B. de Nicolaïer explique les faits en partie; on comprend pourquoi la plaie doit être privée .d’air.
Causes favorisantes. Associations microbiennes. — Les recherches de Vaillard et de ses élèves II. Vincent et Rouget (1891) ont montré le rôle des Associations microbiennes dans la production du tétanos. L’inoculation d’une culture tétanique donne à coup sûr le tétanos, parce qu'on injecte de la toxine préformée ; les bacilles ou spores n’y sont pour rien. Si on prend soin de laver les spores, afin de les débarrasser de toute toxine (filtrer sur bougie Chamberland et faire passer plusieurs litres d’eau après l’épuisement des liquides de culture), ou de détruire la toxine par un chauffage de la culture, pendant trois heures à -f- 80°, et qu’on introduise ces spores sous la peau d’un animal très sensible tel que la souris ou le cobaye ,
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même à des doses formidables (25 000 spores), on ne produit aucun symptôme tétanique, si l’opération est faite très aseptiquement. C’est que les phagocytes s’emparent de ces spores et les digèrent, sans leur laisser le temps de produire des bacilles qui fabriqueraient la toxine (fig. 304). Donc : les spores tétaniques, à l’état de pureté, ne se développent pas dans les tissus
Fig. 304.
Spores tétaniques (en rouge) phagocytées.
(Ziehl et bleu).
sains. Pour que les spores engendrent le tétanos, il faut occuper ailleurs les phagocytes. On y arrive : 1° en mélangeant les spores avec de l’acide lactique (chimiotaxie négative) ; 2° en injectant, en même temps, du charbon pulvérisé dans le sang; 3° en les protégeant contre les phagocytes par un sac de papier filtre, de sureau ou de collodion ; 4Ù en les mélangeant à d’autres microbes ( associations microbiennes). Ainsi s’éclaire la pathogénie du tétanos. Il faut une plaie anfractueuse et souillée d’autres
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microbes. Il y a toujours, dansun pus tétanique, ungrand nombre de microbes aérobies. Le Micrococcus prodigiosus est un excellent favorisant. Ces faits expliquent aussi pourquoi le tétanos n'est pas indéfiniment réinoculable en séries ; la purification du pus entraînant l'insuccès.
Les spores ainsi phagocytées peuvent rester vivantes pendant plusieurs mois et se libérer ensuite pour donner un tétanos dont l’etiologie devient très obscure, en raison de cette longue période latente.
L'infection tétanique est favorisée et activée si on mélange des spores tétaniques (même sans toxine) à des sels de quinine (H. Vincent, 1904). Si on injecte en deux points spores et quinine, les bacilles vont végéter au point quinique, les spores ayant été appelées en ce point. On comprend dès lors : 1° la marche aiguë des cas de tétanos succédant aux injections de quinine ; 2° que des injections stériles de quinine puissent occasionner un tétanos par appel de spores latentes.
Cela s’explique par l'influence antileucocytaire des sels de quinine.
H. Vincent a montré que le tétanos se développe si un hématome, un caillot contient des spores tétaniques, même sans toxine ou sans association microbienne ; l’hématome se défend contré la défense leucocytaire. C’est aussi de la même façon qu’une injection de gélatine contaminée provoque le tétanos. L’incubation est alors longue, mais le tétanos a une évolution aiguë.
Le froid est aussi favorisant, paralysant l’action phagocytaire (Ciuca, H. Vincent).
Les lésions hépatiques ont aussi une influence prédisposante (IL Vincent).
2° Action expérimentale. — L’inoculation en série du pus tétanique ne réussit pas ; au 3e ou 4° passage, elle ne donne plus le tétanos (voir ci-dessus).
Le tétanos expérimental s'obtient presque toujours, dans les laboratoires, par injection de toxine. Ün emploie très rarement l'inoculation de la culture, ce qui d’ailleurs équivaut à injecter
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la toxine (voir plus haut, p. 777). Nous dirons plus loin comment est obtenue cette toxine (p. 700). Tout ce qui va suivre correspond aux injections de toxine, privée de bacilles et de spores.
A. Symptômes. — Les symptômes objectifs sont les mêmes que chez l'homme et aussi les mêmes chez toutes les espèces : ils se résument en la contracture musculaire , localisée, puis, généralisée.
Il est un autre symptôme qui est variable, c’est l’état de la température rectale. Chez les animaux tétaniques, la température monte beaucoup pendant la période terminale et même après la mort. J. Courmont et Pehlt (1900) ont étudié la marche de la température rectale dans le tétanos expérimental. Elle diffère suivant l'espèce animale considérée. Pour les adultes, le tétanos est hyperthermique chez l'homme, le cheval, la chèvre, le chien; il est hypothermique chez la souris, le cobaye, le lapin, la poule. Cette élévation ou cet abaissement de température ne débutent qu’au moment de la généralisation des contractures. L’âge peut avoir une influence considérable ; la jeune chèvre, le jeune chien présentent de l’hypothermie.
A la période terminale, on note une dyspnée formidable, et de Y accélération du cœur.
La mort survient après un temps variable, suivant les espèces et, pour chacune d’elles, avec la dose inoculée. La mort est d’autant plus rapide que l'incubation a été plus courte, et, pour l’incubation minima (voir p. 784), que la dose de toxine a dépassé la dose limite.
Il est très facile d'obtenir un tétanos curable; il suffit de diminuer la dose injectée. Le tétanos, même généralisé, peut guérir chez le chien, le lapin, et même chez le cobaye ; les contractures disparaissent progressivement en quarante ou cinquante jours. Le plus souvent le tétanos curable reste local. On peut même, en injectant une très petite dose dans un muscle (en mettant une goutte très diluée sur la conjonctive du cobaye) ne tétaniser que ce muscle.
En somme, on peut graduer le tétanos expérimental avec la
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plus grande facilité, en modifiant les doses de poison injecté.
B. Réceptivité des espèces animales. Doses. — Presque tous les animaux sont sensibles. On peut les classer ainsi, si on tient compte de la quantité de toxine nécessaire pour tuer un individu, sans s'inquiéter des différences de volume et de poids des espèces animales :
Souris blanche.
Cobaye.
Lapin.
Grenouille.
Solipèdes.
Une même toxine par exemple, injectée sous la peau, tuera une souris à 1/1 000 000 de centimètre cube, le cohaye a 1/10000, le lapina 1/8 de centimètre cube, la grenouille à 1/2 centimètre cube, le cheval à 2 centimètres cubes, le chien à 4 centimètres cubes, la poule à 10 centimètres cubes.
L’homme devrait probablement être placé en tête de ce tableau J. Nicolas (1893), a contracté un tétanos généralisé, suivi de guérison au bout de quarante-un jours, pour s'être piqué avec un aiguille simplement humide de toxine.
La souris blanche, le cobaye , le chien sont couramment employés. Nous avons souvent utilisé le chien , le cheval , et l'âne.
J. Courmiint et Doyon (1892) ont montré que pour tétaniser la grenouille il était nécessaire de la soumettre à des conditions spéciales de température. On injecte deux lots de grenouilles (I centimètre cube de toxine sous la peau de la cuisse) ; on laisse le premier à une température inférieure à + 20° ; on place l’autre (voir p. 284) dans l’étuve à -f- 30° ou + 38°. Les grenouilles du premier lot résisteront indéfiniment ; celles du deuxième deviendront tétaniques le sixième jour et mourront le quinzième. En été, par des températures supérieures à -f- 20°, la grenouille prend le tétanos sans avoir besoin d’être chauffée. La toxine se conserve longtemps dans le corps de la grenouille froide. Si on met celle-ci à L étuve, même plusieurs mois après
Chien.
Chèvre.
Pigeon.
Poule.
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l’injection, elle devient tétanique après une incubation de 6 jours, comptés à partir du commencement du chauffage. Nos expériences ont été confirmées par Buschke et OErgel (1893), Gumprecht (1894), Metchnikoff (1897), Knorr (1898), Coleina (1898), etc.
La poule passait pour être réfractaire. J. Gourmont et Doyon ont montré (1893) qu’il n’en était rien. 11 faut seulement de fortes doses.
Le pigeon est plus sensible que la poule (Behring et Ransom).
La tortue , le caïman, le scorpion (même chauffés) sont réfractaires (Metchnikoff) .
Si, au lieu de considérer les individus, on calcule la dose qui tue un gramme d’animal , l'ordre de la sensibilité change. Le cheval est alors le plus sensible de tous (Knorr) ; il faut 13 fois plus de toxine pour tuer 1 gramme de souris et 2 000 fois plus pour tuer 1 gramme de lapin.
C. Voies d’introduction. — Les doses que nous venons de donner, les symptômes que nous venons de décrire, correspondent à l'injection sous-cutanée ou intra-musculaire. Doses nécessaires et symptômes varient suivant la voie d’introduction.
La voie sous-cutanée ou musculaire donne un tétanos local, puis généralisé (parfois le début n'est pas local, chez les solipèdes, J. Gourmont et Doyon).
L’injection intraveineuse produit un tétanos généralisé d’emblée. 11 faut une dose 8 ou 10 fois plus forte que sous la peau.
L ’ injection intracérébrale (Roux et Borrel, 1898) engendre une forme spéciale : excitation, crises convulsives intermittentes, troubles moteurs, polyurie, etc. ( tétanos cérébral ), au lieu des contractures permanentes [lapin, cobaye , rat ) . Le lapin est sensible à des doses 25 fois plus faibles que sous la peau, tandis . que le rat exige des doses plus fortes.
L’injection intramédullaire a été réussie par Meyer et Ransom : l’incubation ne serait pas supprimée, mais ne serait plus que de
1 Le chauffage de la souris, du cobaye , après injection de toxine tétanique, ou d’abrine, active l'intoxication (Lesné et Dreyfus).
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2 ou 3 heures. Elle donnerait un tétanos douloureux (paroxysmes très douloureux dans la région périphérique correspondante).
L’injection dans la carotide donne un tétanos généralisé, mais la dose mortelle est sensiblement la même que pour l’inoculation sous-cutanée,
L’ injection dans la cavité arachnoïdienne produit les mêmes effets que l'injection intraveineuse (Tizzoni et Cattani, C. Brunner, etc.).
Binot (1889) a tenté l'injection de la toxine dans les différents viscères du cobaye. Ce tétanos splanchnique a des allures spé- ■ ciales. La dose nécessaire est à peu près la même que sous la peau; l'incubation est plus longue, mais la marche plus rapide . après l’apparition des premiers symptômes. Ceux:-ci sont : frémissement vibratoire symétrique, dyspnée, hoquet, spasmes musculaires du membre débutant loin du point inoculé, jamais de contractures permanentes , mort en hypothermie, flaccidité pendant l’agonie. C’est probablement le tétanos du grand sympathique à opposer au tétanos moteur. L’injection de sérum antitétanique est efficace plusieurs heures après l’inoculation de la toxine.
L’ingestion, l'inoculation dans la vessie échouent. L'introduction dans le poumon , dans les fosses nasales , donne un tétanos splanchnique. L’inoculation dans la moelle osseuse donne le tétanos moteur.
D. Fractionnement et dissémination des doses. — J. Cour mont. etDoYON (1899) ont montré que la dissémination et le fractionnement d’une seule dose mortelle de toxine, injectée sous la peau du cobaye, augmentent la puissance de l'injection. En injectant, en 4 ou 8 points de la surface cutanée, une seule dose mortelle, c’est-à-dire en injectant, dans chaque point, seulement 1/4 à 1/8 de la dose, donc, pour chacun d’eux, une dose insuffisante à elle seule, on produit un tétanos généralisé d’emblée et une mort plus rapide que si la dose est injectée massive. On peut même tuer avec une dose non mortelle, en fractionnant et disséminant celle-ci. Ce fait est curieux, rapproché de la moindre action de la dissémination par la voie sanguine (voir p. 782).
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11 a été confirmé par Binot. La toxine 'pyocyanique et le venin de vipère se comportent de même ; l’effet est inverse avec la toxine diphtérique.
E. Période d’incubation. — L’injection de toxine ne produit pas immédiatement les contractures , comme l’injection de strychnine par exemple. Il y a toujours une période d'incubation entre l'injection et l’apparition de la première contracture. J. Courmont et Doyon (4893-1898) ont établi : 1° que cette période d'incubation est fatale, elle ne peut être supprimée : 2° que l'augmentation des doses injectées la raccourcit jusqu’à une certaine durée, qu’on ne peut plus abréger. Une dose très faible de toxine peut donner une incubation assez longue ; une dose suffisante donne l’incubation minima ; à partir de celle-ci, on peut centupler la quantité, on ne raccourcira plus l'incubation. Ainsi l'incubation minima pour le cobaye est de douze heures avec 100, 30 000 ou 90000 doses mortelles.
Elle n’est, en outre, pas supprimée par l'inoculation dans le sang, dans les nerfs, même dans le cerveau. Quel que soit le point de l’économie où la toxine est déposée, il n’y a jamais de contracture immédiate.
Voici la longueur moyenne de la période d’incubation :
Souris blanche 8 à 12 heures.
Cobaye 12 à 18 —
Lapin 18 à 36 —
Chien 36 à 48 —
Homme (cas de Nicolas) .... 4 jours.
Poule 4 à 9 —
Ane 4
Gheval 5 —
Grenouille 4 à 6 —
Pendant cette période d’incubation, la méthode graphique ne décèle aucun trouble de la circulation ou de la respiration, chez le chien (J. Courmont et Doyon). C. Brunner (1898) a noté une augmentation de l’activité des échanges gazeux. D’Arsonval et Charrin ont vu de petites oscillations de la température au calorimètre, à partir delà quatrième heure de l’incubation.
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C’est l’indice des actes chimiques qui occupent cette période.
F, Influence de la température ambiante. — Voir plus haut (p. 781) les expériences de J. Courmont et Doyon sur la grenouille chauffée.
G. Sort de la toxine dans l'organisme. — On s’attendrait à trouver dans le corps de l'homme ou des animaux tétaniques une quantité de toxine progressivement croissante jusqu'à la mort. Il n’en est rien. La présence du bacille était déjà éphémère dans la plaie celle de la toxine l’est également, au moins dans l’état où nous sommes habitués à la reconnaître. Il en est de même chez les animaux injectés expérimentalement.
Pour déceler la présence de la toxine dans un liquide, dans un organe, on inocule ceux-ci à un animal très sensible, la souris blanche. Lorsqu’un lapin a reçu, par exemple,. 2 ou 3 centimètres cubes de toxine, chaque parcelle de son corps devrait tétaniser la souris (1/L 000 000 de centimètre cube étant suffisant pour cela) , si la toxine était régulièrement diffusée et n’avait pas été transformée.
Pestana (1891) étudiant le sort de la toxine, chez le cobaye, pensait qu elle était retenue par le foie. Contrairement à Bruschettini (1892), qui avait retrouvé la toxine dans les urines, Kartulis (1893), F. Blumenthal (1896), Jacob (1897), Knorr (1897) nient cette élimination. J. Courmont et Doyon (1894) n'ont pas vu la toxine s’éliminer chez le chien tétanique.
A. Marie (1897) a recherché, d’heure en heure, le sort de la toxine, chez le lapin, injecté avec 10 centimètres cubes de toxine dans le sang. Le sang du lapin ne tétanise plus la souris à partir de la dix-septième heure, les contractures ne devant apparaître que vers la quarante-huitième heure. A la dix-septième heure, on saigne le lapin, on émulsionne tous ses organes ; aucune émulsion ne tétanise la souris. La toxine ne s’est pas éliminée, pourtant elle a disparu. F. Blumenthal (1898) a montré que la toxine disparaît bien moins vite chez le cobaye. 11 ne faut pas généraliser les conclusions.
Ransom (1898) retrouve la toxine dans les organes du pigeon,
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sauf dans le système nerveux central. Tauber (1898) ne la retrouve pas chez l’homme. Metchnikoff (1897) a vu que la toxine se conserve longtemps chez les animaux à sang froid et finit par s’éliminer sans faire d’antitoxine (sauf chez les caïmans dont le sérum devient antitoxique) .
J. Courmont et Doyon (1898) ont étudié la grenouille à ce point de vue. La toxine est plus abondante dans le sang que dans les organes ; elle disparaît plus vite chez la grenouille chauffée ; elle disparaît d’autant plus lentement de la grenouille froide que la dose injectée est plus forte ; elle existe toujours dans le sang au moment où éclatent les contractures, mais disparaît toujours avant la mort; elle n’existe, à aucune période , dans le système nerveux , si la dose est suffisamment faible.
Chez la poule , injectée avec une dose non efficace, la toxine se conserve longtemps (Vaillard) ; elle disparaît sans s’éliminer (Asakawa). Chez le chien, la toxine peut exister dans le sang, à la période des contractures (J. Courmont et Doyon).
On ne peut tirer de tous ces faits que trois conclusions : 1° la toxine peut avoir disparu de l’organisme de certains animaux avant l’apparition des contractures ; 2° la toxine peut se conserver longtemps intacte chez des animaux réfractaires ou peu sensibles ; 3° lorsque la toxine disparaît, ce n’est pas par élimination, mais par transformation ou par fixation.
La diffusion de la toxine est très rapide; injectée sous la queue du rat, elle produit le tétanos, même si on ampute la queue au bout de trois quarts d’heure.
Sa fixation doit aussi être très rapide. On injecte une seule dose mortelle de toxine dans le sang du lapin ; on le saigne au bout de dix heures, on retire une quantité de toxine supérieure à la moitié de celle injectée : on transfuse du sang neuf; le lapin devient cependant tétanique, et meurt, n’ayant conservé qu’une dose non mortelle.
H. Vincent (1908) a étudié le sort de la toxine tétanique dans le tube digestif. Elle est rapidement détruite sur place dans l’estomac, ou dans l’intestin, lorsqu’on l’y introduit directement. C 'est l’acide chlorhydrique du suc gastrique qui la détruit; puis la bile (voir p. 788) ; enfin, le suc pancréatique activé par
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l’entérokinase. Pour Breton et Petit (1908), les microbes de l’intestin concourent à détruire la toxine tétanique.
H. Neutralisation de la toxine par la substance nerveuse. — Wassermann et Takaki (1898) ont découvert que si on mélange. in vitro, dix doses mortelles de toxine avec 1 centimètre cube d’une émulsion de cerveau de cobaye (1 cerveau dans
10 centimètres cubes d’eau salée), le mélange inoculé, ne donne pas le tétanos. Le retentissement de cette expérience fut immense et exagéré. On crut avoir trouvé la raison d’être : 1° de la période fatale d’incubation ; 2° de la disparition de la toxine dans l’organisme. La toxine, fixée sur les centres nerveux et retenue par les cellules nerveuses, ne pourrait plus diffuser ; ainsi s’expliquaient les inoculations négatives de substance nerveuse des tétaniques. Wassermann et Takaki crurent, à tort avoir trouvé une méthode curative et préventive (injection de substance nerveuse). Les cerveaux d’ homme , de lapin, de cheval , jouissent des mêmes propriétés.
Tout se borne à une action de contact in vitro ; il faut que les substances soient bien broyées et mélangées ; c’est une expérience absolument artificielle. L’inoculation de toxine et d’émulsion de cerveau, en deux points différents du corps, est toujours suivie de tétanos.
D'ailleurs, ces propriétés fixatives disparaissent si on dessèche la substance nerveuse dans le vide (Morax et A. Marie) ; il n’y a donc aucune propriété antitoxique.
Si on dessèche le cerveau de cobaye après addition de toxine,
11 restitue la toxine.
La papaïne libère une partie de la toxine fixée sur la substance cérébrale. La stéapsine n’en libère pas trace. La neutralisation de la toxine par la substance cérébrale paraît donc, d’après cès diverses expériences, due à une combinaison avec un composé albuminoïde (A. Marie et Tiffeneau).
Metchnikoff (1898) a montré qu’il n’y a aucun rapport entre la sensibilité d’un animal au tétanos et l'aptitude de son cerveau à fixer la toxine ; bien plus, le cerveau du cobaye tétanique peut encore neutraliser la toxine. J. Courmont et Doyon (1898)
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ont ruiné complètement la portée de l’expérience de Wassermann et Takaki, en montrant que les centres nerveux de la grenouille chauffée (sensible) ou non (réfractaire) étaient, dans les deux cas, incapables de neutraliser la toxine in vitro. L'expérience qui réussit avec le cobaye, ne réussit pas avec la grenouille chauffée, hile n’a donc aucun rapport avec la pathogénie du tétanos. D’ailleurs, la névrine, le chlorhydrate de bétaïne neutralisent la toxine (Roger et Josué), grâce à leur alcalinité (Tiffeneau et A. Marie).
I. Action de la bile sur la toxjne tétanique. — H. Vincent a montré que d centimètre cube de bile neutralise, en deux heures à 18°, ou en un quart d’heure à 48°, jusqu’à 100 doses de toxine tétanique. Ce sont les savons biliaires et la cholestérine qui agissent.
J. Lésions nerveuses chez les tétaniques. — On ne -trouve aucune lésion particulière chez l'homme et les animaux ayant succombé au tétanos. Cependant, on a cru, il y a quelques années, avoir découvert une lésion spécifique des centres nerveux, qui aurait expliqué la période d'incubation, par le temps nécessaire à sa production. Marinesco (1896) a prétendu que la méthode de Nissl décelait des lésions caractéristiques du tétanos ; hémorragies diffuses, chromatolyse des cellules nerveuses. J. Courmont, Doyon et Paviot (1897, 1898) ont fait justice de ces soidisant lésions spécifiques. Il n'existe pas de lésions pouvant être considérées comme l’origine des contractures ; la contracture n’est pas fonction cl'une lésion des cellules nerveuses médullaires appréciable par les méthodes actuelles. Ces lésions existent chez le cobaye, mais n’ont pas la même topographie que les contractures ; elles n’existent pas chez le chien tétanique. En somme, ces lésions sont banales, elles se rencontrent dans une foule d'intoxications ; elles peuvent exister sans tétanos, et le tétanos sans elles. Nos conclusions ont été confirmées . par tous : Goldschreider et Flatau (1897), F. Blumenthal (1898), Nageotte et Ettlinger (1898), Donetti (1898), Pechoutre (1898), De Buck et De Moor (1899), etc.
Une autre lésion, également non spécifique , est la phagocytose
ACTION PATHOGENE
des cellules nerveuses par des cellules migratrices, dans les cas subaigus de Y homme , du cobaye (Joukowskt), aigus du cheval (J. Courmont, Doyon et Paviot).
JL Substances immédiatement strychnisantes dans l’organisme des tétaniques — L’extrait aqueux des muscles tétaniques injecté à la grenouille est parfois immédiatement stryohnisant (J. Courmont et Doyon). Ce fait a été confirmé par Buschke et OErgel (1893), par F. Blumenthal (1897), par Tauber (1898) ; par contre, G. Brunner, Oüchinsky, A. Marie, G. Brunnkr ont échoué. En réalité, l’existence d’une substance immédiatement strychnisante, dans le sang et les muscles tétaniques, est inconstante, et nous ne connaissons pas le déterminisme de son apparition. Les urines du chien tétanique sont hypertoxiques et convulsi vantes avant l’apparition des contractures (J. Courmont et Doyon) .
L. Localisations des effets du poison tétanique sur l’appareil neuro-musculaire. — Sur quel point de l’arc sensitivomoteur agit le poison tétanique? J. Courmont et Doyon (1892) ont conclu, de nombreuses expériences physiologiques, que « le poison tétanique ne modifie pas l’excitabilité des nerfs moteurs. 11 agit comme s'il s’adressait au système sensitif. » Ce serait un poison sensitif.
Il est admis aujourd'hui que la toxine tétanique est absorbée par les nerfs et atteint les centres par cette voie (Meyer et Ransom, à. Marie). En effet, la toxine se retrouve dans les nerfs de la région correspondante ; l’intégrité du cylindraxe est nécessaire pour la propagation (l’es gaines et les lymphatiques des nerfs ne jouant qu’un rôle accessoire dans l'absorption de la toxine) ; la pénétration a lieu par les terminaisons intramusculaires ; la migration ne peut être centripète (de la moelle aux nerfs) ; l’injection d’antitoxine dans le nerf empêche l’envahissement des centres nerveux (Meyer et Ransom). Donc, la toxine emprunterait, pour ces auteurs, la voie des nerfs moteurs.
MIle Cernovodeanu et V. Henri (1907) estiment, au contraire, que la toxine tétanique, pour produire le tétanos, doit suivre la voie sanguine et lymphatique.
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Telles sont les propriétés qui font du poison tétanique une toxine si particulière et si curieuse à étudier.
E) — Toxines
1° Historique. — Nicolaïer avait déjà supposé que le bacille qu'il venait de découvrir agissait par ses toxines. C’est Knuo Faber qui isola la toxine tétanique, en 1890. Son expérience est classique : on filtre une culture de B. tétanique et le produit de filtration, injecté, à doses infinitésimales, à l’animal, reproduit tous les symptômes du tétanos mortel, sans l'aide d’aucun élément figuré. Knüd Faber crut qu’un chauffage de cinq minutes à -j- 05° détruisait la toxine et admit sâ nature albuminoïde. Tizzoni et Cattani (1890), Vaillard et Vincent 1891, etc., confirment cette découverte.
2° Préparation. — La préparation de la toxine est simple. On ensemence un grand flaçon de bouillon de bœuf additionné de 1 p. 100 de gélatine avec une culture pure de B. de Nicolaïer. On fait le vide (voir Première partie, chap. VI}, ou on cultive simplement sous 1 huile de vaseline, on met à l’étuve. Au bout de vingt jours (sept jours pour plusieurs auteurs), on retire de l’étuve, on laisse à la température du laboratoire en agitant chaque jour. On filtre sur bougie Chamberland F, et on recueille dans un flacon, stérilisé avec une couche de 1 centimètre cube d’huile de vaseline, qui surnagera sur le liquide et le préservera de l’air. Cette conserve est mise à l’abri de la chaleur et de la lumière.
On augmente beaucoup la toxicité des cultures en bouillon en cultivant le bacille deux ou trois fois de suite dans de la culture filtrée. On filtre et on réensemence ; le bacille pousse bien.
Debrand (1902) a utilisé, pour la préparation de la toxine tétanique, la propriété, découverte par J. Courmont et Nicolas, en 1894 (voir p. 165) de faire végéter un anaérobie mélangé à un aérobie, sans être obligé de faire le vide. 11 cultive le B. de Nicolaïer à l’air, en présence du B. subtilis. La toxine obtenue
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est immunisante et peut être employée pour la préparation du sérum. On conserve cette semence mixte en mettant en tubes scellés une culture de six jours, chauffée deux minutes à + 100°.
La toxine est parfois conservée à l’état sec; elle est alors comptée par milligrammes ou fractions de milligramme. On la dessèche dans le vide, dans de larges vases, à -j- 30°. Aussitôt l'évaporation terminée, le résidu est pulvérisé et conservé dans un récipient où le vide est maintenu et placé à l’abri de la chaleur et de la lumière. On refait le vide après chaque prise.
On peut conserver la toxine à l’état liquide. Elle s'atténue* très lentement, sous l’huile. Au bout d’un an, elle a perdu, au plus, un quart de sa puissance.
3° Action pathogène . — L’action pathogène de cette toxine (contractures après incubation) a été étudiée (p. 779). En général, la toxine tétanique liquide tue le cobaye à 1/500 de centimètre cube; certaines cultures filtrées (préparées cependant de façon en apparence identique) sont bien plus actives, et tuent le cobaye à 1/10000 centimètre cube.
La toxicité de la culture du B. de Nicolaïere st un des exemples les plus saisissants de la puissance des produits solubles microbiens. Il y a bien peu de substance réellement active dans 1 centimètre cube de culture filtrée; ce centimètre cube peut cependant tétaniser 1 000 000 de souris ou 10 000 cobayes.
4° Nature. — La substance active, tétanisante, des cultures filtrées du B. de Nicolaïer est une toxalbuminc qu il faut rapprocher de la toxine diphtérique, des venins, etc. (voir p. 314). Elle est atténuée par la chaleur, l’oxygénc.
11 faut un chauffage de 80° pendant trente minutes pour la rendre inoffensive. Sèche (précipitée par le sulfate d’ammoniaque) elle supporte (comme les diastases. Hufner, Salkowski) des températures bien supérieures; 135° pendant vingt minutes ne l'altèrent pas ; il faut 154° pendant quinze minutes pour l’atténuer légèrement et 159° pour l’atténuer sérieusement, sans toutefois
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la détruire. Elle est donc, à l’état sec. plus résistante que les spores qui sont tuées en vingt minutes à -f- 155° (Morax et A. Marie; 1902).
Elle est précipitable par l’alcool (10 à 15 volumes maintenus vingt quatre heures en contact), ne dialyse pas, adhère à certains précipités (phosphate de chaux ou d’alumine). Elle liquéfie la gélatine. Tous ces caractères sont ceux des toxines albuminoïdes, voisines des diastases.
Certains auteurs (Ouchinsky, voir p. 322) ont affirmé avoir produit la toxine tétanique en cultivant le bacille dans un milieu non albumineux. Fermi et Pernossi (1894) le nient avec raison.
Nous signalons pour mémoire les premières recherches de Brieger (1886) qui avait cru, à tort, isoler des alcaloïdes strychnisants des produits tétaniques ( tétanine , tétanotoxine , spasmotoxine ) .
La toxine tétanique jouit de propriétés chimiotaxiques négatives énergiques.
La toxine tétanique est lécithinophile (Petit) . Cela donne peutêtre en partie l’explication de son affinité pour le système nerveux.
F) — Immunisation
La culture filtrée, dont nous venons d’étudier les propriétés toxiques, est également immunisante.
Knud Faber avait échoué. Behring et Kitasatq (1890) ont vacciné des lapins, en leur inoculant des cultures complètes avec du trichlorure d'iode. Cette méthode, peu pratique (60 p. 100 des lapins succombaient), a cependant suffi à la découverte des sérums antitoxiques. Vaillard (1891) montre qu’il vaut mieux utiliser la culture filtrée, en injectant d’abord des doses massives de toxine chauffée à 4- 60°, + 55° + 50°, puis des doses progressives de toxine active. Roux, Vaillard (1892) remplacent le chauffage par l’addition d iode. De l’eau iodée à 1/500, mélangée à son volume de toxine, neutralise celle-ci pour le cobaye. Brieger, Kitasato et Wassermann (1892) vaccinent avec des cultures complètes mélangées à de l’extrait de thymus. Vaillard a pu immuniser le lapin en lui inoculant à plusieurs
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reprises des spores privées de toxine et additionnées d’acide lactique (le sérum du lapin ne devient pas antitoxique).
On peut immuniser tous les animaux. On opère surtout sur le cheval pour la production du sérum antitétanique (voir p. 959). On choisit un cheval assez jeune, sain (on le malléine , (voir p. 600), de caractère facile. On fait les injections sous la peau du flanc ou de l’encolure, avec toute l’asepsie désirable. On commence par des doses faibles (1/10, 1/6 de centimètre cube) de toxine, mélangées avec quelques gouttes de solution iodée. On prend, matin et soir, la température de l’animal. Les premières injections produisent une légère réaction locale et fébrile. On recommence au bout de cinq ou six jours, en augmentant légèrement la dose de , toxine et en diminuant celle de solution iodée. Au bout de trois ou quatre injections, on supprime définitivement l'iode. On augmente, chaque fois (être très prudent), la dose de toxine. Il ne doit se produire aucune contracture. On arrive ainsi à pouvoir injecter au cheval, en une seule séance, 250 centimètres cubes, et plus, de toxine sans aucune réaction. 11 faut parfois douze ou quinze mois pour arriver à ce résultat : cela dépend des chevaux. L'immunisation est acquise, mais il faut la continuer encore pour avoir le maximum du pouvoir antitoxique du sérum (voir p. 362). L'immunisation ne doit jamais être cessée, sous peine de voir l’état vaccinal disparaître assez rapidement. On continuera donc d’injecter le cheval, au moins tous les mois, avec 250 à 400 centimètres cubes de toxine. /
G) — Diagnostic bactériologique
Le diagnostic bactériologique du tétanos est, en général, inutile, le diagnostic clinique étant facile. Le premier est d’ailleurs souvent presque impossible. La culture, l'inoculation du pus de la plaie peuvent très bien ne plus contenir de bacilles, au moment de l’apparition des contractures (voir p. 777). On inoculera le pus ou les produits suspects sous la peau de la souris ou du cobaye. On fera des préparations directes avec le pus, et on les colorera par le Gram, pour chercher des formes en épingle.
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Le séro diagnostic est impossible (voir Agglutination, p. 776). H) — Sérothérapie
11 n'existe pas de traitement efficace du tétanos confirmé. Le traitement de Baccelli (injections sous-cutanées d’acide phénique) a échoué contre le tétanos expérimental entre les mains de J. Cour mont et Doyon, Josias, Guillermin.
Le seul traitement est le traitement préventif par les injections de sérum antitétanique .
En 1890, Behring et Kitasato avaient annoncé que le sérum des animaux immunisés était préventif et curateur , c’est-à-dire qu’il prévenait le tétanos, injecté avant la toxine, et qu’il guérissait les souris déjà en proie aux contractures. Tizzoni et Cattani (1891), Vaillard confirment la propriété antitoxique préventive du sérum, mais ne peuvent guérir le tétanos confirmé. Vaillard (1892) montre que le sérum est antitoxique, mais non bactéricide; le B. végète et sécrète sa toxine dans le sérum des animaux réfractaires. Roux et Vaillard (1893) reprennent la question. Ils voient que le sérum est plus actif, mélangé in vitro qu’injecté préventivement; 15 000 doses mortelles de toxine mélangées in vitro à un volume égal de sérum sont neutralisées, tandis que la même quantité de sérum injectée préventivement, ne préservait pas le cobaye contre 15 000 doses de toxine. L’immunisation est acquise immédiatement, mais ne dure que quelques jours. Le sérum est préservatif et n est pas curateur ; injecté avant la toxine ou dans les premières heures suivantes, il préserve ; injecté à la fin de la période d incubation ou après les premières contractures, il est sans action. Ces conclusions sont classiques.
Le sérum antitétanique a servi à toutes les expériences sur les antitoxines, la mesuré de l’activité des sérums, etc., que nous ne pouvons relater ici (voir p. 354).
Voir, page 381, son mode d emploi.
CHAPITRE XXIII
BACILLE DE LA NÉCROSE
Observé par Koch, ce microbe fat isolé par Lôffler (1884) et décrit comme l'agent de la diphtérie des veaux. Bang montre qu’à la faveur de son action nécrosante, le bacille est capable de déterminer les lésions les plus variées. Schmorl, ignorant les travaux de Loeffler et de Bang, isole le même germe d une maladie spontanée, il le décrit sous le nom de Streptothrix cuniculi. Depuis, en raison de la variété de ses aptitudes pathogènes le bacille de la nécrose a fait l'objet d'un nombre considérable de travaux (Ernst, Mohler, Byron, Césari et Alleaux).
Le bacille de la nécrose (Bacillus necrophorus est encore connu sous les noms de B. de Schmorl , B. de la dipthérie du veau, B. fUif'ormis, Streptothrix necrophora , B. necroseos, etc.
A) — - Isolement, cultures
1° Isolement. — Si les produits renferment le bacille en grande abondance et à l’état pur on obtient souvent des cultures pures d'emblée par ensemencement en milieux liquides additionnés de sulfure de calcium (ubi infra , Césari et Alleaux). On se débarrasse des impuretés par des passages en milieux sulfurés, répétés à court intervalle.
Si les germes sont peu nombreux et accompagnés de microbes étrangers il faut recourir au procédé classique de Yreillon, après avoir effectué une culture d’enrichissement en milieu sulfuré.
2° Caractères généraux des cultures. — Anaérobie strict. Peut se développer au contact de l’air en présence des aéro-
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3° Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — En plaque. Colonies arrondies, opaques, blanc sale, plus tard leur centre est jaune brunâtre.
Formation de bulles gazeuses dans le milieu.
Piqûre. — Traînée mince, blanche, opaque formée de colonies que la coupe montre constituées par des filaments rayonnés, boursouflés, lichénoïdes. Bulles gazeuses.
La gélose au bouillon Martin est surtout favorable au développement..
B. Gélose-sérum. — Culture plus abondante que sur la gélose. Pas de liquéfaction.
Fig. 305.
Bacille de la nécrose (Mohler).
b, culture en gélose montrant des colonies isolées (24 heures1 ; c, colonies isolées montrant le caractère filamenteux du développement.
de gaz. Le liquide s’éclaircit en
C. Gélatine. — Pas de liquéfaction
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble du liquide, production abandonnant un sédiment blan-
bies stricts ( Bacillus subtilis ) ou facultatifs (Bac. du rouget).
L'addition de sulfure de calcium au milieu permet également lâ culture aérobie. Se développe entre 28-30 degrés et 40 degrés, avec un optimum à 37-38 degrés, odeur désagréable. Produit de l'indol.
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
châtre, visqueux. Odeur désagréable de fromage, de glue, d ejavart. Le meilleur milieu liquide est le bouillon Martin, glucosé ou non . Le milieu sulfuré (Césari et Alleaux) qui permet le développement du bacille en présence de l’air, se prépare en ajoutant au bouillon Martin glucosé à 0,2 p 100, ou à un milieu préparé
Fig. oU6.
Bacille de la nécrose (type allongé et type court clans les produits pathologiques [foyer de nécrose métastatique dans les poumons d’un cheval atteint de javart]) (E. Césari et V. Alleaux).
Giemsa. Gr. I 8000.
selon la formule suivante : peptone Chapoteaut4 p. 100, glucose 0,2 p. 100, et sel marin 0,5 p. 100, des traces de sulfure de calcium stérilisé en tube ouvert à 180 degrés.
B. Lait. — Se coagule du 4° au 6e jour par acidification.
B) — Coloration, caractères microscopiques 1° Coloration. — Se colore bien par les matières colorantes
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d aniline (Bleu de méthylène, fuchsine phéniquée diluée, bleu de toluidine alcalin à 1 p. 100) et par le Giemsa. Ne prend pas le Gram. Le bacille, les formes filamenteuses (10 à 100 fx) surtout, ne se colorent pas uniformément. Les espaces clairs et colorés sont distribués irrégulièrement suivant les éléments, tantôt
Culture de vingt-quatre heures en bouillon martin glucosé à 2 p. 1000. Fuchsine phéniquée (E. Césari et Y. Alleaux).
Gr. : 1 800.
l'alternance est régulière tant il existe de grandes vacuoles puis un petit espace coloré, etc...
2° Forme. — Essentiellement polymorphe, depuis la forme en coccus jusqu’aux filaments ayant plus de 100 ,u de longueur. Les filaments très longs, dans les tissus sont groupés en éeheveaux ondulés. L’extrémité du filament est renflée ou effilée. Les
CARACTÈRES BIOLOGIQUES 799
formes courtes sont observées dans les vieilles cultures ou dans les tissus.
3° Mobilité. — Immobile (Mohler) et n’offre pas trace de cils (Césari et Alleaux), mobile (Schmorl).
Fig. 308.
Bacille de la nécrose.
Foyer métastatique du cœur du lapin (Mohler et Byron).
4e Spores. — Asporulé.
G) CARACTÈRES BIOLOGIQUES
1° Habitat. — Se trouve normalement dans l'intestin du porc, dans le fumier et dans le sol souillé par les déjections.
2° Vitalité, virulence. — Les cultures conservent leur vitalité à la température ordinaire, en bouillon Martin simple pen-
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dant plusieurs mois. Elles meurent à 37 degrés, en bouillon Martin glucosé, après une semaine environ (Césari et Alleaüx).
Il est tué en 2 minutes par le phénol à 2 p. 100, en 9 minutes par le sublimé à 1 p. 2000, en 30 minutes par le formol (1 p. 100 de formaldéhyde) à 2.5 p. 100.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Peu d’organismes manifestent une action pathogène aussi étendue. Le bacille de la nécrose peut déterminer chez le bœuf, le mouton, la chèvre, l’antilope, le daim, le renne, le cheval, l’âne, le porc, le kanguroo, le lapin, le chien et le poulet des lésions de la peau, du pied, des muscles, du cartilage, des os, des muqueuses.de l’ombilic et des viscères. Son action est caractérisée surtout par une nécrobiose, procédant de la nécrose de coagulation et de la caséification, avec une tendance marquée à l’extension des altérations surtout en profondeur et une aptitude remarquable à faire des métastases.
Le bacille de la nécrose s'installe dans les tissus à la faveur d’une lésion primitive (traumatisme, suppuration), très souvent on le trouve associé à d’autres germes pyogènes (streptocoque, colibacille) .
Le tableau suivant donne une idée de l’étendue et de la variété des lésions rapportées au bacille de la nécrose :
Peau et Tissu conjonctif
SOUS-CUTANÉ Os ET ARTICU- LATIONS
Tissus du Pied .
Dermatite ulcéreuse, nécrose cutanée (cheval).
Inflammations du paturon, eaux aux jambes (cheval).
Lésions confluentes, avec gangrène, de la vaccine (mortification des trayons) (bovidés).
Dermatite du groin, des lèvres et des pieds (porc).
Ulcérations du nez et des lèvres (mouton).
Dermatite à localisations diverses (lapin, cobaye).
Abcès (lapin).
Nécrose des os, des tendons, des cartilages (mal de nuque, de garrot...)
Arthrite des veaux et des poulains.
f Javart cartilagineux (cheval).
< Panaris (bœuf).
( Podo-dermatite ulcéreuse (mouton).
ACTION PATHOGENE
i Stomatite ou diphtérie (veau, porc).
Stomatite ulcéreuse du mouton, i Nécrose caséeuse de l’œsophage (veau).
\ Ulcérations de l’estomac (porc, veau, daim, anti- Appareil 1 lope) ; de l'intesLin (veau, porc); du gros côlon digestif \ et du cæcum (cheval).
I Nodules caséeux dûs à E chinorhynchus qigas.
1 Nodules caséeux du foie ou hépatite nécrosante (jeunes animaux, bovidés, daim, cobaye); de \ la rate (bovidés).
A PPAREIL RESPIRATOIRE.
Appareil
URO-GÉNITAL
; Coryza, collection des sinus (lapin).
| Nécrose des cartilages du nez et du larynx (porc). ( Abcès du poumon (cheval, lapin). .
I Omphalo-phlébite.
1 Abcès du rein (bœuf).
' Ano-vulvile ulcéreuse (bovidés).
1 Vaginite, métrite (bovidés).
f Localisations génitales chez le mâle et la femelle V .(mouton).
2° Action expérimentale. — A. Veau. — a. Inoculation souscuianée. — Abcès, puis ulcération à. centre caséeux.
b. Inoculation veineuse. — Nodules caséeux du poumon et du foie.
B. -Mouton. — Inoculation sous-cutanée, — Abcès et ulcération consécutive.
C. Porc. — Inoculation sous- cutanée. — Abcès avec centre nécrosé.
. D. Lapin. — Sensible au virus nécrosant, peu sensible à la toxine.
a. Inoculation sous-cutanée. — Le plus souvent formation d’un bourbillon entouré d une coque fibreuse, consistant à la périphérie, ramolli et grumeleux au centre, néphrite parenchymateuse (Césari).
b. Inoculation veineuse. — Tuméfactions articulaires avec formation de bourbillons, caractéristiques du bacille de la nécrose. Lésions osseuses tendineuses, musculaires, sous-cutanées, pleuro-pulmonaires. Localisations rares au niveau du cervelet, du foie, de la cornée (Césari).
c. Inoculation péritonéale. — Le plus souvent le péritoine pré-
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sente des exsudats arrondis, lenticulaires de coloration jaunâtre, Si la mort survient tardivement on trouve des tumeurs enkystées, les vaginales sont souvent remplies d’exsudats nécrotiques (Césari).
Fi£. 309.
Bacille de la nécrose.
Coupe de la lèvre supérieure d'un veau atteint de diphtérie (Mohler et Byron).
E. Souris. — Inoculation sous-cutanée. — Très sensible. Mort en cinq-vingt et un jours avec dermatite, nécrose des tissus, métastases viscérales.
F. Cobaye. — Peu sensible au virus nécrosant, sensible à la
toxine. Peu réceptif. •
a. Inoculation sous- cutanée. — Eschare humide à apparition
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b. Inoculation veineuse. — Les cultures totales sont toxiques, de faibles doses déterminent des taches nécrotiques du foie dans lesquelles on retrouve les bacilles de Schmorl.
c. Inoculation péritonéale . — Les phénomènes se rapprochent de ceux observés à la suite de l’inoculation veineuse. La toxicité est plus manifeste que la virulence (Césari).
G. Poulet, Pigeon. — Réfractaire.
E) — Toxines
Dans le bouillon Martin glucosé à 2. p. 4000 le bacille de Schmorl secrète une toxine qui jouit de propriétés escharifiantes marquées. La toxicité maxima s’observe après 24 heures. Le poison résiste assez bien au vieillissement (en tube fermé) dans l’étuve, mais fléchit déjà nettement a 55°. Le chauffage à 100° (5 minutes) altère plus encore le poison, sans le détruire.
F) — Immunisation
Il serait possible d’obtenir de la chèvre hyperimmunisée un sérum- capable de protéger les animaux de cette espèce contre l’inoculation sous-cutanée (Bahr). D’autres essais ont montré que les animaux supportent mal les inoculations successives, leur sensibilité s’accroît au cours du traitement (Mohler et Byron) . Le cheval hyperimmunisé fournirait un sérum agglutinant et préventif pour le cobaye (Basset).
CHAPITRE XXIV
QUELQUES ANAÉROBIES PATHOGENES
On a trop de tendance à déclarer un pus. un exsudât, un sang stérile lorsque la culture aérobie est restée négative. Nous avons déjà décrit le B. du tétanos, le V. septique, la Bactérie du charbon symptomatique, le Bacille de la nécrose; il y a beaucoup d’autres anaérobies. La plupart des pus putrides (abcès, pleurésies, etc.) sont dus à des anaérobies. La gangrène est aussi une affection presque toujours à anaérobies (Lôffler, Schmorl, Flexner, Netter, Bang, etc.).
Le rôle de ces anaérobies grandira à mesure qu'on les recherchera mieux.
Ils sont d’ailleurs nombreux dans les cavités naturelles, surtout dans l'intestin. Ils jouent un rôle important dans toutes les putréfactions (putréfaction de la viande de boucherie). Veillon et ses élèves ont isolé, chez l’homme, un grand nombre de microbes anaérobies, trouvés dans des pus fétides, des foyers gangréneux, et capables de produire la gangrène vraie des tissus.
La fétidité du pus paraît bien être constamment due à des anaérobies.
Fétidité , putridité, et gangrène seraient un même processus à des degrés divers et dû aux mêmes anaérobies Les pus anaérobies sont presque toujours poly microbiens.
1° Bacillus perfringens. — Microbe très répandu et décrit sous des noms divers. Existe normalement dans l'intestin normal de beaucoup d’animaux. On le rencontre fréquemment
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dans la putréfaction, surtout au début. Veillon et Zuber 1 ont retrouvé dans presque tous les pus gangreneux.
Gros bacille immobile, à bouts carrés, ressemblant au B. anthracis, gardant le Gram, entouré d’une capsule dans le pus. Spores vraies (Rosenthal). Les cultures en milieux sucrés
Fig. 310.
Symbiose fnso -spirillaire (M. Carpano).
sont rapides et produisent beaucoup de gaz. Vitalité faible. Très pathogène pour le cobaye (phlegmon gazeux) et moins pour le lapin.
2°Bacillus bifernoentans sporogenes. — Il se trouve au premier stade de la fermentation spontanée de la viande de boucherie.
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Gros bâtonnet ressemblant au Bacillus perfringens se colorant par le Gram.
3° Bacillus spinosus. — Bacille droit ou courbé, à extrémités arrondies, isolé de la viande putréfiée.
4° Bacillus gracilus putidus. — Apparaît pendant la pre- \ mière semaine de la putréfaction spontanée de la viande de boucherie. (Tissier.) Petit bacille, grêle, ne prenant pas le Gram.
5° Diplococcus magnus. — Isolé de la viande de boucherie en cours de putréfaction.
6° Bacillus fœdans. •— Microbe isolé d’une infection due à un jambon altéré.
7° Bacillus fusiformis. — Bacille dont le corps est renflé par rapport aux extrémités très effilées, se colore par la méthode de Gram. Se développe bien dans la gélose sucrée, la gélatine sans la peptoniser, ses cultures dégagent une mauvaise odeur.
Se rencontre chez l'homme dans toutes les ulcérations chroniques accompagnées de fétidité (angine ulcéreuse, nécrose) . Chez le chien il serait 1 agent d’une stomatite ulcéreuse et d une infec- J tion ulcéreuse externe de la région du périnée et du prépuce, analogue à l'ulcère tropical de l'homme (Garpano).
Le Bacillus fusiformis est presque toujours en symbiose avec des spirilles (symbiose fuso-spirillaire), à tel point qu’on a cru avoir affaire à deux formes du cycle évolutif d’un même protozoaire (voir fîg. 310).
AVORTEMENT ÉPIZOOTIQUE DE LA VACHE
De nombreuses infections sont capables de déterminer l'avortement chez les diverses espèces domestiques Quelques-unes ont été bien différenciées parmi lesquelles celle qui sévit chez les femelles de l’espèce bovine et qui reconnaît pour cause le bacille isolé par Bang et Striebolt (1897) est la plus répandue et la mieux connue. Depuis la maladie a été bien étudiée et le rôle du bacille de Bang complètement confirmé notamment en Angleterre (1909) (M’ Fadyean et Stockman).
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Le bacille existe à l’état de pureté, sous forme d’éléments réunis en amas dans l’exsudât jaunâtre, inodore, qui recouvre les enveloppes et les cotylédons. On peut en obtenir des cultures à partir de cet exsudât, recueilli, sur l’animal sacrifié, après ouverture aseptique de l’utérus ou encore de l’estomac du fœtus qui, dans 52 p. 100 des cas, renferme l’agent de la maladie.
2° Caractères généraux des cultures. — Température optima 30-37 degrés. La culture est possible à la température du laboratoire au moins pendant quelques jours après un séjour préalable à l’étuve.
Aérobie, se développe encore dans une atmosphère où l’oxygène est raréfié, n’est pas anaérobie. Est détruit en deux jours
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à 37 degrés dans les conditions de la vie anaérobie. Les exigences du microbe vis-à-vis de l’oxygène ont permis de le classer entre les aérobies et les anaérobies (J. Nowak).
Chromogène.
3° Caractères généraux des cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Développement lent, apparent après dix jours; plus rapide si le milieu est imprégné de l’eau de condensation du milieu gélose-gélatine-sérum. Fine pellicule de coloration vert bouteille, puis plus tard jaune ou brune.
B. Gélose-gélatine-sérum frais. — Au début petites taches grises qui se réunissent en une pellicule à la faveur de l’eau de condensation, quelquefois la culture forme un voile épais blanc sale. Tardivement le développement peut être observé dans la profondeur du milieu à la limite de la zone anaérobie.
L’addition de sérum frais n'est pas nécessaire, on peut ajouter le sérum au cours delà préparation, et stériliser à haute température, sans observer la coagulation.
G. Gélatine. — Ne convient pas au développement.
D. Pomme de terre. — Ne permet pas l’isolement direct du bacille à partir de l’exsudât, mais les cultures de passage s’y développent bien. Après huit ou dix jours enduit de couleur et de consistance analogues au miel, puis chocolat foncé. La culture ressemble à la culture du bacille morveux.
4° Caractères généraux des cultures sur milieux liquides. — A. Bouillon-peptone. — Ne convient que pour les cultures de passage. L'addition de glucose favorise peu le développement. Le bouillon de foie ne convient pas mieux que le bouillon ordinaire.
B. Bouillon glycériné-sérum frais. — Précipité gris au fond du tube. Le glucose favorise le développement. La culture dans une atmosphère d’oxygène n’est pas plus luxuriante.
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
C. Lait. — Bon milieu
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se teinte très bien par les matières colorantes dérivées de l’aniline (bleu de méthylène, fuchsine phéniquée diluée). Ne reste pas coloré par la méthode de Gram.
Fig. 31t.
Bacille de l'avortement épizootique de la vache.
2° Mobilité. — Immobile.
3° Forme. — Bacille de 1 à 2 p de longueur et moins de 1 p d’épaisseur. Quelques éléments ont une forme ovalaire ; d'autres sont de véritables bâtonnets, quelques-unes présentent une ou deux zones non teintées. Souvent au milieu des cellules de la muqueuse utérine et des hématies les bacilles sont réunis en
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amas, les uns paraissant être intra-cellulaires, les autres rappelant l’aspect des microbes agglutinés.
G) — Caractères biologiques
1° Habitat. — L’exsudât utérin, les membranes fœtales, le fœtus, renferment l'agent de la maladie. On le retrouve dans le liquide qui s’écoule après le part. Le lait renferme le bacille (Schroeder et Cotton, Mohler et Traum).
2° Vitalité, virulence. — L’exsudât virulent, conservé à l’abri de la putréfaction, reste infectant plus de six mois et moins d’un an. La dessiccation détruit le virus assez rapidement.
3° Agglutination. — Le sérum des femelles infectées agglutine le bacille de l’avortement entre 1 p. 120 et 1 p. 16.000, tandis que le sérum des bovidés sains agglutine à 1 p. 32 ou 1 p. 64 (Halfdan Holth). Le procédé peut être utilisé pour le diagnostic de l’infection (Y. Diagnostic).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — L’avortement infectieux ou épizootique, caractérisé par l’étude bactériologique de Bang, survient à toutes les périodes de la gestation surtout après le quatrième mois. La tuméfaction de la vulve s’accompagne d’un écoulement de coloration chocolat. Les enveloppes fœtales sont toujours épaissies, l’exsudât jaune brunâtre ou chocolat qui recouvre la muqueuse utérine renferme la bactérie spécifique. Le fœtus peut être normal, hydropique ou momifié. La maladie caractérisée par la présence du bacille de Bang, est spéciale aux femelles de l'espèce bovine.
L'infection sévit en permanence dans certaines régions et dans certaines étables. L’étude expérimentale confirme la fréquence de l’origine digestive de la maladie, mais celle-ci peut
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résulter de la pénétration par le vagin, notamment au moment du coït.
Une infection à bacille de Bang peut sévir spontanément chez les cobayes dans les laboratoires où l’on étudie l'avortement épizootique (F. M. Surface).
2° Action expérimentale. — A. Bovidés. — ( Femelles en état cle gestation), a. Inoculation veineuse. — Méthode certaine d'infection.
b. Inoculation sous-cutanée. — Réussit avec des doses élevées.
c. Ingestion. — Reproduit la maladie, six jours après l’ingestion le bacille est retrouvé au niveau des cotylédons.
d. Vagin. — Celte voie qui, a priori , semble devoir jouer un rôle important lors de l’infection naturelle ne permet pas toujours de réaliser l'infection même quand le virus est introduit en grande quantité jusqu’à l’ouverture du col.
jB. Brebis. — L’infection est possible par la bouche, elle succède à 1 inoculation veineuse , tandis que Y inoculation vaginale reste sans résultat.
C. Gobaye. — L’avortement peut succéder àl’ inoculation péritonéale, les autres modes d’inoculation sont incertains dans leurs résultats. Chez les mâles et les femelles qui ne sont pas gravides l’inoculation du lait contenant le microbe provoque des lésions à évolution lente qui ne peuvent être distinguées des lésions de la tuberculose (notamment de I hyperthrophie de la rate) sans l’examen microscopique (Th. Smith et M. Fabyan) .
E) — Toxines
Le filtrat n’est pas véritablement toxique. Pourtant il peut provoquer une élévation de température, plus manifeste lors d’une seconde inoculation pratiquée dix jours plus tard. Les corps microbiens sont toxiques ; leur endotoxine résiste au chauffage à 100 degrés, elle provoque une réaction fébrile chez
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les animaux infectés et chez les animaux sains. La réaction a été préconisée pour le diagnostic (V. Diagnostic).
F) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche du bacille. — Les amas de bacilles sont caractéristiques dans l’exsudât utérin recueilli soit avant, soit après 1 avortement. Pour l’envoi au laboratoire l’exsudât peut être recueilli sur des fragments de coton ou servir directement à faire des préparations qui seront examinées ultérieurement. On peut adresser pour le diagnostic bactériologique les membranes fœtales fraîches, les cotylédons placentaires, le contenu de l’estomac du fœtus : la disposition des microbes en amas permet de faire le diagnostic même avec des produits putréfiés.
2° Séro diagnostic . — A) Agglutination. — Le diagnostic au cours de la gestation peut être fait par la recherche du pouvoir agglutinant (Halfdan Holth).
Les microbes sont recueillis sur le milieu gélose-sérum, et émulsionnés dans la solution chlorurée sodique à 9 p. 1.000. La floculation est appréciable souvent après trois heures, toujours après huit à dix heures, rarement il faut attendre douze heures. Chez les vaches saines le taux de l’agglutination varie de 1 p. 22 à 1 p. 32, quelquefois il atteint 1 p. 64.
Le sérum des vaches infectées, sauf quelques rares exceptions agglutine à un taux qui varie entre 1 p. 120 et 1. p. 16.000. L’agglutination à 1 p. 64 est sans valeur diagnostique, il peut s’agir tout aussi bien de bovidés sains que d’animaux infectés. Le pouvoir agglutinant peut être recherché dès le premier mois de la gestation, il peut persister très longtemps, jusqu’à deux ans, après l'avortement.
En raison du petit nombre des résultats douteux (6 sur 190 observations) le séro diagnostic par l’agglutination peut être considéré comme un procédé dune réelle valeur pour la recherche de l'avortement épizootique.
B) Déviation du complément. — La méthode peut être utilisée
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pour le diagnostic, ses indications concordent avec celles fournies par l'agglutination (Halfdan Holth).
La présence d'une sensibilisatrice spécifique dans le sang des cobayes spontanément infectés peut troubler les indications de la méthode de déviation du complément quand on utilise le sérum de ces cobayes comme complément (F. M. Surface).
La valeur des procédés de séro-diagnostic est confirmée par de nombreuses recherches (Sven wall, Larson, IIadley et Beach. Fr. M. Surface, M’ Fadyean et Stockman).
3° Injection révélatrice. — Les cultures du bacille de l’avortement épizootique ont été utilisées pour préparer une substance Yabortine analogue à la tuberculine. L’injection sous cutanée ou veineuse détermine chez les animaux infectés une élévation de température plus grande que chez les animaux sains. Les résultats sont encore trop inconstants pour qu’il soit possible de recommander la méthode pour le diagnostic (Commission anglaise, Brull).
G) — Immunisation
Le^ femelles de l’espèce bovine avant la fécondation supportent sans dommage des doses élevées de cultures virulentes. Cette résistance peut être utilisée pour vacciner les animaux. On injecte six semaines ou deux mois avant le coït en une ou deux fois lOu à 200 centimètres cubes de culture; quelques expériences montrent que les animaux résistent ultérieurement à une épreuve par inoculation veineuse.
Bactériothcrapic . — La Commission anglaise a entrepris des essais pour éprouver la valeur des cultures tuées dans le traitement de la maladie.
BACILLE DE L’AVORTEMENT ÉPIZOOTIQUE DE LA JUMENT
Ch. Dassonville et Rivière (1913) ont trouvé à l’état pur, chez des avortons et chez des poulains à arthrites nés dans le même élevage, un bacille qu ils considèrent comme l'agent spécifique de l'avortement épizootique de la jument. Cette élude est encore incomplète, les auteurs n’ayant pas tenté de reproduire la maladie.
Des . microbes appartenant au groupe paratyphique B (voir p. 839) ont été incriminés comme les agents de 1 avortement épizootique de la jument (Smith et Kilborne, Lignières, de Jong, Good) .
A) — Cultures
1° Caractères généraux des cultures. — Le microbe est avide d’oxygène, il se développe bien aussi en milieu anaérobie.
2° Caractères généraux des cultures sur milieux solides. — A Gélose. — En colonies isolées . une petite masse transparente, discoïde, apparaît, semblable à une gouttelette de rosée. Le centre se surélève légèrement, tandis que les bords s’aplatissent et s'étalent avec rapidité ; le contour de la colonie devient irrégulier et prend l’app.arence d'un large feston de couleur ambrée et de transparence parfaite. Dans tout le reste de l étendue, il se forme de fins plissements orientés en tous sens, mais surtout concentriques et qui présentent, par la
CULTURES
lumière réfléchie, d’abord : un aspect grenu, blanc sale, mat et sec ; puis, plus tard, luisant et humide. Vue sous lumière transmise, la colonie est opaque et brunâtre au centre, transparente et ambrée à la périphérie.
En strie , la colonie est large, mais n’atteint jamais la paroi du tube.
B. Gélatine. — Strie. — L’aspect ne diffère de celui d’une culture sur gélose que par l’état un peu plus humide de la colonie, une coloration plus nettement blanche et par un plus grand nombre de plis perpendiculaires à son axe.
Piqûre. — La culture affecte la forme d’un clou. La tête est large, étalée en plis rayonnants remontant sur les parois du tube ; la lame est discontinue, constituée par de petits grains arrondis, opaques et blanchâtres, plus ou moins serrés les uns contre les autres.
La gélatine n'est pas liquéfiée.
C. Gélatine-gélose. — La culture a des caractères très particuliers, quand l'ensemencement a été fait pendant que le milieu était encore en surfusion et, qu’ensuite, on a pris soin de l’agiter. A la surface, il se forme un enduit mat, uni, avec collerette remontant sur le tube ; dans la masse, de très fines colonies qui ont à la fois la couleur et la transparence du milieu, ce qui les rend assez peu distinctes mais visibles cependant.
D. Sérum (solidifié). — Même aspect que sur gélose.
E. Pomme de terre (ordinaire glycérinée). — Le plus souvent, pas de culture apparente. Parfois cependant, on voit une très légère traînée peu épaisse, d’aspect gris-jaunâtre.
3° Caractères généraux des cultures en milieux liquides. — A. Bouillon-peptone. — Dès la sixième heure, trouble léger, uniforme, donnant, à l’agitation, des stries ondoyantes. Au bout de vingt-quatre heures, un voile blanchâtre, épais, granuleux et résistant est formé. Ce voile adhère au tube par une sorte de collerette plissée ; dans la suite, il s'effrite en larges fragments qui tombent au fond du tube et se reconstitue au fur à mesure. Au sixième jour, il disparaît définitivement.
AVORTEMENT ÉPIZOOTIQUE DE LA JUMENT
Dès que le voile commence à tomber, le bouillon sous-jacent s’éclaircit un peu, mais il ne devient jamais parfaitement transparent. Sa culture dégage une odeur très accentuée, très analogue à celle d’une solution très étendue d’anthranilate de méthyle. Sa réaction est très fortement alcaline.
Culture sur bouillon peptonc montrant Culture en eau peptonée.
les diverses formes involulives.
Fig. 312.
Microbe cle l'avortement épizootique de la jument.
B. Bouillon Martin. — Les caractères sont les mêmes ; mais le développement est plus intense.
C. Bouillon additionné d’urée. — Pas de dégagement d’ammoniaque indiquant une action du microbe sur l’urée.
D. Sérum (liquide). — Les microbes poussent agglutinés, le liquide reste clair, pas de voile.
E. Liquide amniotique. — Mêmes caractères que dans le sérum. Production abondante de gaz.
F. Urine. — Léger voile et gros flocons.
G. Lait. — Pas de coagulation.
H. Infusion de foin. — Pas de développement.
CARACTÈRES BIOLOGIQUES
l. Milieux inorganiques (liquides de Colin, Raulin, etc.). — Pas de développement.
B) — Coloration, Caractères microscopiques
lù Coloration. — Tous les colorants habituels donnent de bons résultats. Le microbe prend le Gram, surtout dans les produits organiques.
2° Forme. — Dans les tissus : petit bacille trapu, 1 p de longueur et 0 p 5 de largeur. Dans les cultures le bacille est beaucoup plus long, ses extrémités sont arrondies ou effilées.
On trouve parfois des formes allongées, sinueuses (15, quelquefois 50 et 100 p).
Les vieilles cultures renferment des formes anormales qui ressemblent à des trypanosomes.
3° Mobilité. — Mobile, pas de cils.
4° Spores. — Pas de spores.
C) — Caractères biologiques
1° Vitalité. — Très grande. Le microbe est retrouvé vivant dans les cultures après un séjour de cinquante-cinq jours à l’étuve ; — de sept et de onze mois à la température du laboratoire ; — de trois ans en tube scellé. Du pus conservé dix mois en tube scellé a donné des cultures.
En milieu humide le microbe est tué en vingt minutes à 58°. Il est rapidement détruit par le sublimé, l’azotate d'argent, Peau oxygénée ; il résiste mieux à l’action du sulfate de cuivre et de l’hypochlorite de soude.
Fig. 313.
Microbe de l'avortement épizootique de lajument.
Frottis des enveloppes d’un avorton (Dassonville et Rivière).
AVORTEMENT EPIZOOTIQUE DE LA JUMENT
2° Virulence. — Le microbe conserve très aisément sa virulence (plus de deux ans en culture). 11 est nécessaire de le repiquer tous les cinq ou six jours.
Les passages par la souris diminuent la virulence.
3° Caractères biochimiques. — Le microbe fait fermenter les polyalcools, le rhamnose, les hexoses et le maltose. Il est sans action sur le lactose, le saccharose, les matières amylacées. Il réduit le bleu de méthylène, les nitrates, l’oxyhémoglobine. Le microbe produit de 1 indol, des aldéhydes, une graisse indéterminée et de la putrescine.
4° Agglutination. — Le sérum des juments ay^nt avorté est agglutinant à 1 p. 100, même un an après l’avortement alors que le sérum de cheval n’est pas agglutinant.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — L’avortement sévit à l’état épizootique dans certains haras. Les poulains présentent des lésions articulaires graves avec épaississement du cordon ombilical.
2° Action expérimentale. — A. Cobaye. — a) Inoculation sous-cutanée. Tuméfaction qui aboutit à l’abcédation, les jeunes' succombent à une véritable septicémie.
b) Inoculation 'péritonéale. — Mort en un à six jours, péritonite exsudative, quelquefois on note le signe de Straus. Chez les femelles pleines l’inoculation du filtrat des cultures provoque l’avortement.
B. Lapin. — a) Inoculation sous- cutanée . — Fièvre, tuméfaction locale, sans abcédation.
b) Inoculation péritonéale. — Mort rapide avec des doses élevées.
c) Inoculation veineuse. — Chez les femelles pleines l’inoculation du filtrat des cultures provoque l’avortement.
C. Souris. — a. Inoculation sous-cutanée. — Mort en douze à trente-six heures.
MMUNISATION
b. Inoculation péritonéale. — Mort en douze à trente-six heures.
D. Chat. Inoculation sous-cutanée. — Les jeunes sont très sensibles; mort en trois à quatre jours.
E) — Toxines
La culture filtrée n’est, pas toxique par inoculation sous-cutanée ou péritonéale ; dans les veines du lapin à la dose de 10 centimètres cubes elle provoque la mort en dix-douze heures ; elle possède une action abortive ( ubi supra).
Le filtrat des cultures est hémolytique pour les hématies de chien, de cobaye, de bœuf et de mouton.
F) — Immunisation
Il est facile d’immuniser le cobaye. Le sérum des animaux vaccjnés n’est pas bactéricide, il est préventif, agglutinant, renférme une sensibilisatrice spécifique.
CHAPITRE XXVII
MICROCOCCUS MELITENSIS
La fièvre de Malte ou fièvre méditerranéenne est une infection générale, commune à l'homme et à certains animaux (surtout la chèvre ), due au Micrococcus melitensis.
Signalée d’abord à Malte, où elle frappait autrefois jusqu’à. 20 p. 100 de la garnison anglaise, elle a envahi progressivement tout le bassin méditerranéen, partout où on a importé des chèvres maltaises.
Le Micrococcus melitensis a été découvert, en 1887, par Bruce, en 1897 Wright fait connaître la possibilité de recourir au sérodiagnostic et Zammit (1905) établit l’origine caprine de la maladie.
A) — Isolement. Cultures
1° Isolement. — Cultures sur gélose.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie strict. Pousse lentement (plusieurs jours) sur les milieux même les plus favorables. Végète à -j- 37° avec des limites de température peu étendues.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Colonies discrètes, petites, rondes , transparentes (blanc de perle) .
B. Sérum coagulé. — Cultures très maigres.
C. Gélatine. — Végétation presque nulle. Pas de liquéfaction.
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D. Pomme de terre. — Végétation nulle.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble sans voile au bout de 2 ou 3 jours.
B. Lait. — Pas coagulé.
B) — Coloration. Caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs d’aniline. Ne prendpasle Gram. .
Micrococcus melitensis (d’après Besson)
Culture de 24 heures sur gélose. Coloration à la thionine phéniquée.
2° Forme. — En bouillon : fin coccus (0 u 60), ovoïde (coccobacille), isolé ou en diplocoques. Sur gélose: chaînettes (fig. 314).
3Ù Mobilité. — Serait mobile grâce à un cil unique (Pollaci et Cannata). Contesté.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Existe dans le lait des chèvres infectées. Se trouve dans le sang et dans les urines des malades.
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2° Vitalité. — Sa vitalité est variable suivant les conditions. Le soleil, la chaleur, la sécheresse, les acides, le tuent rapidement. Il se conserve quelques jours dans l’eau stérilisée. Dans la terre et la poussière stérilisées, il se conserve une à deux semaines. De même : jusqu’à 80 jours dans l’urine desséchée, ou sur les vêtements souillés d’urine; 20 jours dans le lait, l’eau de mer.
3° Caractères biochimiques. — Ne fait pas fermenter les sucres. Ne produit pas d’indol.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — A. Chèvre. — En 1905, Zammit, voulant expérimenter le Micrococcus melitensis,, choisit la chèvre, et ne fut pas peu étonné de voir que la moitié des chèvres de Malte avaient un sang agglutinant. Dans 40 p. 100 des cas, le lait agglutinait aussi. C’est ainsi que fut découverte l’origie caprine de la fièvre de Malte.
La maladie est souvent latente chez la chèvre et ne trouble pas la lactation. Le symptôme le plus important est l’avortement. Le microcoque se retrouve dans le lait et dans les urines pendant des mois ou des années. La chèvre se contamine surtout par les aliments souillés d’urine. Il semble que la chèvre ne guérisse pas.
Les chèvres maltaises exportées dans tout le bassin méditerranéen ont diffusé la maladie.
L’homme s’infecte par ingestion (lait ou fromages de chèvre, mains souillées d’urine de malade), par voie génitale (mucus vaginal infecté), par voie cutanée (laboratoires, bouchers ou tripiers) .
B. Autres animaux. — Le mulet (40 p. 100 à Malte), Yâne, le cheval, la brebis, le chien, la vache peuvent présenter la réaction agglutinante dans les régions infectées, sans toutefois être véritablement malades.
Les cobayes peuvent être spontanément infectés, avec microbe dans la rate et sérum agglutinant à 1/300 (Nicolle et Conseil).
IMMUNITE
Les lapins, les rats, les souris, les poules, les canards peuvent être atteints.
2° Action expérimentale. — La virulence est peu marquée ; les. animaux de laboratoire sont peu sensibles.
A. Chèvre. — C’est l’animal de choix, après s’être assuré qu’il n'est pas déjà infecté. On peut l’infecter par voie digestive (cultures, urines, lait). La réaction agglutinante apparaît assez vite; le micrococcus apparaît très tardivement (plusieurs semaines ou mois) dans le lait ou les urines, parfois par véritables décharges.
B. Singe. — Très sensible (Shaw) .
Le simple contact sur les muqueuses (conjonctivale, nasale, rectale, génitale), la pulvérisation de poussières donnent des résultats positifs.
L'ingestion de lait de chèvre infectée, d’urine contaminée est également suivie d’infection.
C. Cheval. Mulet. Vache. Mouton. — Assez sensibles
D. Cobaye. Lapin. — Seule Y injection intracérébrale lue (Durham). La virulence du microbe est renforcée. Le microbe exalté tue alors le cobaye par inoculation intrapéritonéale (0,25 milligr. tuent le cobaye en 5 jours).
Le sérum du lapin et du cobaye inoculés, agglutine.
E. Homme. — On connaît quelques cas d’inoculation accidentelle ou volontaire de cultures à l’homme (Les cultures sont dangereuses à manier.
E) — Toxines
Fiorentini a mis en évidence dans les cultures une hémolysine pour les globules rouges d’homme et de cobaye.
F) — Immunité
L’immunité de l’homme, après une première atteinte, est passagère.
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Wright (1895) a immunisé des chèvres. Le sérum a surtout un pouvoir opsonique.
G) — Diagnostic bactériologique
1° Culture. — L’hémoculture est presque toujours négative, sauf au début de la maladie. On peut ensemencer le suc de rate , V urine (utile au point de vue hygiénique et d’un diagnostic rétrospectif), mais les résultats sont incertains.
2° Agglutination. — Wright (1897) a montré que le sang des malades agglutinait le Micrococcus melitensis.
La réaction de Wright est spécifique. C'est le procédé de choix. La recherche de l’agglutination doit être pratiquée avec du sérum préalablement chauffé. Beaucoup de sérums normaux agglutinent M. melitensis (Nègre et Raynaud).
3° Déviation du complément — La réaction de Bordet-
Gengou sera extrêmement utile chaque fois qu’elle pourra être recherchée (Bassett-Smith).
CHAPITRE XXVIII
LE COLIBACILLE
Le Colibacille a été isolé par Escherich (1885), des matières fécales du nouveau-né. On l’a rapidement trouvé dans l’intestin de l’homme et des animaux. Considéré pendant longtemps comme un vulgaire saprophyte il peut occasionner, au contraire, diverses maladies (voir Action naturelle).
L’espèce Colibacille n’a pas de limites bien tranchées. Il y a, en réalité, un groupe de races bacillaires qu’on appelle : les colibacilles. Dans ce groupe sont rangés des bacilles très voisins, mais non absolument identiques. On a créé le nom de paracolibacilles, pour désigner les bacilles qui s’éloignent du type habituel du Colibacille (Gilbert et Lion, Tavel et Lanz, Van de Velde, Beco,'Widal et Norécourt) .
Le Colibacille a été identifié (ou rapproché) avec : le B. pyogènes fœtidus de Passet (1885), le B. fœtidus de Babès (1890), le B. neopolitanus d’EMMERiCH (1885), le B. de Brieger, le B. septicus vesicæ de Clado (1887), le B. lactis aerogenes d’EscHERiCH (1886), le B. fœcalis alcaligenes (Petrusckky, 1889) qui se rapproche beaucoup du B. d’Eberth (Doebert), le B. de la diarrhée verte de Lesage (1888), etc. On ne peut affirmer que tous ces microbes soient de véritables colibacilles ; ils en sont, en tout cas, très voisins.
À) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Il suffit de cultiver une matière excrémentitielle quelconque en suivant les principes formulés à propos de Y Analyse de l'eau (voir p. 417).
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2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie facultatif. Végétation rapide et abondante sur tous les milieux. Végète de 4- 4° à 46°. Température optima 35° à 37°. Les cultures liquides traversent les filtres (Cambier) (voir p. 153). Odeur urineuse. Le Colibacille végète dans les milieux solides où ont
Fig. 315.
Colonies de B. cVEberth et de Colibacille sur gélose d’ENDo en boîte de Pétri.
Les colonies de Colibacilles sont rouges ; les colonies de B. d'Ebzrth sont petites, brillantes, incolores.
déjà végété des colonies de B. d'Eberth , qu?on a enlevées par grattage (Chantemesse et Widal). Ce caractère est inconstant. Le Colibacille végète dans les milieux acides.
3 Cultures sur milieux solides. — A. Sérum, gélose. — Strie blanchâtre, crémeuse. Rien de caractéristique.
ISOLEMENT, CULTURES
Les modifications apportées par le développement du Colibacille sur des géloses diversement colorées, sont utilisées comme éléments de différenciation avec le Bacille Typhique.
B. Gélose lactosée et tournesolée de Drigalski-Gonradi. — Le B. coli donne sur ce milieu des colonies opaques et rouges. Le B. typhique donne des colonies transparentes et bleues.
C. Gélose fcchsinée de Endo. — Les acides secrétés par le colibacille recolorent cette gélose décolorée par le sulfite de sodium (colonies rouges en vingt-quatre heures)* les colonies du B. d'Eberch restent incolores.
30 grammes de gélose dans un litre de bouillon. Filtrer. Neutraliser. Ajouter 10 centimètres cubes d’une solution de bicarbonate de soude à 0 p. 100,10 grammes de lactose et a centimètres cubes de solution saturée et filtrée de fuchsine. Ajouter : 25 centimètres cubes de solution récente de sullite de sodium (.10 p. 100). Stériliser à -f- 115°.
D. Gélose au vert malachite (Lôffler, Lentz, Tietz). — Le vert malachite pur, sans dextrine, empêche le développement du Colibacille et permet celui du B. d'Eberth. L’addition de bile rend ce milieu encore plus sensible.
On ajoute à de la gélose (au bouillon de bœuf et à la nutros.e) : 3 p. 100 de bile de bœuf et 1,9 p. 100 d'une solution (0,2 p. 100) de vert malachite.
La méthode n’est pas d'une fidélité absolue.
Pour Lôffler si on ajoute à l’agar nutrose vert malachite de la safranine et du Reinbleu ou de l’Azobleu, les colonies typhiques sont bleues, aplaties, avec éclat métallique ; celles de Coli sont. épaisses, succulentes, rouges.
F. Gélatine. — Pas liquéfiée. — Piqûre : disque mince, irisé à la surface ; le long du trait : petites boules rondes, comme une grappe de raisin. Parfois apparaissent dés cristaux de phosphates. — Strie : voile mince, irisé, à bords déchiquetés, avec une bande plus épaisse, le long de la strie. — Plaques : colonies assez caractéristiques’, vers la quarante-huitième heure : petites colonies rondes, qui grossissent (tête d’épingle) mais restent bleutées, transparentes, avec des contours découpés et
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des sillons partant de la crête centrale qui est plus épaisse. A la loupe, 1 aspect est celui d une montagne de glace ^fig. 113).
Les colonies développées dans, la profondeur sont petites, opaques, régulièrement arrondies.
Pomme de terre. — La culture est habituellement épaisse, luisante, brunâtre (la pomme de terre ne change pas de couleur, ce qui distingue des cultures de morve) ; mais Ce caractère peut manquer et la culture être fine et vernissée (pomme de terre nouvelle), comme celle du B. d'Eberth peut être grasse et épaisse. La culture sur artichaut est vert émeraude (Loger) grâce à une oxjdase (G. Roux).
Les gaz produits par les cultures sur gélatine sont H et Az ; il n’y a ni O ni GO2 (Bouchard, Lepierre). Le B. d'Eberth ne fait pas de gaz en gélatine.
4° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. — Trouble général dès la dixième heure. A la surface et en collerette sur les bords du récipient (pencher légèrement), une mince 'pellicule moirée, irisée. Dès le quatrième jour, des flocons se déposent dans le fond et forment un dépôt abondant. Vers le douzième jour, le bouillon s’éclaircit et devient brunâtre; la culture ne végète plus.
B. Bouillon lactose et tournesolé. — Fait rapidement virer au rouge. Capital.
C. Bouillon lactose et carbonate (craie pulvérisée). — Dégagement gazeux.
D. Bouillon arsenical. — Y végète.
E. Bouillon au neutral-roth. — Tourne au jaune canari avec fluorescence verte, tandis que le B. dEberth n’apporte aucune modification.
F. Milieux minéraux. — Végète abondamment.
G. Bouillon vacciné. — Y végète rapidement
H. Lait. — Coagulation en vingt-quatre heures. Capital. Le coagulum est surmonté d’un liquide jaunâtre ; parfois la coagulation est totale.
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I. Petit-lait tournésolé. — Vire au rouge. Acidité considérable, saturant 7 à 12 p. 100 de solution décinonnale de soude. Le B. d’Eberth acidifie légèrement.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore bien par toutes les couleurs basiques d’aniline. Ne prend pas le Gram.
2° Forme. — Dans l’organisme : petits bacilles (2 à 3 p. sur 0,6 à 0,7 p), droits, à bords arrondis, à protoplasma homogène (fîg. 316). Très polymorphe dans les cultures. Jeune, il est grêle et court, parfois réuni par 2. Certains échantillons sont rapidement très longs. Dans les vieilles cultures, surtout en gélatine, il s’allonge beaucoup et les formes d'involution ne sont pas rares (formes en navette, renflements terminaux, etc.). Sur gélose et sur pomme de terre, il est en général large et trapu. Les cultures très anciennes sur pomme de terre donnent souvent des éléments longs avec de nombreux espaces clairs. Formes longues en milieux salins (Peju et Rajat)..
3° Mobilité. — Très mobile, mouvements vifs et rapides. Moins mobile que le B. d’Eberth. Mobilité très variable suivant les échantillons. Cils (Klemensiewicz, 1892); 4 à 6 par bacille, le plus souvent par bouquets aux extrémités, moins nombreux, plus difficiles à colorer, moins longs que ceux' du B. d'Eberth (3 à 5 p), moins flexueux, jamais enchevêtrés en broussailles. Leur nombre est peu influencé par la lumière, les antiseptiques, les températures dysgénésiques, etc:
4° Spores. — Pas de spores. Simplement des condensationsprotoplasmiques (pseudo-spores) .
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Il existe dans le tube intestinal de l’homme et des animaux, dès les premières heures qui suivent la nais-
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sance. Il existe toujours en grande abondance dans l’intestin du cheval, du bœuf, du chien, du chat, du mouton, de la poule. L’étude des colibacilles isolés du contenu intestinal établit rapidement l’existence de diverses formes de coli qu’il est possible de différencier par leurs caractères biochimiques (formation d’indol, fermentations. ..).
On le retrouve dans l’eau (voir p. 417), dans le sol, dans les poussières. C'est un des microbes les plus répandus dans la nature.
3° Vitalité. — Tué en une minute à -j- 80°.
4° Virulence. — Sa virulence est des plus variables. Isolé d’un sujet sain, il est presque toujours peu virulent. Au contraire, il devient très virulent dans les états fébriles, dans beaucoup d’affections intestinales. Il l’est, au maximum, lorsqu’il est l’agent de la maladie (voir plus loin, p. 832).
On se procure facilement du Colibacille virulent en suturant l’anus d’un cobaye. Il se produit une obstruction intestinale et de la péritonite ; le bacille qui est dans la sérosité louche du péritoine est très virulent.
On exalte le Colibacille par quelques passages dans le péritoine ou mieux dans la plèvre du cobaye.
Les cultures sur gélose sont plus virulentes que celles en bouillon.
La virulence peut se conserver assez longtemps dans les cultures.
5° Caractères biochimiques. — Le Colibacille fait fermenter la plupart des sucres (lactose, mannite, lévulose, maltose, glycose). Il se produit alors : 1° des gaz (hydrogène, acide carbonique, etc.), 2° des acides (lactique droit ou gauche, acétique, formique, butyrique, succinique). Ces deux propriétés sont mises en lumière par les procédés de culture déjà connus (milieux lactosés et tournesolés ou additionnés de rubine acide, bouillon lactosé et carbonaté, lait). Certains Colibacilles peuvent avoir perdu leur propriété fermentative.
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Certains Colibacilles font de l'acide lactique droit, tandis que celui de l’homme adulte fait de l’acide lactique gauche ; celui du nourrisson ferait de l'acide droit (Péré). Tous font de l'acide succinique (Grimbert). Le Colibacille ne fait pas fermenter la saccharose (Grimbert).
Le Colibacille produit assez constamment de l’indol (Kitasato) . La culture dans l’eau peptonée (peptone de Witte) (Grimbert)
• Fig. 316.
Colibacille. Culture en bouillon de 8 jours.
à 2 p. 100 convient mieux que le bouillon, on examine du 3e au 10e jour (Péré). Voyez la technique page 214.
Le Colibacille réduit les nitrates alcalins en produisànt des nitrites ou même de l'azote libre (Hugounenq et Doyon). 11 faudrait. pour Grimbert, la présence de composés amidés.
6° Agglutination. — Certains Colibacilles sont agglutinés à 1/10 ou 1/20 par le sérum d’homme normal ou de cobaye adulte normal.
Le sérum des hommes typhiques n'agglutine pas plus que le sérum normal le Colibacille (P. Courmont et Lesieur). Seul le B. coli, isolé des selles du typhique, serait agglutiné par le sérum du même malade.
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7 Culture à travers les filtres. Voir page 153.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Depuis le moment où Escherich signalait en 1885 la présence du colibacille dans l'intestin des enfants, ce microbe a eu des fortunes bien diverses.
Considéré pendant longtemps comme un saprophyte, sa présence est signalée dans le contenu intestinal de la plupart des espèces animales.
On lui attribue par la suite un rôle pathogène sans doute exagéré et le colibacille est incriminé comme l'agent des maladies les plus variées.
Sa présence est signalée dans le sang, dans les divers parenchymes, dans les lésions des animaux atteints ou ayant succombé aux maladies les plus diverses et le plus souvent les expérimentateurs établissent une relation de cause à effet entre la présence du colibacille et les altérations au sein desquelles cette bactérie est rencontrée.
Le colibacille a été accusé de méfaits trop nombreux pour que son rôle n’ait pas été discuté, et môme complètement rejeté en doute par quelques-uns. Si dans bien des cas la preuve n’est pas suffisamment faite de la spécificité du colibacille ou même de son intervention comme agent pathogène, il faut bien savoir que rien ne s'oppose à ce que cette démonstration ne soit apportée un jour, au moins en ce qui concerne certaines affections.
En effet, un microbe répandu partout dans le milieu extérieur, dans l’eau et le sol particulièrement, vivant à la surface de la peau et des muqueuses, installé dans toute l’étendue du tube digestif peut pourtant, sous certaines influences, manifester sa virulence.
11 est donc bien possible que le colibacille puisse provoquer des troubles morbides. Il est possible encore que le colibacille franchisse les barrières fragiles qui protègent l’organisme et se répande dans le sang pour créer une septicémie.
Le grief le plus grave qu’il soit possible de formuler contre
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les résultats publiés au sujet du rôle pathogène du colibacille se rapporte à la technique de la recherche bactériologique. Souvent le colibacille n’a été mis en évidence que dans le sang des cadavres ou des animaux sacrifiés pendant la période agonique. Surtout si l’autopsie est faite tardivement, c’est-à-dire quelques heures seulement après la mort ou même lorsque le sang: est prélevé au moment de la mort, il n’est pas rare chez les animaux morts des maladies les plus diverses et même chez les animaux sains de mettre en évidence des bactéries. Les recherches de Porcher et Desoubry ont établi depuis longtemps la perméabilité de l’intestin aux bactéries. Cette perméabilité devient beaucoup plus grande lorsque les animaux sont malades et le sang des cadavres renferme des germes dans plus de 50 p . 100 des cas. Les espèces les mieux représentées dans cette flore microbienne du sang du cœur des cadavres sont le colibacille et le streptocoque.
Comment, alors que l’expérimentateur a isolé du sang le colibacille, reconnaître si ce microbe est l’agent de la maladie qui a causé la mort ou au contraire, si sa présence traduit seulement l’envahissement agonique ou cadavérique du sang par la flore intestinale ?
La solution repose sur bien des éléments, elle n’a été apportée que dans quelques cas seulement. Le colibacille isolé doit reproduire la maladie naturelle. Cet élément de preuve manque généralement, et souvent L expérimentateur interprète comme les signes de la maladie naturelle, reproduite par l'inoculation, la mise en évidence des propriétés pathogènes indiscutables mais non spécifiques du colibacille.
D'ailleurs, il n’est pas toujours possible de reproduire une maladie avec des microbes qui en sont pourtant la véritable cause.
Combien le rôle du bactériologiste est encore plus difficile lorsqu il s’agit de rechercher au milieu d’une flore intestinale toujours complexe quel peut être l’agent d’une entérite et de faire la part du rôle du colibacille qui végète si abondamment et dans 1 intestin malade et dans tous les milieux artificiels.
La question du rôle du colibacille dans les maladies des ani-
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maux est loin d’être définitivement élucidée . L’abondance du colibacille dans le milieu extérieur, dans l’intestin, son passage rapide dans le sang, sont autant d’éléments qui imposent à l’expérimentateur la , plus grande réserve sur l'interprétation des résultats. Les prélèvements hâtifs sur les animaux sacrifiés, au cours delà maladie, éviteront de renouveler les erreurs qui ont fait croître sans profit le groupe des infections eolibacillaires. Sans nier les qualités pathogènes — réelles d'ailleurs — du colibacille, il n’est pas invraisemblable d’admettre que l’étude de l’étiologie d’un grand nombre des maladies qui lui sont imputées restreindra bien souvent son rôle à celui d’un agent secondaire, efficace, mais accessoire.
Le tableau suivant indique les maladies, lésions et troubles rapportés au colibacille L
Appareil digestif.
Appareil respiratoire.
Appareil uro-génital .
Diarrhée des veaux (Jensen).
i Entérite septique des passereaux (Tah- ) takowsky).
j Entérite croupale infectieuse du chat, f Catarrhe intestinal des diverses espèces. 1 \ Péritonite.
f Maladie des chiens (dans le mucus bron- \ chique).
I Catarrhe purulent des voies respira- ;
(, toires du lapin.
! Cystite du chien.
IPyélo-néphrite suppurée, bœuf, chien, y porc, cerf. *
Endométrite purulente chronique de la \ vache.
(Vaginite septique de la vache.
Plaies gangréneuses consécutives au part chez la vache.
Avortement (Nocard).
Mammite purulente de la vache.
1 Aux réserves déjà formulées sur le rôle du colibacille il convient encore d'ajouter que nombre des microbes isolés ont été insuffisamment étudiés et que quelques-uns appartiennent à des groupes voisins. au groupe des paratyphiques notamment.
TOXINES
Icéreusc de la vache.
Coryza gangréneux du bœuf.
Septicémie du veau.
Polyarthrite des veaux.
Septicémie primaire (?) du cheval.
Septicémie des furets.
Septicémie des poules et des dindes.
Septicémie des faisans.
Septicémie des pigeons.
( Paraplégie enzootique de la jument (Co-
Système nerveux . . . . < mény-Nocard).
( Paralysie enzootique des bovidés.
Tissu conjonctif . . . . | Abcès.
Intoxications alimentaires .
2° Action expérimentale. — A. Cobaye. — L' inoculation intrapéritonéale donne une péritonite suraiguë ou purulente avec hypothermie et passage du B. dans le sang (Rodet et G. Roux). L'inoculation intrapleurale (méthode de choix) donne : pleurésie double, parfois hémorragique, dépôt fibrineux sur les poumons, épanchement péricardique, congestion généralisée, B. dans le sang. L 'inoculation sous-cutanée donne un phlegmon. L 'inoculation intraveineuse fait une septicémie avec lésions intestinales et hémorragies diffuses. La souris est moins sensible. Le lapin encore moins.
Lorsque l’animal survit un certain temps (surtout le lapin), il se produit quelquefois une pyohémie (ganglions mésentériques) foie, rate) ou une polyomyélite antérieure (Gilbert et Lion, 1892, dont il peut d’ailleurs guérir.
L 'inoculation intrasplé nique (Rodet et Zaïdmann) équivaut à une inoculation intravasculaire. Elle produit exactement les mômes effets.
E) — Toxines
La culture filtrée (Malvoz), le précipité par le sulfate d’ammoniaque sont toxiques.
Endocardite u
Appareil circulatoire . .
Septicémies.
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L'injection intraveineuse chez le lapin produit : parésie, coma, hypothermie ; puis : convulsions, contractures jusqu'à la mort ou (dose faible), une cachexie chronique avec diarrhée (Gilbert). L'injection intrapéritonéale de fortes doses au cobaye donne du collapsus algide et la mort ; le sang est alors envahi par le Colibacille de l’intestin (Achard el Renault).
F) — Immunisation
L’immunisation est assez facile à opérer. On peut inoculer des doses progressives de cultures virulentes ou de toxine.
Jensen a préparé un sérum polyvalent par inoculation au cheval de doses progressivement croissantes de divers échantillons de colibacilles et de quelques paracoli bacilles, la diarrhée des nourrissons étant quelquefois déterminée par un paracolibacille. Bongert etRAEBiGER ont hyperimmunisé suivant la même méthode la chèvre et le mouton.
Inoculé à la dose de 20 centimètres cubes le sérum donne de très bons résultats. La provenance du sérum et la région où il doit être utilisé ont une grande importance en raison de la variété des agents utilisés pour ‘l’immunisation et de ceux incriminés comme les agents de la maladie.
(i) — Diagnostic bactériologique
On prélève un des nombreux produits pathologiques qui peuvent contenir du Colibacille (exsudats, pus, sang, matières excrémentitielles, etc.), on ensemence en bouillon et on cultive à -f- 44°, 5 (méthode de Rodet, p. 425). Si la culture est négative au bout de quarante-huit heures, le Colibacille n’était pas en cause. Si la culture est positive et composée de bacilles ne prenant pas le Gram : faire toutes les opérations susdites de différenciation. A l’autopsie : le Colibacille normal de l’intestin envahit souvent les organes, surtout le foie (voir p. 832). Pendant la vie même : le Colibacille peut envahir des pus engendrés par d’autres microbes, qui, eux-mêmes, peuvent avoir disparu. Donc : être très prudent dans l’attribution de l’affection au Colibacille (voir Action naturelle ).
CHAPITRE XXIX
LES AGENTS DES INFECTIONS ET DES INTOXI- CATIONS ALIMENTAIRES D’ORIGINE CARNÉE
La consommation des viandes et de tous les produits d’origine carnée peut être l’origine, chez l’homme, d’accidents infectieux, toxi-infectieux ou toxiques.
Les infections et les intoxications d’origine carnée ont pour cause le développement de divers agents microbiens dans la viande où ils cultivent, élaborent des toxines ou provoquent la formation de poisons aux dépens du muscle qui est leur substratum.
Les accidents provoqués sont variables suivant la nature, l’aptitude toxigène, le nombre des germes. Certains de ces microbes sont exclusivement toxigènes, ils élaborent dans la viande une toxine qui agit lors de la consommation du produit comme un véritable poison. Le botulisme déterminé par le Bacillus botulinus est le type de ces intoxications.
Les infections et les toxi-infections reconnaissent pour cause des bactéries voisines du Bacterium coli et du Bacille d Éberth (de la fièvre typhoïde) que 1 on groupe sous le nom de Bactérie paratyphiques, quelquefois c-’est le Bacterium coli lui-même qui est incriminé, plus rarement d'aütres microbes {entérocoque .)
Le plus souvent la présence de ces bactéries est la conséquence des souillures dont la viande est l’objet lors de sa préparation (par des individus porteurs de germes, par le contenu intestinal des animaux qui peut les renfermer dans sa flore normale) . Leur présence peut être liée à des maladies non spécifiques, non paratyphiques, mais au cours desquelles peut se réaliser le passage
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dans le sang des bactéries paratyphiques qui sont normalement dans l’intestin (affections du tube digestif, du péritoine). Quelques-uns de ces germes sont pathogènes pour les animaux et la viande fournie par les malades peut être dangereuse (diarrhée des veaux [Schmitt], mammite [TitzbcI Weichel], abcès du foie du veau [Langer et'BuGGE]).
Le Bacille de- la peste du porc, considéré pendant longtemps comme l’agent de la maladie, et dont le rôle pathogène dans les complications reste important, appartient également à ce groupe.
Les microbes ingérés avec la viande peuvent créer une infection qui apparaît après une incubation variable; lorsqu'ils sont nombreux, à la faveur des toxines élaborées il se développe rapidement une toxi-infection.
Le Bacillus proteus qui serait un agent constant de la putréfaction de la viande de boucherie est capable de déterminer des^ troubles gastro-intestinaux.
Le diagnostic de l’origine de ces infections ne peut être assuré que par la mise en évidence de l'agent causal chez l'homme et dans le produit incriminé. Le diagnostic bactériologique établi d’après les caractères morphologiques et biologiques (ubi infra) est toujours difficile, en raison de l'ubiquité des microbes actuellement rangés parmi les bacilles paratyphiques, alors que tous ne sont pas pathogènes. La recherche des microbes dans la viande incriminée s’effectuera suivant les indications générales données à propos de l'analyse bactériologique des viandes. Le microbe isolé, il ne restera plus qu'à l'identifier avec l’une des nombreuses variétés des agents des infections carnées.
ARTICLE PREMIER
BACILLES PARATYPHIQUES
L’expression de Bacille paratyphique et d'affection paratyphoïde a été employée pour la première fois, en 1896, par Achard et Bensaude qui avaient isolé de deux pus un bacille ressemblant au B. d'Éberth. L'existence des B. paratyphiques a été confirmée peu après par Schottmüller et Kürth. Depuis, ces bacilles ont donné lieu à de nombreux travaux en Aile-
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magne, en particulier (Conradi, Drigalski. Brion, Kayser, Jürgens, etc.), où les affections qu'ils déterminent sont très fréquentes. Cependant, Sacquépée et Chevrel, Netter et Ribadeau- Dumas (1905) ont attiré l’attention sur eux, en France.
Les bacilles paratyphiques forment une chaîne reliant insensiblement le Colibacille d'un côté au Bacille d'Éberth de l’autre, et participent des caractères de ces deux microbes. Mais, quelques-uns ont une individualité très marquée et jouent un rôle pathologique spécial. « Les affections dites paratyphoïdes, dit Widal, ne sont nullement des formes de la dotliiénentérie ; ce sont des maladies différentes, produites par des microbes voisins, mais tout à fait distincts du B teille d'Eberth. »
Lïgnières a proposé de rattacher plusieurs de ces B. paratyphiques différenciés, le Paralyphique Bl et le Bacillus enteritidis de Gartner par exemple, au groupe des Salmonellos s, c’est à-dire des microbes présentant les mêmes attributs morphologiques et culturaux que le microbe du Hog-cholera décrit par Salmon (1886). A ce groupe appartiendraient également le B. de la psittacose et les agents de diverses infections d’autres oiseaux (moineau, perdrix, poule) (voir p. 844) le B. ictéroïdes, le B. de Danysz, B. typhimurium , B. de la septicémie des veaux, un bac. décrit comme l’agent d’avôrtements sévissant à 1 état contagieux (Lïgnières, Smith et Ivilborne, de Jong, Good).
1° Bacille paratyphique B. — Le bacille paratyphique du type B a été surtout étudié par Schottmüller, et porte parfois pour cette raison le nom de B. de Schottmüller. C’est le plus important du groupe des paratyphiques.
C’est un petit bâtonnet semblable morphologiquement au Bacille d Eberth. 11 est péritriche comme ce dernier, mais doué de mouvements très vifs, rappelant ceux des vibrions. Ces mouvements ont quelque chose de caractéristique qu'un œil exercé distinguera des mouvements plutôt ondulatoires du B. d' Eberth. Comme ce dernier, il se colore bien par les couleurs basiques d aniline et ne prend pas le Gram.
Ses caractères culturaux sont intermédiaires à ceux du Colibacille et du B. d'Eberth. Comme ces deux microbes, il pousse
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bien sur gélose, en bouillon, sur gélatine sans la liquéfier.
Comme le Colibacille, il fait fermenter, avec production de gaz, le glucose. En gélose et en bouillon au rouge neutre, il provoque également la formation de gaz et rend le milieu fluorescent.
Comme le Bacille d'Ebecth, il pousse en bouillon et en eau peptonée, sans former d'indol. Il ne modifie pas la gélose iaatasée loumesolée. Sur ce dernier milieu ses colonies sont un peu plus transparentes et un peu plus humides que celles du B. d'Eberlh mais ce caractère est difficile à apprécier.
Pour caractériser le B .paratyphique B, on se basera sur les deux phénomènes suivants : le caméléonnage et Y alcalinisation du lait.
Le caméléonnage s’appréciera ainsi : le B. paratyphique B sera ensemencé en petit-lait tournesolé de Petruschky (p. 84). Au bout de vingt-quatre heures, ce milieu aura viré au rouge et sera légèrement opalescent. A partir du troisième jour, le petit lait commencera à se troubler et à virer au bleu. Vers le dixième ou le douzième jour, il sera redevenu clair et présentera une coloration bleue intense. Le Bacille d Eberth ne fait pas virer ce milieu. Le Colibacille , s’il le fait virer en rouge, ne provoque jamais le phénomène de caméléonnage.
Ensemencé en lait, le B. paratyphique B. Falcalinise sans le coaguler, cette alcalinisation se manifeste par la coloration jaune et la clarification du lait.
Contrairement au B. d'Eberth . le paratyphique B est très pathogène pour certaines espèces animales, le cobaye et\& souris un particulier. De très faibles doses (1/20 à 1/50 d’ôse en injection sous-cutanée, 1/50 à 1/100 d’ôse en injection intrapéritonéale) suffisent à provoquer une infection septicémique mortelle1.
Du sérum provenant d’un organisme, siège d'une infection due au Paratyphique B, agglutine fortement ce bacille, alors qu’il est presque sans action sur le B. d'Eberth. Mais, pour
1 La maladie provoquée chez l'homme par ce microbe se traduit parles signes d’une gasiro-entérile grave ou dune infection ressemblant à la tièvre typhoïde (paratyphoïde). Le bactérie paratyphique B est l'agent des intoxications d’Aertryck (de Nobei.e), de Düsseldorf, de Breslau, de Posen, etc... Dans chacune de ces épidémies on a isolé une variété de paratyphique B.
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éviter toute erreur, il ne faut se contenter que d’un taux élevé ; les agglutinines produites par les deux bacilles étant très voisines.
2° Bacille paratyphique A. — Le Bacille paratyphique du type A ou de Brion-Kayser est beaucoup moins important que le précédent. 11 provoque bien plus rarement des infections, affectant l’allure d’une lièvre typhoïde. Ces infections sont bénignes ; on n’en connaît pas jusqu'ici de cas mortel.
Voici les principaux caractères qui le différencient du précédent : il attaque les milieux sucrés avec formation de gaz, mais le dégagement est moins abondant. 11 fait virer au rouge le petit-lait tournesolé d’une façon marquée, mais on n’observe pas le phénomène de caméléonnage. 11 est sans action sur le lait. Il fait virer le rouge neutre ce qui le différencie du B. d’Eberth. Les sérums, obtenus en inoculant le B. paratyphique A à des lapins, agglutinent uniquement ce bacille, lorsqu’on les emploie ; en solutions étendues.
3° Autres paratyphiques. — ■ Nous signalerons encore le Bacillus enteritidis de Gartner, dont les caractères culturaux se confondent avec ceux du Paratyphique B , mais qui n’est ni agglutiné ni bactériolysé par les sérums antiparatyphiques B.
Le Bacillus enteritidis Gartner a été incriminé dans les épidémies de Frankenhausen, Moorseele, Gand, Bruges. Dans cha- I cune de ces épidémies on a isolé une variété de Bacillus enteritidis.
Signalons enfin les bacilles intermédiaires, qui relieraient les Paratyphiques au B. d'Éberth au point de vue des caractères culturaux, signalés par Rodet, Lafforgue, Rimbaud et Mlle Rubini stein (1909), etc.
ARTICLE II
BACILLUS BOTULINUS
Trouvé par Van Ermenghen (4897), dans l'intestin et la rate
B d’individus atteints de Botulisme , à la suite de l'ingestion de ! jambons. Il a été isolé des haricots en conserve, de salade : des excréments du porc (Kejæpner).
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Grand bacille (4 à 6 (jl sur 1 \x) avec une spore terminale (en gélatine alcaline glycosée). Peu mobile. Anaérobie strict. Prend le Gram. Liquéfie lentement la gélatine glycosée. Produit des gaz. Odeur butyrique. Ne végète pas sur gélatine ordinaire, sur gélose, sur pomme de terre; dans ceux qui renferment plus de I J 6 p. 100 de chlorure de sodium Ne
''lii coagule pas le lait Ne végète pas
’W sur les milieux acides. La gélatine
Fig. 317.
Bacille du Bolulisme.
Infection du singe (Van Ermengen). (Sécrétions, mydriase, mort en 48 heures.)
ycosée est le milieu de choix. J optima = 30°.
Fig. 318.
Bacille du Botulisme.
Infection du chat (Van Ermengen). (Yeux fixes, mydriase, langue pendante.)
Très pathogène pour le singe (fig. 317), la souris blanche, le chat ( fig. 318), le lapin, le cobaye. 11 disparait rapidement des organismes inoculés et n’agit que grâce à une toxine (poison botulinique), de môme nature que la toxine diphtérique, c’està-dire de nature albuminoïde, très sensible à l’air et à la lumière, insoluble dans 1 alcool, l’éther et le chloroforme, dialysant peu (Brieger). Kempner a obtenu un sérum antitoxique.
VIBRION CHOLÉRIQUE DES OISEAUX
L’agent de la gastro-entérite des oiseaux est un vibrion ( Vibrio Metschnikod) isolé et étudié par Gamalf.ia.
Le vibrion cholérique des oiseaux offre de grandes analogies avec le microbe du choléra asiatique. 11 se présente sous forme de bâtonnets courts et courbés, quelquefois enroulés en spires lâches. C est un microbe très mobile.
11 se colore bien par toutes les couleurs d’aniline, ne prend pm s le Gram.
La culture est facile sur les différents milieux.
La maladie naturelle s’observe sur les poules. Elle se traduit par de la somnolence et de la diarrhée ; la température reste voisine de la normale.
Le pigeon, la poule et le cobaye sont sensibles à tous les modes de l’infection. Le lapin et le spermophile sont plus résistants.'
11 se produit dans les cultures une toxine très tliermostabile.
Le lapin hyperimmunisé fournit un sérum préventif.
G H A PITRE XXXI
BACILLE DE LA PSITTACOSE
La 'psittacose est une maladie commune aux psittacés (perruches, perroquets) et à l'homme. Elle est transmissible de l’animal à 1 homme et de l'homme à l’homme.
A. Le B causal a été découvert par Nocard (1892) dans la moelle osseuse d'ailes desséchées de perruches, venues de Buenos-Ayres, et qui avaient occasionné une épidémie de pneumonie. En 1895, Palamidessi retrouve le même microbe dans une épidémie analogue, à Florence. Le seul cas où le B. ait été retrouvé chez l’homme appartient à Gilbert et Fournier.
Le B. de la psittacose est excessivement voisin du B d'Eberth.
Il existe dans le sang et la moelle osseuse des perruches, dans le sang de l'homme qui succombe. Achard et Bensaude l’ont rencontré dans un abcès et une cystite. Gilbert et Fournier dans le contenu intestinal de perruches saines.
B. La morphologie, les caractères de culture sont identiques à ceux du B. d Eberth.
11 végète sur les cultures grattées du B. d'Eberth et est à peine agglutiné par le sérum des typhiques (Widal et Sicard), ce qui suffit à le différencier. Le B. d Eberth ne végète pas sur les cultures grattées du B. de la psittacose.
Le sérum des malades n’agglutine pas.
G Le B. de la psittacose est inoculable aux perroquets et aux perruches par ingestion et par inhalation (ces animaux sont réfractaires au B. d'Eberth ). Il se produit de la somnolence, de la diarrhée, du hérissement des plumes et la mort au bout de de trois à cinq jours.
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Autopsie : congestion générale des viscères, ulcérations intestinales, hypertrophie de la rate. Le B. est dans le sang. L'inoculation sous-cutanée réussit également.
La souris , le jpigeon, la poule sont sensibles.
Le lapin, et surtout le cobaye, sont très résistants.
D. Le diagnostic bactériologique se fera en ensemençant le sang ou la moelle des os.
CHAPITRE XXXII
DIPHTÉRIE AVIAIRE
La diphtérie aviaire est une maladie aiguë, contagieuse, épizootique caractérisée par le développement de fausses membranes croupales et diphtéritiques sur les muqueuses de la tête. La maladie sévit sur les poules, les dindons, les faisans, les paons, les pigeons.
L’examen des travaux publiés depuis les recherches originales de Lôffler (1884) sur la diphtérie des pigeons montre que la question de la spécificité de la diphtérie aviaire n’est pas encore résolue. Un grand nombre d’expérimentateurs ont confirmé la découverte de Lôffler, ils ont retrouvé le même agent, avec quelques variations, dans les lésions de divers oiseaux (Loir et Ducloux, Guérin). Bordet a isolé, cultivé un microbe tout différent avec lequel il reproduit la maladie. D’autres soutiennent l’identité de la diphtérie aviaire et de l’épithélioma (V. Épithélioma contagieux, p. 920). Des coccidies, les microbes les plus variés ( Actinormyces [Trincas], B. pyocyanique, croup bacillus...) B. de la diphtérie des poules (Muller), virus filtrant (Dean et Marshall), des bacilles pseudo-diphtériques ont été incriminés tour à tour.
En réalité les lésions diphtéroïdes de la bouche des oiseaux relèvent des causes les plus variées, la simple irritation mécanique détermine leur apparition, et elles renferment alors un ou plusieurs des microbes qui ont été décrits comme les agents de la maladie. Mais certaines formes, inoculables et contagieuses, sont vraisemblablement sous la dépendance d’un agent spéci-
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Tique. Nous décrirons seulement ceux du type Bacillus dipkteriæ columbarum de1 Lôffler et le microbe de Bordet.
ARTICLE PREMIER
BACILLUS DIPHTEIUÆ COLUMBARUM (LÔFFLER) {Bac. dipht. avium , Pasteurella de Guérin).
A) — Cultures
1° Caractères généraux des cultures. — Aérobie et anaérobie.
2° Cultures sur milieux solides. — A. ‘Gélatine. Se développe à la surface sous forme de colonies grises, transparentes, plus tard d’un enduit blanc. En piqûre , forme des colonies mamelonnées d'un blanc grisâtre. Pas de liquéfaction.
B. Gélose. — Colonies arrondies, translucides, bleuâtres puis blanches.
C. Sérum. — Enduit grisâtre transparent
D. Pomme deterre. — Enduit grisâtre (Lôffler), blanc jau- (Loik et Ducloux), ou ne se développe pas (Guérin).
3° Cultures en milieux liquides. — A. Bouillon. Trouble uniforme, puis dépôt blanchâtre, visqueux, adhérent aux parois.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Analogue aux agents des septicémies hémorragiques, pourtant plus long et plus grêle.
2° Coloration. — Coloration bipolaire avec les solutions aqueuses des matières colorantes d’aniline. Ne prend pas le Gram.
C) — Caractères biologiques
1° Habitat. — La virulence parait localisée aux lésions spécifiques et aux produits souillés comme le jetage, la salive, le
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contenu intestinal. Dans les formes aiguës, le sang est virulent.
2° Vitalité, virulence. — Le microbe est détruit rapidement par la lumière et la dessiccation, les matières virulentes résistent huit mois.
La bactérie est tuée à 58° en cinq minutes. Le froid est sans action.
La résistance aux antiseptiques est peu marquée.
La virulence des cultures diminue rapidement (Babes etPuscariü). Les cultures vieilles de deux mois ont été utilisées comme vaccin (Loir et Ducloux).
La virulence peut être renforcée par des passages sur la nictitante du pigeon (Guérin).
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — Les muqueuses des oiseaux malades se recouvrent de bloes fibrineux, gris jaunâtre, adhérents, formant en certains points des masses saillantes, moulées sur les régions envahies. Les lésions siègent sur la bouche, l’arrièrebouche, le pharynx, les cavités nasales, la conjonctive. Les animaux succombent en quelques jours.
2° Action expérimentale. — Le microbe est pathogène pour la poule et le pigeon. L’inoculation sous-cutanée ou muqueuse provoque l'apparition d’un petit foyer de nécrose ou d’une fausse membrane (Lôffler). Le moineau succombe à une véritable septicémie.
Les cultures virulentes de Loir et Ducloux reproduisent les lésions de la maladie.
Le rat, le cobaye, le lapin, sont sensibles à l’inoculation.
E) — Toxines
Les cultures chauffées sont toxiques (Loir et Ducloux).
F) — Diagnostic bactériologique
Le diagnostic bactériologique ne peut pas être tenté pour la recherche du microbe. Les fausses membranes sont toujours
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souillées des. germes les plus divers, au milieu desquels il serait difficile de reconnaître l’agent spécifique dont la morphologie n'a rien de caractéristique. L 'inoculation sur la nictitante du produit suspect permet de distinguer les fausses membranes de la diphtérie, de celles dues à l’irritation mécanique qui ne sont pas inoculables. &
G) — Immunisation, sérothérapie
Les) cultures stérilisées confèrent l’immunité (Loir et Ducloux, Doroschenko). L’immunité ainsi conférée peut être renforcée par l’inoculation d’une culture vieille de deux mois. En sensibilisant des corps microbiens avec du sérum d’un cheval Guérin a établi un procédé de vaccination qui lui a donné d’excellents résultats.
Le sérum antidiphtérique (contre le bacille de Lôffler de la diphtérie humaine) a été souvent préconisé contre la diphtérie aviaire. Il est dépourvu d’action spécifique, mais il peut exercer, comme tous les sérums, une action générale favorable à la guérison.
ARTICLE II
MICROBE DE BORDET
En raison du grand nombre des microbes qui se trouvent dans les fausses membranes Rordet a commencé par préparer un produit virulent aussi peu souillé que possible. Il y réussit en inoculant la nictitante d’une poule avec une fausse membrane, la lésion apparaît après quelques jours.
Le produit de broyage ensemencé sur gélose contenant du sang de lapin et de l’extrait glycériné de pomme de terre (milieu de Bordet-Gengou). Seuls les microbes d’impureté donnent un développement apparent, les parties du tube qui sont restées stériles en apparence, renferment le virus, il peut être inoculé et réensemencé. Dans les cultures ultérieures on peut voir apparaître des colonies extrêmement petites, la surface du milieu prend une teinte noirâtre.
Le microbe est extrêmement petit, immobile, il se montre
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comme un point, quelquefois comme un bâtonnet. On trouve des formes anormales, gonflées, les amas zoogléiques sont fréquents. La coloration peut être obtenue avec le Giemsa dilué, moins bien avec le bleu de toluidine.
Les cultures sont encore vivantes après un mois. Le virus entretenu in vitro sans passage par la poule pendant trois mois reproduit la maladie (Bordet et Fally).
Rapports de la diphtérie humaine et de la diphtérie aviaire. — Cette question n’est pas encore résolue, certains admettent l’existence de rapports étroits entre la diphtérie de l'homme et la diphtérie des animaux, d’autres nient au contraire la possibilité de tout rapprochement .
11 n'est pas douteux que la diphtérie vraie, spécifique de l’homme et la diphtérie vraie des oiseaux soient deux maladies nettement différenciées . Pourtant la virulence du bacille de la diphtérie de l’homme pour les oiseaux, conduit à penser à la possibilité de l’infection naturelle de ces animaux par ce microbe. En réalité Ferré, Gallez, Gratia et Liénaux ont isolé de lésions diphtôroïdes des oiseaux des bacilles, analogues au bacille de Lôffler (de la diphtérie humaine) mais pourtant peu virulents.
On ne peut pas nier d’autre part sur la foi d’un grand nombre d’observations la possibilité de la transmission de la diphtérie des volailles à des individus qui présentent des angines diphtéri tiques, sans bacille de Lôffler. Loir et Ducloux notamment auraient retrouvé chez l'homme le microbe qu’ils ont décrit comme l’agent de la diphtérie aviaire.
L’argument tiré de l’action bienfaisante du sérum antidiphtérique (contre la diphtérie humaine) sur la diphtérie aviaire, est de peu de valeur si l'on veut tenir compte des bons effets d’un sérum quelconque contre ces diverses infections.
L’obscurité qui règne sur l'étiologie de la diphtérie aviaire, les causes diverses sous l'influence desquelles, vraisemblablement, la maladie peut apparaître, rendent plus difficile encore, l’étude des rapports de la diphtérie de l’homme et des animaux.
VIRUS FILTRANTS ET MICROBES INVISIBLES
On rapproche sous cette commune dénomination les agents pathogènes caractérisés par leur propriété de passer à travers les bougies poreuses qui dans les mêmes conditions retiennent presque toutes les bactéries, caractérisés encore parce que la plupart n’ont pas encore été vus en dépit des moyens les plus perfectionnés habituellement utilisés pour définir la morphologie des microbes.
Les expressions de virus filtrants et de microbes invisibles très généralement adoptées comme synonymes sont loin pourtant d’avoir la même valeur : la filtrabilité n’implique pas nécessairement l'invisibilité. Il existe des protozoaires, des vibrions capables de traverser les filtres et qui sont parfaitement visibles (Borrel). Le microbe de la péripneumonie, est un virus filtrant dont la morphologie à peine soupçonnée pendant longtemps est aujourd’hui mieux définie. L'expression « invisible » elle-même n’est pas exacte et définitive. Ces virus filtrants n'ont pas été vus sans doute parce qu’ils sont trop petits et qu’ils n'ont pas d’affinité pour les matières colorantes mais avec d’autres moyens que ceux utilisés actuellement rien ne s’oppose à concevoir qu’il soit possible de les voir un jour.
Pourtant tous ces virus ont un certain nombre de caractères communs qui autorisent à en faire une étude générale, avant d’aborder l’étude de chacun d’eux.
1° Filtrabilité. — C’est leur caractère essentiel. Tous ces virus sont capables de traverser les bougies poreuses considérées
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pendant longtemps comme des filtres parfaits, certains passent à travers les bougies dont les pores sont les plus étroits Chamberland B, Maassen) comme le virus de la peste du cheval ou celui de la typho-anémie, d’autres au contraire ne traversent que les bougies très poreuses (Berkefeld V) comme le virus de la clavelée ou celui de la fièvre aphteuse.
La filtration doit être faite rapidement, sous une pression peu considérable, avec des bougies éprouvées au préalable. Le liquide virulent à filtrer doit toujours être dilué, débarrassé* par des filtrations préalables des matières albuminoïdes qui, en colmatant le filtre, diminuent sa perméabilité.
2° Invisibilité . — Caractère relatif et transitoire. Le microbe de la péripneumonie est défini morphologiquement, certaines granulations extrêmement fines sont considérées comme* les agents de la clavelée, de l'épithélioma contagieux des oiseaux, de la vaccine. L’ultra-microscope qui ne permet de recueillir aucune indication morphologique ne peut pas servir à distinguer parmi toutes les particules d’un liquide albuminoïde celles qui représentent les éléments pathogènes.
3° Nature. — Le 'passage à travers les filtres n’exclut pas l’hypothèse d’un agent figuré. La preuve en estfournie par l’influence de la porosité sur là filtrabilité : un virus qui traverse une bougie très poreuse, ne traverse pas une bougie plus dense, c’est donc qu’il ne se comporte pas comme un liquide mais comme un élément dont le volume entre en ligne de compte.
Lès virus filtrants doivent leurs propriétés à un élément figuré et vivant. L’incubation, nécessaire à la manifestation de leurs propriétés pathogènes, les distingue des toxines, des ferments, ainsi que la possibilité des passages en série sur les animaux inoculés.
Quelle est leur véritable nature ? Certains virus ont tous les caractères des bactéries (microbe de la péripneumonie) d'autres ont été rapprochés des protozoaires et ont été groupés sous les noms de chlamyclozoa , de stroïigyl&soma , en réalité rien ne prouve leur nature protozoaire.
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4° Culture. — Les virus filtrants, sauf le microbe de la péripneumonie, qui de bien des points de vue constitue une entité distincte, n’ont pas été cultivés m vitro. Quelques essais heureux (peste aviaire) n’ont pas été confirmés.
5° Action pathogène. — Beaucoup parmi les virus filtrants des maladies des animaux sont les agents des' grandes contagions (peste bovine, fièvre aphteuse, clavelée, peste aviaire...).
Certains d’entre eux ont la propriété de favoriser les infections secondaires, celles-ci peuvent devenir prépondérantes et masquer complètement le tableau pathologique du début et son agent causal. Cette particularité explique pourquoi pendant longtemps des bactéries, reconnues banales depuis, ont été considérées comme les agents de la peste du porc, de la maladie des chiens, etc...
Tous ces caractères communs en dépit de profondes différences relatives à la résistance du virus, aux modes de l’infection et de la contagion, à l’immunisation, sont encore suffisants pour justifier la création d’un groupe de maladies à virus filtrant. Le tableau suivant montre que la liste de ces affections est déjà considérable :
^ P es le du cheval (Uorse sickness) (Nocard).
Cheval Typlio-anémie infectieuse (Carré et Vallée).
Fièvre typhoïde (Basset, Bemelmaxs).
Péripneumonie bovine (Nocard et Roux).
Fièvre aphteuse (Loffler et Frosch).
1 Stomatite pseudo-aphteuse (Ostertvg et Bugge).
1 Vaccine (Siegert).
m . ’ Peste bovine (M. Nicolle et Adil-Bey).
\ Clavelée (Bprrel).
I Agalaxie contagieuse des brebis (CELLietde Blasi) .
f Fièvre catarrhale du mouton (Theiler).
Peste du porc (de Schweinitz et Dorset).
Variole des porcelets (Poenarü).
, Rage (Remlinger).
Carnassiers. . . ' Maladie des chiens { Carré)..
Paralysie bulbaire infectieuse (Aujeszky).
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Myxome (microbe invisible) (Sanarelli).
Peste (Pétril et O. Brien).
/ Peste (Centanni, Maggiora et Valent]).
I Epithélioma contagieux des oiseaux (Marx et ) Sticker).
i Maladie des merles et des étourneaux de Modène ! (Maggiora et Valenti).
\ Leucémie des poules (Ellermann et B an g).
Quelques maladies de l’homme (fièvre jaune, molluscum contagiosum), et des plantes (mosaïque du tabac) sont déterminées également par des virus filtrants.
ARTICLE PREMIER PÉRIPNEUMONIE
Le microbe cle la péripneumonie (Asterococcus mycoi'des, Borrel, 1910) a été isolé pour la première fois par Nocard et Roux en 1898, son étude a été poursuivie et complétée par Dujardin- Beaumetz (1900). Plus récemment Borrel, Bordet ont tenté de préciser les caractères morphologiques de ce microbe d une extrême ténuité.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Peut être isolé de la sérosité qui distend les cloisons interlobulaires infiltrées du poumon des animaux atteints de la maladie. Cette sérosité, après dilution, est filtrée sur bougie Berkefeld ou Chamberland F, puis ensemencée dans du bouillon Martin-sérum. Le microbe de la péripneumonie, en milieu pauvre en albumine, étant capable de traverser les bougies poreuses convenablement choisies, se trouve dans le filtrat à l’état de pureté et provoque dans le milieu une culture typique.
2° Caractères généraux des cultures. — Surtout aérobie ; développement très lent et peu abondant dans le vide ou en
Lapin
Cobaye. . . .
Oiseaux. . . .
COLORATION, CARACTÈRES MICROSCOPIQUES
présence des gaz inertes, cultive entre 30 et 42 degrés, optimum 36-38 degrés. Production d’acides.
3° Cultures sur milieux solides. — A. Gélose. — Ne se développe que sur gélose au bouillon Martin-sérum ; produit après trois ou quatre jours de très fines colonies transparentes, qui s’épaississent, deviennent opaques au centre, très adhérentes au milieu de culture, elles s’enfoncent comme un clou dans la gélose.
4° Cultures en milieux liquides. — À. Bouillon. — Le milieu qui convient le mieux est le bouillon Martin additionné de 5 p. 100 de sérum de bœuf ou de lapin, stérilisé par filtration. Deux ou trois jours après l’ensemencement le bouillon devient opalescent et l’agitation du liquide met en évidence des ondes soyeuses très légères. Il est souvent nécessaire pour apprécier le développement de comparer le tube de culture avec un tube témoin non ensemencé.
B. Lait. — Le lait digéré à l’aide de la pancréatine chauffée à 80 degrés, alcalinisé, stérilisé par filtration, additionné de sérum, convient au développement.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Coloration. — Se colore par toutes les couleurs d’aniline, mais sans précautions spéciales il n’est pas possible de résoudre en leurs éléments les agglomérats de microbes qui apparaissent comme une fine poussière colorée. 11 faut avoir recours au Giemsa à chaud (Bordet), à l’examen ultra-microscopique, à la surcoloration par le Lôffler des microbes lavés et centrifugés (Borrel, Dujardin-Beaumetz, Jeantet et Jouan). Ne prend pas le Gram.
3° Mobilité. — Immobile.
3° Formes. — De très petites dimensions, à la limite de la visibilité, capable de traverser les filtres qui retiennent dans
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les mêmes conditions de filtration tous les autres microbes visibles. 11 est difficile de le comparer à d’autres types microbiens, puisqu’il est seul un microbe filtrant, visible et cultivable.
A été considéré comme un fin coccus. L'étude récente de sa morphologie (1910) a montré qu’il était très polymorphe, se
Fig. 319.
Microbe de la péripneumonie.
Formes extrêmement variées observées dans les cultures (Borrel, Dojaroin-Beauvietz, Jeantet et Jouan).
présentant sous des formes qui rapprochent ce microbe des spirilles ou des spirochètes, constitués d’éléments inégaux, avec des renflements, une coloration irrégulière : dans les milieux liquides (bouillon 2, sérum 1) on observe des formes granuleuses avec le centre clair (Bordet). Ces particularités morphologiques ont été notées sur des microbes cultivés sur le milieu de Bordet (gélose, macération de pomme de terre, sang) ét colorés par le Giemsa à chaud.
Le polymorphisme serait sa caractéristique essentielle ; il existe des formes flexueuses, filamenteuses, vibrioniennes, ramifiées et même étoilées; les éléments sont enveloppés dans une gangue visqueuse. On observe surtout l’aspect ramifié, astéroïde (Aterococcus mijcoïdes ) et dans les vieilles cultures des formes monstrueuses, des filaments pseudo-mycéliens (Borrel, Dujardin Beaümetz, Jeantet et Jouan).
La plupart de ces caractères morphologiques s’observent dans les microbes contenus dans l’exsudât pulmonaire (Martzinovski) .
G) — Caractères biologiques
1° Vitalité. Virulence. — Détruit en moins d’une heure par le chauffage à 58 degrés. Dans les cultures les passages deviennent difficiles après un mois. En ampoules scellées, dans l'obscurité, à 10-15 degrés la vitalité persiste dix mois.
La sérosité virulente, recueillie en ampoules scellées, conserve ses propriétés pendant un mois ; à l’air et à la lumière le virus est atténué après vingt à vingt-cinq jours. La lymphe péripneumonique est détruite dans sa virulence par un chauffage à 75 degrés, elle ne provoque que des réactions atténuées après chauffage à 65 et même 55 degrés.
2° Agglutination et précipitation.. — Le sérum d’un cheval qui a reçu des doses massives de culture en bouillonsérum-cheval agglutine nettement à 1 p. 50 et précipite le filtrat des cultures. La précipitation se manifeste également à l’égard du sérum des animaux atteints. La méthode pourrait être utilisée ponr le diagnostic de certains cas chroniques de la maladie (Dutardin-Beaumetz) .
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — La péripneumonie est une maladie spéciale aux bovidés, elle est caractérisée par des lésions d'inflammation exsudative dans le poumon et sur la plèvre.
La maladie évolue ordinairement sous la forme aiguë en dix-
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quinze jours. On observe au début des symptômes généraux d'intensité variable, puis plus tard des signes de pleurésie le plus souvent unilatérale ou de pleuro pneumonie ; la présence de l’exsudât s’accompagne de troubles circulatoires qui se traduisent par de l'oedème du fanon et de la paroi abdominale. La mort survient par asphyxie ou par gangrène pulmonaire ; la guérison complète est rare. Exceptionnellement les animaux succombent en deux huit jours. Chez les veaux 1 infection se traduit à peu près exclusivement par des arthrites ou des synovites à caractère ambulatoire. Ce qui domine le tableau anatomopathologique c’est l'hypertrophie des cloisons interlobulaires et les colorations diverses des lobules envahis. Des lésions accessoires siègent au niveau du péricarde, du péritoine, des synoviales articulaires et tendineuses.
2° Action expérimentale. — A. Bovidés. — a. Inoculation intra et sous-cutanée. — Pratiquée sur le tronc ou au niveau des parties supérieures des membres, détermine des engorgements considérables et la mort le plus souvent. Si l'inoculation est pratiquée à l’extrémité des membres ou à la queue, la région inoculée devient le siège d une inflammation localisée. Cette inoculation confère aux animaux une immunité assez solide (Willems) (V Immunisation) .
Chez le veau de lait, 1 inoculation cutanée même à la queue, provoque du quinzième au vingtième jour des tuméfactions articulaires.
b. Voies digestives. — Ni infection, ni immunité (Nocard et Roux).
c. Voies respiratoires. — Conviennent difficilement pour reprdduire la maladie, mais tous les inoculés acquièrent 1 immunité.
d. Plèvre et péritoine. — Inflammation exsudative intense.
e. Chambre anterieure de l’œil. — Pas d’infection. L'inoculalion confère 1 immunité.
f. Inoculation veineuse. — Ni infection, ni immunité. La résistance ne peut être conférée que si le virus est déposé dans le tissu conjonctif sous-cutané lors de l’inoculation (Nocard et
Roux).
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g. Cerveau. — Mort après trois semaines. Chez les jeunes, inflammation exsudative des synoviales ; chez les adultes, accès de vertige et amaigrissement.
B. Chèvre, Mouton. — Sensibles seulement à l'inoculation de culture en bouillon Martin additionné de sérum de mouton ou de cheval. OEdème envahissant accompagné d’arthrite.
C. Porc, Carnivores, Lapin, Cobaye, Oiseaux. — Réfractaires
E) --■- Toxines
11 serait possible d’extraire de la sérosité péripneumonique une « substance phlogogène, retenue eh grande partie par les filtres, qui possède encore une notable influence lorsqu elle a été soumise à 1 10 degrés... ». Cette substance est surtout toxique pour le bœuf, la chèvre est moins sensible ; le cobaye, le lapin et le chien la supportent sans réaction (àrloing).
F) — Diagnostic bactériologique
1° Filtration et culture. — La sérosité filtrée sur bougie F de Chamberland est ensemencée dans le bouillon Martin- sérum ou sur la gélose-Martin sérum. Après deux ou trois jours le léger -trouble du bouillon ou l'apparition de fines colonies transparentes représentent des éléments certains de diagnostic.
2° Inoculation. — On peut inoculer la sérosité dans le tissu conjonctif sous-cutané, sur la paroi thoracique, d'un jeune bovidé. Après douze-quinze ou vingt jours on voit apparaître une tumeur, en même temps que la température s'élève. L infiltration s'étend à la paroi abdominale, au garrot, la mort survient en quelques jours.
3° Séro-diagnostic. — (Voir Agglutination et Précipitation, p. 857).
G) — Immunisation, sérothérapie
1° Immunisation par l inoculation sous -cutanée. —
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Emploi de la sérosité. — La sérosité virulente est recueillie, purement, dans le tissu pulmonaire hépatisé. Pour la conserver on peut se contenter de la placer dans des pipettes à l'obscurité ou l additionner de glycérine (1/2 vol.) et d’eau phéniquée à 5 p. 1000 (1/2 vol.).
L’inoculation est faite à l’extrémité de la queue, par piqûre, scarification ou mieux par inoculation sous-cutanée à la seringue, on injecte I à il gouttes de matière virulente.
Du douzième au quinzième jour il survient une tuméfaction inflammatoire, dont l’évolution confère une immunité qui permet aux animaux de résister à la contagion naturelle.
La lésion locale peut entraîner la mortification des tissus, ou se propager vers la base de la queue. Des scarifications ou quelques ponctions ignées permettent, en général, de limiter ces accidents.
Emploi de la culture. — Le procédé comporte l'inoculation d’un quart ou d’un demi-centimètre cube de culture. Indications, effets et conséquences identiques à ceux relatifs à l’emploi de la sérosité.
2° Sérothérapie. — Le sérum d’une vache vaccinée puis qui reçoit des doses croissantes de culture acquiert des propriétés préventives. L’immunité conférée est peu durable. Le mélange de sérum et de virus peut être inoculé impunément, en région défendue, il ne confère aucune immunité (JNocard et Doux). Le sérum d’un cheval qui a reçu des doses massives de cultures n'est ni préventif, ni curatif, mais agglutinant (Düjardin-Beaumetz.
ARTICLE II
RAGE
L’étude expérimentale de la rage commencée par Galtier, a été brillamment poursuivie par Pasteur et ses collaborateurs. C’est plus récemment qu’on est arrivé à démontrer la filtrabi-
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lité du virus rabique (Remltnger) ; depuis on a tenté de le cultiver (Noguchi).
§ 1. — Action pathogène
1° Action naturelle. — La cause de la maladie naturelle est toujours la contagion soit par morsure, soit par lâchement, soit par contact de salive virulente avec une plaie ou une muqueuse délicate. Les morsures à la face et aux mains sont les plus dangereuses.
Remlinger (1905) a montré, sur le cobaye et le lapin, que la peau fraîchement rasée, non excoriée , est une porte d’entrée suffisante pour le virus rabique.
La période d? incubation est très variable, mais toujours longue : quarante jours en moyenne chez l'homme et chez le chien.
A. Homme. — La rage se présente sous la forme furieuse (troubles intellectuels, hyperesthésie sensorielle, .spasme hydrophobique, hallucinations, paralysie) ou sous-la forme 'paralytique d'emblée. A côté des manifestations décrites par les classiques on peut reconnaître une forme cérébelleuse (démarche ébrieuse, gestes choréiques) et une forme sympathique (sudation, ptyalisme, mydriase) (Paviot et Lesieur).
La durée moyenne de la maladie est de quatre jours.
Le pronostic est fatal.
B. Chien. — La rage revêt les types les plus divers, on reconnaît une rage furieuse et une rage paralytique . Dans la première : début par des modifications du caractère ; puis : fugues, hallucinations, périodes d’excitation, aboiement rauque prolongé, terminé par une note aiguë : prurit, priapisme, dysphagie, accès de fureur pendant lesquels l’animal déchire les tapis, la literie, retourne sa paille et déglutit des corps étrangers; à la fin. paralysie du train postérieur, puis des quatre membres, dyspnée et asphyxie terminale.
Dans l’autre forme, l'animal ne peut ni aboyer ni mordre, lorsque la paralysie débute par les masséters (rage mue, muette
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ou tranquille) ; les monoplégies peuvent être limitées à un membre.
Durée : trois à dix jours.
Pour reproduire la rage furieuse, il faut inoculer dans le cerveau le chien avec le virus des rues et non avec du virus fixe (voir plus loin). Incubation : 10 à 20 jours. Légère élévation de température. Excitabilité. Agitation. Altérations de la voix, etc., comme la rage naturelle.
Le jeune chien est plus réceptif que l'adulte ; la période d'incubation est plus courte (quelquefois une semaine) . Il n'a pas l'air méchant, et inspire une sécurité trompeuse. La virulence est souvent exaltée par le passage sur le jeune chien (Remlinger).
Les animaux rabiques ont de la glycosurie (Colasanti, Nocard, Porcher. Rabieaux et Nicolas).
Il est possible qu'un certain nombre de cas de rage du chien soient dus à des morsures par des rats enragés (cas de rage dite spontanée).
G. Chat. — La rage est presque toujours furieuse, mais ranimai se cache et ne mord guère que si on l’approche.
D. Cheval. — Exaltation de la sensibilité, excitation génésique, prurit, perversion du goût, dysphagie; les accès de fureur sont souvent déterminés par la vue d’un chien, paralysies. Durée : 3 à 6 jours.
E. Ruminants. — Se traduit chez le bœuf et le mouton sous des formes variées comme chez le chien. Dans la rage furieuse on note de l’hyperesthésie, des tremblements, des hallucinations, la vue d'un chien provoque des accès de fureur, paralysies, mort en 4 à 6 jours. La forme paralytique d’emblée évolue en 2 à 4 jours.
2° Action expérimentale1. — A. Historique. — Tout ce que l’on savait, avant Pasteur, sur la pathogénie de la rage, c’est que le virus était probablement de nature figurée, puis-
1 A. Marie, Etude expérimentale de la raye. Doin, 1909
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qu'il ne traversait pas les filtres de plâtre (P. Bert, Nocard), qu’il suivait de préférence la voie nerveuse dans l’organisme (Duboué, de Pau) et que le lapin était l'animal de choix pour son étude (Galtîek, 1879).
En 1881, Pasteur démontra expérimentalement que le virus rabique siège surtout dans les centres nerveux, et que la meilleure manière de le transmettre sûrement est l’inoculation dans le cerveau, par trépanation, tandis que Gautier avait échoué en inoculant les centres nerveux rabiques sous la peau du chien.
B. Exaltation de la virulence, virus fixe. — En 1885, Pasteur fit connaître le moyen de transformer le « virus de la rage des rues », à incubation variable, en un « virus fixe », à incubation constante de sept jours, par des passages répétés de lapin à lapin. Pour obtenir un virus fixe en partant du chien il faut effectuer de cinquante à cent passages.
Le virus des rues, inoculé au chien, fixe plus vite sa virulence que par passages sur le lapin ; six ou sept passages suffisent (A. Marie, 1907).
il est probable que le virus des rues peut être renforcé par le passage à travers tous les mammifères. Après sept ou huit passages par le renard (Nocard), le chat, le virus des rues tue le lapin en six jours. Les passages par les herbivores renforcent rapidement la virulence.
Ce virus fixe ne donne sûrement la rage au chien que par la voie oculaire (voir plus loin). Plus la quantité inoculée au chien est considérable, moins l’inoculation a de chances d'être positive (paradoxe explicable par la plus grande quantité de substance immunisante contenue dans la moelle du lapin) .
Le virus fixe est-il virulent pour l'homme ? Ferran ne le croit pas et inocule la moelle de lapin fraîche à l’homme pour le traitement. Nitsch (1904) s’est inoculé impunément, sous la peau du ventre, 5 milligrammes de moelle fraîche. Il est probable que l’adaptation au lapin l’a rendu peu virulent pour l’homme inoculé sous la peau ; il le serait certainement, inoculé dans le cerveau.
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C. Inoculation du virus fixe. — a) La rage du lapin, inoculé avec du virus fixe, frais, offre une évolution remarquablement constante, à condition que l’inoculation soit pratiquée sous les r méninges, dans le cerveau, ou même dans la chambre antérieure de l’œil, sur la muqueuse pituitaire (la voie sous-cutanée est souvent infidèle). Elle est presque toujours paralytique d'emblée, et l'animal peut être manié, sans danger. La forme furieuse est rare ét passagère.
Le début des symptômes a lieu entre le sixième et le septième jour par de la parésie du train postérieur : le lapin, soulevé de terre et brusquement relâché, ne retombe pas d’aplomb sur ses pattes : en outre, il est abattu, ne mange pas. Vers le dixième jour, il est paraplégique, étendu sur le liane, il présente de la dyspnée, delà salivation, du mâchonnement, des mouvements ilbrillaires. 11 meurt le douzième jour en asphyxie, et dans un état particulier de rigidité cadavérique.
Ferré a montré que la respiration s’accélérait d'abord, pour se ralentir un jour avant l’apparition des phénomènes paralytiques.
La température s’élève d'abord de un ou deux degrés pour baisser rapidement dans la période terminale, jusqu'aux environs de la température ambiante, au moment de la mort (IIügyès) .
Un millionième de gramme de J substance grise des parties antéro-supérieures des hémisphères des lapins est une dose mortelle pour le lapin par injection intracérébrale (Nitsch).
6) Le cobaye est un animal plus économique pour le diagnostic j; de la rage des rues. On se contente, d’ordinaire, de l’inoculer dans les muscles de la nuque. Le plus souvent la rage est paralytique d’emblée, mais la forme agitée avec tendance à mordre est assez fréquente. La période d’excitation est généralement très courte ; la durée de l'inoculation de quinze à vingt jours.
c) L'inoculation expérimentale au chien est souvent négative sous la peau, à moins de lacérations préalables de trajets nerveux. 11 est plus sur de choisir la voie intracrânienne ou mieux oculaire. Dans ces conditions, le virus fixe donne au chien une rage tranquille, qui le tue en douze à quinze jours.
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L’inoculation par la voie sanguine est très problématique (Tchérevkov) ; il faut qu’un rameau nerveux soit touché.
11 existe quelques cas de chiens ayant résisté à l’inoculation intracérébrale.
La guérison de la rage expérimentale du chien peut s’observer (llôGYÈs) . Cinq jours après la guérison, la salive est encore virulente.
L’inoculation intrapéritonéale échoue (Remlinger) chez le lapin, le cobaye (immunité régionale).
Le virus fixe mélangé à la bile des animaux sains ou enragés (Vallée, Salomoni) ou aux sels biliaires (Lesieur) perd sa virulence. La saponine agit de même (la saponine a la même action sur certains protozoaires, tels que le trypanosome du rat).
d) Remlinger a inoculé avec succès la souris et le rat , Carougeau le maki ( Lemur mongoz '. Schindler (1908) donne, dans plus de la moitié des cas, la rage aux muridés par injection sous-cutanée.
Fermi possède un virus très actif pour les muridés ; Yinoculation sous-cutanée donne toujours un résultat positif.
e ) Les oiseaux ne sont sensibles qu’à 1 inoculation intracérébrale ; les oiseaux de proie sont plus sensibles que les poules et les pigeons (Kraus et Clairmont, Lôte).
f ) -La grenouille (Remlinger) et la tortue (Remlïnger, Carougeau) sont réfractaires, même maintenues à -j- 35°.
D. Porte d’entrée. — La question des portes d’entrée, qu’il s’agisse d’inoculation de virus des rues ou de virus fixe , est excessivement importante dans l’étude expérimentale de la rage.
a) Inoculation sous-cutanée. — C’est la méthode la plus irrégulière. Le chien notamment résiste presque toujours. Le lapin , au contraire, succombe dans 76 p 100 des cas. Helmann attribue la résistance du chien à la présence de la graisse dans le tissu conjonctif sous-cutané, les chiens gras résistent plus que les maigres. A. Marie, obtient 40 p. 100 de réussite chez le chien. Les petits rongeurs [rat, souris ), succombent une fois sur cinq environ (Marie), une fois sur deux (Kemlinger), tous les inoculés peuvent contracter la maladie (Fermi).
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b) Scarifications cutanées. — Le simple feu du rasoir, chez le cobaye , permet, par souillure de la peau, une réussite dans la proportion de 95 p. 100 (Remlinger, Galtier), Babès n'obtient que des résultats négatifs.
c) Absorption par les muqueuses . — Les muqueuses absolument saines doivent offrir une barrière infranchissable. Mais la plus petite lésion constitue une porte d'entrée suffisante.
La pituita>re est la plus sensible (Galtier) . Remlinger réussit une fois sur deux chez le lapin. Résultats négatifs avec la muqueuse conjonctivale. Cependant Galtier a parfois réussi.
Galtier a également obtenu quelques rares résultats positifs sur la muqueuse génitale.
d) Ingestion. — Échoue toujours, sauf en cas de lésion. Le suc gastrique détruit d'ailleurs le virus rabique.
e) Inoculation intra-oculaire. — Voie très sûre, donnant les mêmes résultats que l'inoculation intracérébrale.
f) Inoculation dans les troncs 'nerveux. — Hôgvès a réussi en injectant dans le nerf optique , dans le bulbe olfactif.
Di Vestea, Zagari ont eu des succès avec les nerfs périphériques. On réussit également en introduisant le virus entre les faisceaux musculaires.
Voie incertaine.
g) Inoculation intracérébrale. — La plus sûre, la méthode classique de Pasteur. Voir page 882.
h) Injection intrapéritonéale. — Résultats inconstants, inexpliqués. Le virus y est rapidement détruit. 11 faut de grosses doses.
i) Injection intraveineuse. — Employée par Galtier, par Pasteur. Résultats variables avec l’espèce animale. Résultats positifs chez le chien , le la^in. quoique inconstants. Résultats presque toujours négatifs, donnant même l’immunité, chez le cheval , le b ruf, le mouton (Galtier).
La question de dose est très importante.
j) Conclusions. — Il faut, pour que 1 inoculation soit positive, que les filets nerveux soient lésés et infectés ; le résultat est d'autant plus sûr qu'un plus grand nombre de filets sont touchés.
SIÈGE DU VIRUS RABIQUE DANS L’ORGANISME
On comprend les conséquences, au point de vue du nombre des personnes devenant rabiques après morsures virulentes. L'inoculation sous-cutanée de salive rabique [artificielle ou par morsure ) donne, chez l’animal ou chez V homme 1 /L environ de résultats positifs. La proportion serait plus grande (60 p. 100) avec du virus des centres nerveux.
5° Affaiblissement de la virulence. — On a vu que le
virus fixe est un virus exalté par des passages à travers les mammifères. Pasteur a montré que les passages par le singe atténuaient au contraire la virulence.
La lymphe de grenouille atténue le virus rabique (Babès).
L'atténuation est très nette par passage chez les oiseaux. Il est exceptionnel de pouvoir transmettre la maladie en série à d’autres oiseaux. Les passages ne sont possibles que chez les poussins et les canetons (Marie). Le virus aviaire a perdu sa virulence pour les lapins et les cobayes, les animaux inoculés ne prennent pas la maladie ou contractent la rage après une longue période d'incubation (L5 à 20 jours).
| 2. — Siège du virus rabique dans l’organisme
P'asteur a montré que le virus rabique siégeait dans la totalité des centres neréeux. Pour Nitsch, la virulence serait variable suivant les régions. C’est seulement lorsque les symptômes bulbaires ont éclaté, que la virulence s’étend à toutes les parties des centres nerveux.
Les nerfs sont souvent, mais non toujours, virulents.
Le liquide céphalo-rachidien n’est pas virulent (Lesieur).
La salive est virulente ; c’est par elle que se propage la rage. Chez le chien, la salive est virulente trois jours (N ogard et lioux) , et même huit jours avant V apparition des premiers symptômes (Nicolas, 1906). Cette notion est pratiquement très importante. Les très rares chiens qui guérissent gardent la salive virulente plusieurs jours après la guérison (Kemlinger). Chez le lapin, injecté sous la dure-mère, la salive est virulente dès le sixième jour, au moment de l’apparition des premiers symptômes.
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Les glandes salivaires sont virulentes comme la salive, d’après Bardach. Par contre, Bertarelli et Volpino le nient. Remlinger échoue aussi avec des glandes salivaires humaines. En réalité, les résultats, parfois positifs, sont inconstants, surtout chez l'homme. La virulence du 'pancréas a été mise en évidence.
L'humeur aqueuse est virulente une fois sur deux (J. Courmont et Nicolas).
Le sang est parfois virulent (A. Marie).
Le lait est rarement virulent.
Le virus rabique peut exceptionnellement traverser le placenta.
Les autres organes, humeurs, ne sont pas virulents.
En somme, sauf pour les centres nerveux et la salive, les résultats sont inconstants.
§ 3. — Lésions rabiques
Elles sont très importantes, en raison de l’aide qu’elles peuvent apporter au diagnostic.
1 0 Lésions nerveuses. — A . Sauf de l'hyperémie et quelques hémorragies, les lésions macroscopiques sont milles. 11 ne faut attacher aucune importance aux foyers de névrite signalés par Schaffer et Gamaleia.
B. Les lésions microscopiques sont plus intéressantes.
a. Schaffer (1889) étudie X homme et le lapin. 11 trouve des lésions médullaires dans les grandes cellules motrices correspondant au nerf inoculé [encèphalomy élite parenchymateuse) . Les lésions sont banales, indiquent seulement que la cellule a été atteinte dans sa vitalité.
Babès (4892) décrit des nodules rabiques qui seraient, pour lui, caractéristiques. Ils existent dans la substance grise médullaire et notamment dans les noyaux moteurs bulbaires.
Golgi (1894) étudie le lapin et signale des lésions dans les ganglions intervertébraux (altérations du noyau, de la forme et de la structure des cellules nerveuses).
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Nagy (1897) applique la méthode de Nissl à l’étude des centres nerveux du lapin et décrit des lésions de la chromatine.
Toutes ces lésions n’ont rien de spécifique.
En 1900, van Gehuchten et Nelis annoncent la découverte chez l’homme et les animaux rabiques des lésions ganglionnaires caractéristiques. Le ganglion noueux du vague serait le h a b c d
Fig. 320.
Situation du ganglion pléxiforme du pneumogastrique chez le chien.
a, ganglion cervical supérieur du sympathique. — 6, sympathique cervical avant sa réunion au pneumogastrique. — c, cordon vaguo-sympathique. — d, aile de l’atlas recouverte par le muscle grand oblique de la tète. — e, ganglion plexiforme. — f, pneumogastrique. — g , grand hypoglosse. — h, spinal. — i , parotide.
plus atteint chez le chien et le lapin. Normalement, les ganglions sont constitués microscopiquement par un tissu de soutien qui limite des capsules renfermant chacune une cellule nerveuse. Chez l’animal rabique, il se fait une prolifération active des cellules endothéliales de la capsule.
Ces lésions sont constantes ; on observe seulement quelques variations dans leur intensité, suivant les ganglions considérés et l’espèce animale dont ils proviennent. La lésion existe aussi
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bien chez les animaux tués avec le virus fixe que dans la rage des rues (Vallée, Manouélian).
Les ganglions cérébraux sont toujours plus atteints que les ganglions spinaux. De tous les ganglions cérébraux, c’est le ganglion noueux du nerf pneumogastrique, le ganglion plexiforme, qui est le plus modifié par l’infection rabique et c’est à
Ganglion plexiforme d’un chien sain.
(Obj. 8, ocul. 2, Zeiss.)
lui qu’il faut s’adresser pour la recherche de la lésion. Le ganglion de Gasser serait plus facile à prélever, surtout lorsqu’on procède en même temps à l’extraction du cerveau (Frothingham).
Les recherches de van Gehüchten et Nélis ont été confirmées par les travaux de Hébrant, de Vallée et Cuillé; puis par C. França, Daddi ; plus récemment par Rabieaux, Moore et Way, Belitzer, par Kryjanowsky, qui trouve des altérations des ganglions nerveux du cœur chez le lapin et le chien. La
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lésion fait défaut chez les animaux sains ou ayant succombé à diverses maladies (Vallée, Stazzi, Rabieaüx).
Pourtant, des observations contradictoires sont rapportées qui compliquent le diagnostic. Bohl, dans diverses maladies infectieuses ; Mac Carthy et Ravenel dans la méningite cérébro-spinale épizootique, décrivent la lésion ganglionnaire.
Fig. 322.
Ganglion plexiforme d’un chien ayant succombé à la rage.
(Obj. 8, ocul. 2, Zeiss.).
La méthode de van Gehuchten et Nélis n’est pas applicable aux animaux sacrifiés prématurément après avoir mordu : la lésion ganglionnaire n’est pas constituée chez le chien, dès le début de la rage, alors que la salive est déjà virulente.
Chez les vieux chiens, les ganglions nerveux présentent des lésions de neuronophagie, identiques à celles observées dans la rage. Le ganglion sénile fournit une image identique à celle du ganglion rabique. (Manouélian, Vallée).
Negri (1903) découvre dans la corne d’Ammon du cerveau
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de chiens rabiques, des corps particuliers, de dimensions variables (1 à 27 p), le plus souvent intracellulaires, arrondis ou ovales (fig. 323, 324 et 323). La structure du « parasite » est vacuolaire.
Fig. 323.
Corpuscules de Negri, à l’état frais (d’après Negri).
La découverte de Negri fut bientôt confirmée ; ces corpuscules existent (presque exclusivement dans la corne d/Ammon) chez tous les animaux et chez l’homme rabiques ; ils n’existent pas chez des non rabiques.
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Le virus fixe occasionne ces formations comme le virus des rues (Negri, Baschieri).
c. Technique. — 1° Pour un diagnostic rapide, a) Déposer une parcelle de substance grise à l’extrémité d’une lame ; écraser délicatement avec une lamelle ; retirer la lamelle en la faisant glisser. Fixer le frottis par l’alcool méthylique (quelques secondes). Sécher à l'air. Verser :
Eau distillée 10 centimètres cubes.
Sol. alcool, saturée de violet de rosaniline. II gouttes.
Solution saturée de bleu de méthylène dilué par moitié dans l’eau II gouttes.
Chauffer jusqu’à production de vapeurs. Laver. Sécher.
Les corps de Negri ont une teinte cramoisie brillante ; leurs parties chromatiques sont bleues (Ira van Giesen).
6) On peut faire des préparations par décalque (Frothingham) en appliquant une lame sur une coupe de la corne d’Ammon, on fait 3 à 4 impressions sur une même lame. On peut colorer par la méthode d’iRA van Giesen ou par un procédé à l’éosine-bleu de méthylène.
Fixer dans le Zenker,15 minutes. Laver à l’eau. Alcool à 93 degrés (légèrement teinté par l’iode). Alcool absolu, 5 minutes. Eosine (de Grübler) en solution aqueuse de 5 à 10 p. 100, 5 minutes. Bleu de Unna, 2 à 3 minutes. Laver à l’eau. Différencier par l’alcool à 95 degrés.'Sécher (Stimson).
c) Pour colorer des coupes (Mann). — Fixer dans le liquide de Zenker et inclure dans la paraffine. Colorer pendant vingt-quatre heures avec :
Solution d’éosine à 1 p. 100 35 centimètres cubes.
Solution de bleu de méthyle à 1 p 100. . 35 —
Eau distillée 100 —
Déshydratation dans l’alcool sodique (alcool absolu 30 cc., solution sodique à 1 p. 100, V gouttes). Lavage à l’eau acétique. Déshydratation. On obtient la coloration représentée figure 324.
On peut utiliser des méthodes plus rapides que la méthode de Mann.
a) On découvre le plancher du ventricule latéral et on enlève la corne d’Ammon ; des coupes de 3 millimètres d’épaisseur sont plongées dans l’acide osmique à 1 p. 100. Après un minimum de cinq heures, on lave pendant une heure. Les fragments
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sont passés ensuite dans l’alcool absolu pendant trois heures ; puis on pratique les coupes, qui sont examinées, sans autre traitement, après montage dans la glycérine. Le protoplasma prend une teinte café clair ; les corps de Negri se colorent en
b) Fixation dans une solution de formaline à 10 p. 100 (2 heures) et coloration des coupes faites au microtome à congélation et desséchées à l’étuve à 37° par le procédé de Romanowsky (Bertarelli) .
c) Des fragments de la corne d’Ammon, de 1/2 millimètre d’épaisseur, sont maintenus dans l’acétone à la température de 37° pendant 30 à 45 minutes. Les fragments sont immédiatement inclus à 60°, pendant 60 à 75 minutes, dans la paraffine à 55°. Les coupes peuvent être colorées par la méthode de Mann ; ou beaucoup plus rapidement, en quelques minutes, avec le mélange à parties égales de la solution centésimale de bleu de méthylène et d’éosine à l’eau à 7 p. 10.000 (Bohne).
Volpino a signalé de très petits corpuscules basophiles (0,3 p à 1 p, à la limite de la visibilité) dans les vacuoles des corps de Negri. Il les considère comme les véritables agents de la rage.
Les corps de Negri se rencontrent dans l’immense majorité des cerveaux rabiques (97 p. 100 environ) ; néanmoins ils ne sont pas spécifiques. Ainsi, le chat normal peut en montrer (Luzzani), les animaux tétaniques en présentent parfois. Pace les a rencontrées dans le cerveau de 3 personnes mortes de vieil-
brun foncé (Abba et Bormans).
Fig. 324.
Corpuscules de Negri dans les cellules nerveuses (d’après Negri). Corne d’Ammon du chien (coloration par le Mann).
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lesse. Enfin (Remlinger) il n’y a pas de corrélation entre la distri-
bution des corps de Negri et celle du virus rabique. Ils apparais-
Fig. 325.
Corpuscules de Negri dans la. corne d’Ammon d’un chien inoculé avec le virus des. rues
(d’après Negri).
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sent plus tard que la virulence chez le rat , le lapin, inoculés avec des émulsions filtrées sur la bougie Berkefeld. Y.
Les corps de Negri témoignent d'une réaction de la cellule nerveuse vis-à-vis de la toxine rabique ; cette réaction peut se produire avec d autres toxines. Ils ne sont donc pas spécifiques.
Quelle que soit leur nature, la constatation des corpuscules de Negri fournit un élément précieux pour le diagnostic de la rage. Pourtant l’absence des corpuscules ne permet pas de conclure à l'absence de la rage.
2° Lésions du sang. — Voir plus loin, page 878 (Courmont et Lesieur).
| 4. — Nature du virus rabique
Le virus rabique n’est pas un microbe qu'on puisse voir et cultiver par les méthodes ordinaires.
Est-ce un protozoaire ? Le corps de Negri, les corpuscules de Volpino sont-ils ce parasite ? Plusieurs savants l'admettent et ont même décrit un cycle évolutif de ce protozoaire (Heller). Pour d'autres le parasite de la rage devrait être rangé parmi les bactéries. Le très grand nombre des espèces sensibles, l’existence de la maladie sous toutes les latitudes, l'absence d’un deuxième hôte sont autant d’objections contre l’hypothèse d’un protozoaire de la rage.
Le virus de la rage est un organisme ultra-microscopique (voirp. 851). Il traverse les filtres,
Noguchi (1913) aurait réussi à cultiver le virus rabique en ensemençant des fragments de centres nerveux provenant d’animaux morts de la maladie naturelle ou expérimentale dans de la gélose (2 p.) additionnée de liquide ascite (1 p.) et d’un petit fragment de rein ou de testicule de lapin recueilli aseptiquement. Les cultures renferment des corpuscules nucléés limités par une membrane réfringente. Ces corpuscules ont plutôt l’apparence de protozoaires que de bactéries.
La toxine rabique n’a pu encore être isolée, car il est difficile de séparer ses effets, de ceux des extraits de substance nerveuse
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ordinaire. La toxine rabique doit être retenue énergiquement par les cellules nerveuses.
Le virus rabique se conserve très longtemps à l’état humide à l’abri de l'air et de la lumière. Galtier a montré la virulence des cerveaux de chiens enfouis depuis quarante-quatre jours, de la salive conservée dix jours entre deux lames de verre. Un refroidissement à — 190° n atténue pas la virulence. Un chauffage de vingt-quatre heures à -f- 45°, de une heure à -f- 50°, détruit le virus rabique.
L’action de la dessiccation lente constitue la base de la méthode pasteurienne (voir p. 881); la dessiccation rapide permet de conserver la virulence (Vansteenberghe).
Les rayons de Rontgen ont une action légère (Calabrese).
Le radium agit également (Tizzoni).
§ o. — Diagnostic de la rage
1° Le diagnostic de la rage du chien et des autres animaux présente toujours de sérieuses difficultés. Le plus souvent un seul examen clinique ne suffit pas, la séquestration et l'observation sont indispensables pendant au moins 48 heures.
Si les animaux ont été abattus prématurément (chiens mordeurs, suspects) , l’autopsie ne donne que des indications insuffisantes ou nulles, même sur les chiens morts de rage les lésions ne sont ni constantes ni univoques. La vacuité du tube digestif ou la présence des corps étrangers fournissent des éléments du diagnostic pratique, ces signes peuvent faire défaut chez les animaux enragés, ils peuvent exister chez des chiens non rabiques.
Toutes les fois qu’il n’est pas possible d’ affirmer l’absence de la rage on doit assurer aux personnes mordues l’application des mesures prophylactiques. On doit mettre en oeuvre les procédés rapides du diagnostic expérimental (corps de Negri, lésions des ganglions nerveux, glycosurie), en se rappelant que seuls les résultats positifs ont une valeur probante.
A. Le diagnostic différentiel est surtout délicat avec la forme
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nerveuse de la maladie du jeune âge et la maladie d’ Aujeszkij . La forme nerveuse de la maladie du jeune âge prêle d’autant plus à confusion que l’inoculation du cerveau fait apparaître des paralysies chez le lapin, mais la maladie ainsi provoquée n'est pas inoculable en série. La maladie d'Aujeszky du chat, du chien et du bœuf (paralysie bulbaire infectieuse, pseudo-rage) rappelle la rage (agitation mais sans tendance agressive), absence de lésion macroscopique, absence de microbe visible). Les centres nerveux sont virulents, ainsi que le sang. La salive n’est pas virulente. L'inoculation est possible au lapin. Les éléments de différenciation avec la rage sont nombreux (voir page 893).
B. Le procédé de choix est Y inocula Lion d’un fragment de bulbe dans le cerveau ou dans l'œil du lapin, ou dans les muscles de la nuque du cobaye (Il est prudent de faire séjourner vingt-quatre à quarante -huit heures le bulbe suspect dans la glycérine stérilisée, pour se mettre à l’abri des germes de septicémie, et d'inoculer deux animaux au moins, par crainte d’une mort accidentelle.)
La glycérine . peut être utilisée pour l’envoi du cerveau des animaux suspects, la virulence s’y conserve pendant i mois et demi (Roux et Calmette). Pendant la saison froide (température inférieure à -)- lu°). le virus rabique se conserve longtemps (72 joursi. On peut utiliser à défaut de glycérine, le sel marin où la virulence persiste 61 jours, le sacre en poudre ( >0 jours), l’acide borique, le talc, le camphre (34 jours), le bicarbonate de soude, la saccharine (9 jours) (Remlinger) .
L'inconvénient de cette méthode, c’est qu’elle ne renseigne pas en moins de quinze à vingt jours, et qu’on ne peut attendre sa réponse pour commencer le traitement des personnes mordues. Aussi, a-t-on cherché des procédés plus rapides de diagnostic.
C. Nous avons indiqué (p. 869) la valeur des procédés du diagnostic histo-pathologique par la recherche des altérations des centres nerveux.
D. Paviot et Lesieur (1901), chez l’homme, ont rencontré des embolies de polynucléaires tout à fait spécifiques dans les capil-
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laires des ganglions spipaux et sympathiques, et dans tout le système nerveux central.
E. J. Courmont et Lesieur1 ont vu constamment, dans de nombreux cas de rage humaine ou animale, expérimentale ou naturelle, une 'polynucléose du sang, de plus en plus marquée, à partir des premiers symptômes jusqu’à la mort.
Voici leurs conclusions : 1° pendant l’incubation, l’étude de la leucocytose ne peut servir à dépister la rage ; 2° la recherche de la leucocytose totale n’est utile à aucune période ; 3° dès l’apparition des symptômes nerveux, il y a toujours polynucléose; 4° la recherche de la polynucléose dans le suc pulmonaire est possible dans les six heures qui suivent la mort ; 5° l’absence de polynucléose peut faire écarter le diagnostic de rage ; sa présence (connue dans d’autres affections) ne peut l’imposer.
Tandis que le suc pulmonaire du chien normal contient environ 53 p. 100 de polynucléaires, celui du chien enragé en contient 90 p. 100.
La splénectomie1 n’empêche pas la polynucléose rabique chez le lapin (Nicolas, Froment et Dumoulin).
F. La glycosurie chez le chien peut être considérée comme un élément de diagnostic, étant donnée sa fréquence dans la rage, elle engendre même à elle seule une suspicion à l’égard de cette maladie. La glycosurie n’est pas constante (elle fait défaut chez 25 p. 100 des chiens morts de rage), et son apparition pouvant être tardive, sa non-constatation ne permet pas d’éliminer la rage.
Chez les herbivores, la glycosurie peut être constatée dans d’autres affections que la rage (fièvre vitulaire) ; néanmoins, sa constation conserve une réelle valeur diagnostique. La glycosurie rabique est plus élevée chez les herbivores que chez les carnivores : chez le chien, on en trouve seulement quelques décigrammes par litre ; chez le lapin, 15 à 20 grammes ; chez les herbivores, jusqu’à 65 grammes.
4 J. Courmont et Lesieur, La polynucléose de la rage. Journ. de Physiol. et Pathol, gén., 1901,599-611.
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Pour Arloing et Pélissier, la glycosurie rabique serait le résultat d’une économie dans la consommation du sucre. Pour Porcher, la glycosurie doit être rattachée aux glycosuries nerveuses ; d’une façon générale, toutes les affections qui touchent le plancher du quatrième ventricule peuvent amener la glycosurie : chorée du chien, cysticercose du quatrième ventricule.
| 6. — Immunisation antirabique
1° Avant Pasteur, les seules expériences positives d’immunisation antirabique étaient celles de Galtier, dans lesquelles l’injection intraveineuse de salive virulente rendait le mouton réfractaire à la rage .
2° C’est en 1880 que Pasteur entreprit ses recherches sur ce sujet, avec la collaboration de Chamberland, Roux et Thuillier.
En 1884, il annonça qu’il était parvenu à rendre des chiens réfractaires à la rage, en leur injectant des virus d’activité croissante, dont il obtenait l’atténuation plus ou moins grande au moyen de passages successifs par l'organisme du singe.
Sur sa demande, ces faits furent soumis à l’examen d’une commission. Des chiens, traités par la nouvelle méthode, reçurent par trépanation du virus des rues, ou bien furent mordus par un chien enragé, en même temps que des témoins. Ces expériences eurent un plein succès ; il en fut de même quand l’immunisation avait suivi la contamination, au lieu de la précéder.
Jusque-là, le procédé était long et compliqué. Pasteur le simplifia pour le rendre pratique. En 1885, il fit connaître le mode -de préparation du virus fixe par des passages de lapin à lapin, et l’atténuation facile et progressive de ce virus par la dessiccation : une moelle rabique, desséchée pendant sept jours d’après ses indications, perd sa virulence tout en conservant un certain pouvoir vaccinant.
Dès lors, la méthode définitive était créée : elle repose sur l 'inoculation progressive d’un virus dont l’incubation est aussi courte que possible , c’est-à-dire d’un virus capable de gagner très rapidement les centres nerveux et de les vacciner avant leur imprégnation par le virus des rues reçu par morsure.
TRAITEMENT PASTEURIEN
Lorsque les animaux sont vaccinés, ils résistent à l’inoculation intra-oculaire mais ne résistent que rarement à l’inoculation intracérébrale.
3° D autres procédés d’immunisation antirabique ont vu le j our depuis les travaux de Pasteur ; aucun n’a été le principe d’applications aussi générales : méthodes des dilutions virulentes (Hôgyès), des dilutions stérilisées par le suc gastrique (Tizzoni et Centannï), sérothérapie (Babès, Tizzoni et Centanni, Rodet et Galavielle, S. Arloing et Lesieur), séro-vaccination (Marie, Remlinger), injections de virus conservé en glycérine (Rodet et Galavielle) , injections intra-veineuses (Galtier, Roux etNocARD,
KrASMITSKI, RExMLINGER).
| 7. — Traitement pasteurien
1° Historique. — Au mois de juillet 1885, alors que les découvertes de Pasteur sur l'immunisation des chiens commençaient à se vulgariser, on présenta à son laboratoire un jeune Alsacien, Joseph Meister, porteur de morsures nombreuses et profondes faites par un chien enragé. Vulpian et Grancher considérant l’enfant comme voué presque fatalement à prendre la rage, on appliqua, en leur présence, le nouveau traitement : on fit, en dix jours, 13 inoculations, y compris celle du virus le plus actif, et l’enfant ne devint pas enragé.
Au mois d’octobre suivant, le même traitement fut appliqué, avec le même succès, à un jeune berger du Jura, Jean-Baptiste Jupille, plus cruellement mordu encore. En février 1886, la statistique portait déjà sur 350 mordus ; elle en comptait 2.490 en octobre !
A la suite d’insuccès sur des Russes mordus à la tête par des loups, Pasteur fut conduit à instituer, pour les cas graves, un traitement intensif , plus actif et plus rapide. Les modifications ultérieures apportées à la méthode ne portent que sur des points de détail : ainsi, au lieu de donner, à la fin, les moelles de deux et de un jours, on répète, par séries, les inoculations de moelles de cinq, quatre et trois jours, destinées à renforcer l’immunité.
LA RAGE
La vulgarisation des résultats obtenus amena la création de V Institut Pasteur de Paris. Des Instituts analogues ne tardèrent pas à s’élever à l’étranger, surtout en Russie et en Italie. Celui de Tunis date de 1894. En France : Lille, Marseille, Montpellier, Lyon (1900), Bordeaux, sont dotés d’établissements analogues.
2° Installation minima. — Une station antirabique peut être installée très simplement. Quelques pièces suffisent :
a) Le logement des lapins, maintenu autant que possible à la température de 15°, et où les animaux inoculés sont placés, deux par deux, dans des cages en fil de fer ;
b) Une pièce pour l'inoculation des lapins ;
c) Une salle pour l’ablation des moelles : on y pénètre le moins possible, on n’y fait aucune poussière ;
d) Une seconde salle pour la trituration des moelles vaccinantes : les mêmes précautions y sont observées ;
e) Une chambre-étuve obscure maintenue à -f- 22° à l’aide d’un régulateur, pour la dessiccation des moelles ;
f) Une pièce pour le nettoyage et la stérilisation de la verrerie et des instruments, avec four Pasteur, autoclave Chamberland, marmite d’eau boratée, etc.;
g) Une salle d’attente ;
h) Une salle d’inoculation pour les personnes traitées.
3° Inoculation des lapins. — On emploie de préférence des lapins de six mois environ, pesant 3 kilos et mesurant 30 centimètres en moyenne.
Tous les jours, à la même heure, on inocule deux de ces animaux, destinés à assurer, douze jours plus tard, l’inoculation de nouveaux lapins (cerveau et bulbe) et l’immunisation des personnes mordues (moelle épinière). Le plus souvent, une seule moelle suffira ; mais, pour prévoir le cas de mort accidentelle, on inocule deux animaux.
On se sert, pour cela, de la masse encéphalique du lapin autopsié la veille, conservé en glycérine neutre à 30° Baumé. On en broie, dans un mortier stérilisé, un fragment, gros comme
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un pois, dans 3 centimètres cubes environ de bouillon de bœuf salé, de façon à obtenir une émulsion homogène, dont on inocule deux gouttes, à Faide d’une seringue de Pravaz, dans la substance des circonvolutions frontales d’un lapin, préalablement fixé, rasé, lavé au sublimé et trépané : la couronne de trépan, de 5 millimètres de diamètre, doit porter un peu en dehors de la ligne médiane et en arrière de l'orbite. Puis, on suture .
6 à 7 jours plus tard, l’animal aura de la parésie du train postérieur : il sera paraplégique le 10e jour et mourra le 12e. La moelle sera enlevée le plus tôt possible.
Chaque lapin inoculé est désigné par deux lettres (Bj, par exemple) et inscrit sur un registre spécial, où l’on note soigneusement la date de la paralysie et de la mort, de l’ablation de la moelle et de la réinoculation du cerveau, etc., avec le numéro du passage : on utilise à Lyon, à l’heure actuelle (Janvier 1914), le même virus que Pasteur en 1886, mais ayant passé 871 fois par le lapin.
4° Prise de la moelle. — Une par jour suffit le plus souvent. On étend le lapin sur le ventre, dans un plateau métallique. Les poils de la région dorsale étant lavés au sublimé, on incise-et on écarte la peau, depuis le nez jusqu’à la queue, et l’on détache aux ciseaux les muscles du crâne et de la colonne vertébrale.
Saisissant le nez avec un davier de Farabeuf, on le fixe solidement de la main gauche, pendant que, de la droite, avec une pince de Liston, on fait sauter les apophyses épineuses et la calotte crânienne; puis on coupe une à une les lames vertébrales, alternativement à droite et à gauche, le plus près possible des corps vertébraux, sans endommager la moelle.
Celle-ci, mise à nu, est coupée au-dessus de la queue de cheval, séparée des racines rachidiennes et partagée en trois tronçons, correspondant aux régions cervicale, dorsale et lombaire. Ceux-ci sont suspendus, à Faide d’une petite pince serrefine et d'un fil aseptique, chacun dans un flacon dessiccateur, stérilisé et étiqueté.
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5° Dessiccation de la moelle. — On emploie des sortes de flacons de Mariotte, de un litre et demi de capacité, et munis de deux tubulures : l’inférieure, horizontale, sert à introduire des fragments de potasse caustique (environ 200 grammes) ; la supérieure, verticale, sert à suspendre la moelle; toutes deux sont bouchées au coton (fig. 326).
La potasse a pour but de dessécher l’air dans les flacons : la même dose peut servir deux fois. Le tout est porté dans la chambre-étuve à -f- 22°. Chaque jour, à partir du troisième et jusqu’au quatorzième, on pourra couper, à des moelles plus ou moins desséchées, la longueur nécessaire au traitement des personnes mordues.
L’encéphale du lapin dont on a pris la moelle est conservé au frais dans la glycérine stérilisée, tant que l’on en a besoin pour inoculer d’autres animaux., Le reste du cadavre est immédiatement porté au four crématoire.
6U Essai des moelles. — Il est bon, au bout de vingt-quatre heures de dessiccation , d’ensemencer en bouillon une parcelle de moelle de chaque flacon et de rejeter tous les tronçons qui, à l’étuve, troublent le bouillon en vingt-quatre heures. ,
Fig. 326.
Flacon à dessiccation des moelles.
7° Conservation en glycérine. — Dans beaucoup d’instituts, on se sert directement des moelles suspendues dans les flacons à potasse.
Calmette, remarquant que la glycérine, neutre à 30° Baumé, conserve pendant un mois, en la fixant , la virulence rabique des centres nerveux, conseilla de couper chaque jour, à partir du troisième et jusqu’au quatorzième, un fragment de chaque moelle en voie de dessiccation, et de l'immerger en glycérine dans des récipients stérilisés et placés au frais. On a ainsi, sous
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la main, une provision de moelles fixées à un degré connu de
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dessiccation et de virulence. Ce procédé est très économique
Fac-similé d’une feuille d’inscription des moelles en glycérine.
LA RAGE
il permet de passer un jour sans pratiquer d’ablation de moelle ou d inoculations.
11 est commode de noter journellement, sur une feuille (fig. 327) chaque fragment ainsi conservé : en biffant les chiffres correspondant aux fragments épuisés, on connaît exactement, au moment de l’emploi, la provision dont on dispose.
Pour Rodet et Galavielle (1901), les cerveaux de lapins rabiques (virus fixe) conservés en glycérine, perdent cependant à la longue leur virulence (plusieurs mois). Mais ils jouissent d’une propriété préventive, même lorsqu ils sont devenus totalement incapables de donner la rage ; un seul et même cerveau suffit à conférer au lapin un certain degré d'immunité. Rarement, ces auteurs ont obtenu une immunité suffisante pour résister à l’épreuve par trépanation avec le virus fixe ; mais l’effet vaccinal est très net à 1 égard du virus injecté sous la peau et aussi à 1 égard de l’épreuve par trépanation avec le virus des rues.
8° Préparations des vaccins. —
Chaque jour, au moment de 1 emploi, les moelles dont on a besoin, depuis celle du quatorzième jour jusqu'à celle du troisième, sont broyées dans un mortier stérilisé, à raison de 5 millimètres environ pour 4 centimètres cubes de bouillon salé par personne. L'émulsion doit être homogène. On la place dans un verre à pied stérilisé couvert de papier filtre et soigneusement étiqueté (fig. 328).
9° Inoculation de l’homme. — On se sert d’une seringue ! de verre à piston d’amiante, de 3 centimètres cubes, et d’une canule de platine irridiée que l’on flambe, et avec laquelle on perce le couvercle de papier filtré (fig. 328).
Fig. 328.
Verre contenant le vaccin pasteurien au moment du puisage.
traitement pasteurien
No
Nom et prénoms :
Age et profession :
Domicile :
Date des morsures Nombre et Siège :
État :
Habits déchirés :
Cautérisation:
Animal mordeur :
A qui appartient-il ?
Qu’est il devenu?
Avait-il été mordu par un autre chien ? Combien de temps avant sa maladie? ...
A-t-il mordu d'autres personnes ?
Symptômes présentés par l'animal : ...
RENSEIGNEMENTS DE LABORATOIRE
Date de la remise de la tête de l'animal :
Date de l' inoculation au cobaye ou au lapin :
Résultats de l'inoculation. [ ^°^aye • ( Lapin :
LA RAGE
On appelle les malades par séries, faisant passer ensemble ceux qui reçoivent les moelles de même âge, et pour pouvoir, sans danger, se servir de la même seringue, on commence par les émulsions les moins virulentes, pour terminer par celles de trois jours.
Les inoculations se font sous la peau des hypochondres, lavée au sublimé. Suivant le siège de la morsure et le jour du traitement, le malade en reçoit tantôt une seule, tantôt deux à la fois, tantôt deux le matin et deux le soir, cela pendant dixhuit ou vingt et un jours le plus souvent, quinze ou vingt-quatre jours dans quelques cas.
Le traitement intensif s’applique aux morsures ou lèchements siégeant à la tête, ou aux morsures multiples ou profondes, ou aux contaminations datant de plus de dix jours. 11 dure vingt et un ou vingt quatre jours.
Les traités sont simplement soumis à un repos relatif. On leur recommande, en outre, de prendre quelques bains généraux, de n'avoir pas la taille serrée par une ceinture ou un cor set, de ne porter au contact des piqûres aucun tissu irritant (flanelle par exemple).
10° Résultats. — Le traitement pasteurien ri & aucune valeur curative : il est inutile dès que les premiers symptômes ont apparu .
Par contre, il doit être appliqué toutes les fois qu'une effraction épidermique ou muqueuse a été souillée de salive ou de substance nerveuse d’animal enragé, ou pris de rage moins de huit jours plus tard, ou paraissant sérieusement suspect. Et cela le plus tôt possible après la contamination, car le succès du traitement préventif est subordonné à sa précocité.
Les résultats sont excellents : 50.000 personnes ont été traitées en dix ans, et les statistiques sont de plus en plus favorables à la méthode. On ne doit pas tenir compte, pour les établir, des personnes prises de rage moins de quinze jours après la dernière inoculation, temps nécessaire aux moelles vaccinantes pour agir, efficacement sur les centres nerveux 1
1 Kraus et Kreissl 1902), prétendent même que les substances immunisantes n’apparaissent dans le sérum que 20 ou 22 jours après la fin du traitement.
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Dans ces conditions, les chiffres obtenus, variables suivant le siège des morsures, et suivant que la rage de. l’animal était certaine ou suspecte, sont généralement comparables dans les différents Instituts .
A Paris, voici les chiffres publiés chaque année :
MORTALITÉ P
1 J. Nicolas et Ch. Lesieur, Le traitement antirabique dam la région lyonnaise, Journ. de Physiol. et Pathol, gén. tous lès ans ; depuis 1902.
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Soit en dix ans, 6 950 personnes traitées, provenant de 14 départements, avec 6 décès, soit une mortalité de 0,08
Les moyennes recueillies dans vingt-quatre laboratoires antirabiques montrent que sur 54 620 personnes traitées, la mortalité atteint 0,77 p. 100 (Hôgvesi.
Or, avant la vaccination pasteurienne, la fréquence des morts après morsure était, dit-on, en moyenne de 16 p. 100 (Leblano 1 En admettant même que ce chiffre sort trop élevé, le traitement pasteurien sauve chaque année des centaines de personnes.
Ajoutons que le traitement ne comporte aucun inconvénient sérieux, et absolument aucune contre-indication.
On peut cependant observer des cas de paralysies (d'ailleurs toujours curables) dues au traitement, revêtant la forme de paralysies de Landry, survenant pendant le traitement et guérissant rapidement ^Uemlinger, etc.).
11° Explication des résultats. — Du virus rabique est introduit dans l’organisme. Soit en raison de sa virulence atténuée, soit en raison de l'extrême dilution des germes, soit à cause du lieu d'inoculation, les microbes spécifiques n’exercent pas leur pouvoir pathogène, mais jouent le rôle d 'antigènes provoquant l’apparition de propriétés antitoxiques et antimicrobiennes dans l’organisme, qui préservent les cellules nerveuses, en attendant que celles-ci soient aussi immunisées.
| 8. — Autres traitements
La méthode pasteurienne est à peu près la seule employée. A peine subit elle, suivant les Instituts, quelques modifications de détail. A Odessa, on emploie parfois des moelles d'un jour; à Naples, on sépare par un jour de repos les dernières séries d inoculations. On a tenté d’appliquer à l'homme d’autres procédés d'immunisation ; nous en dirons quelques mots.
1° Méthode des dilutions virulentes. — A Budapesth,
AUTRES TRAITEMENTS
Hôgyès n’emploie pas la dessiccation ; il injecte aux mordus, pendant quatorze ou vingt jours, des dilutions progressivement croissantes, de 1/10 000 à 1/100, de cerveau rabique dans du sérum physiologique. Ses statistiques sont bonnes (mortalité : 0.37 p. 100). La méthode de Hôgyes a été appliquée à l'immunisation du cheval après morsure (Kurtz et Aujeszky).
2° Méthode de l'atténuation par la chaleur. — A Tokio, Oshida recommande la méthode de Puscariu (1900) : atténuation par la chaleur entre 40° et 80°. Ouchakoff la déconseille.
3° Injections intraveineuses. — Galtier a montré (1881) qu’une inoculation de virus actif dans les jugulaires suffit à rendre les herbivores réfractaires à la rage, et Roux et Nocard ont observé ce fait môme après contamination.
Les résultats ne sont pas toujours très favorables (Conte, Remlïnger et Mustapha-Effendi). Il faut pour obtenir l'immunité avec plus de certitude et moins d’accident (la mortalité atteint quelquefois 60 p. 100) répéter les injections quand le traitement est entrepris quelques jours après la morsure et préciser les doses de virus qui doivent être injectées.
A Kiew, YVyssokowitch aurait pratiqué des injections intravasculaires de virus fixe chez l'homme, dans des cas très graves, et obtenu ainsi des résultats encourageants (Krasmitski),
4° Injections intrapéritonéales. — Remlïnger (1908) a vacciné le lapin, le chat, le chien par injections intrapéritonéales de doses progressivement croissantes de virus fixe (8 inoculations en un mois). La méthode n’est naturellement pas pratique.
5° Sérothérapie et séro- vaccination. — Le sérum des animaux immunisés neutralise le virus rabique in vitro (Babès, 1891). — Le sérum de mouton vacciné est employé, en Roumanie, par Babès concurremment avec la méthode classique. Tizzoni et CentanNi (1891), recommandent ce sérum pour les morsures à la face.
Rodet et Galavielle (1900) voient qu’un mouton, après une
LA RAGE
série d'injections intraveineuses de virus rabique donne un sérum doué de propriétés antirabiques, si on le fait agir in vitro. In vivo il est inefficace.
Marie puis Remlinger ont étudié les propriétés des mélanges de virus fixe et de sérum antirabique. Le sérum est obtenu en traitant des mammifères (mouton) par des injections sous-cutanées de cerveau rabique. Le sérum neutralise le virus in vitro. Pour exercer son action, le sérum doit être ajouté à l'émulsion virulente suivant des proportions définies. Les mélanges sérum-virus ont été utilisés pour la vaccination des herbivores ; l'injection sous la peau de 60 centimètres cubes du mélange de virus fixe et de sérum antirabique peut encore protéger le mouton trois jours après l’inoculation intra-oculaire. Le sérum antirabique doit être dosé d’une façon minutieuse, car l'inoculation sous la peau d’une émulsion de virus fixe et de sérum antirabique en quantité, soit insuffisante, soit trop considérable, est parfaitement capable de déterminer l’apparition de la maladie.
Le chien peut être protégé par le mélange de sérum et de virus pour une longue période (10 à 12 mois), même contre l’épreuve oculaire faite avec le virus des rues. Contrairement aux résultats obtenus chez les herbivores, l’excès de virus fixe permettrait d’obtenir une longue immunité, la portion neutralisée donnant une immunisation rapide et créant une résistance suffisante pour protéger l’organisme contre l’excès de virus fixe. Schnürer, par le même procédé a obtenu de bons résultats ; des chiens ont résisté à l’injection sous-durale. L’infection expérimentale étant beaucoup plus sévère que la morsure la plus grave, il paraît dès maintenant établi qu'il est possible de préserver, par une seule injection et pour une durée d’une année, le chien contre la rage des rues.
Marie (1908) s’est arrêté définitivement pour le chien à l’immunisation par l’injection de 20 centimètres cubes de sérumvirus (avec excès de virus fixe) complétée 15 jours plus tard par l’inoculation sous-cutanée de virus fixe. Les chiens vaccinés, résistent plus de 12 mois à l’épreuve intra-oculaire, a fortiori ils sont vaccinés contre toute morsure rabique.
PARALYSIE BULBAIRE INFECTIEUSE
6° Traitement de la rage déclarée. — Peut-être certains cas de rage peuvent ils guérir ? Le fait est, en tous cas, exceptionnel. On a essayé Y inoculation sous-cutanée de substance cérébrale normale (Babès, Kowalski, Krokiewicz), la pilocarpine Remlinger), mais sans succès.
7° Traitement par le radium. — Tizzoni et Bongio- . vanni (1903) disent avoir empêché 1 éclosion de la rage expérimentale, même traitée le 5° jour, aux premiers symptômes, par exposition des lapins aux rayons du radium (sur l'œil ou un point quelconque du parcours du système nerveux central). Ceux-ci atténueraient et détruiraient le virus in vilro. C’est très contesté (Danysz, Calabrese, Novi, I9ü6), et, d'ailleurs, les rayôns du radium atrophient le nerf optique. Pour Rehns, il faut l’émanation du radium pour détruire le virus rabique.
8° Traitement par les rayons de Rôntgen. — Résultats presque nuis (Celli, Calabrese).
ARTICLE I II
PARALYSIE BULBAIRE INFECTIEUSE
Maladie décrite par Aujeszky (1902) caractérisée par de la paralysie pharyngienne, un prurit violent, une évolution rapide. Son existence est démontrée chez le bœuf, le chien, le chat et le rat, elle n'est signalée jusqu'à présent qu’en Hongrie et en Russie.
1° Nature du virus. — Le virus de cette maladie est invisible, il traverse les bougies les plus poreuses. Les essais de culture et de différenciation morphologique n’ont pas donné de résultat.
2° Siège du virus. — La substance cérébrale, le foie, la rate, les reins, le sang, l’exsudât péricardique sont virulents ; le sérum est encore virulent, même après dilution au centième.
La bile, le cristallin, la salive ne renferment pas le virus.
PARALYSIE- BULBAIRE INFECTIEUSE
Le virus inoculé à des lapines pleines passe aux fœtus, le cerveau de ceux-ci est virulent.
3° Résistance du virus. — Le virus résiste plus de quatre jours et moins de huit jours à la dessiccation. Après onze jours de conservation à la température du laboratoire, le virus a encore toutes ses qualités pathogènes pour le lapin, il n’infecte plus le cobaye. Le séjour de la substance cérébrale pendant quatre semaines à la température du laboratoire ou à celle de l'étuve détruit la virulence.
Dans le cerveau, le virus est détruit par Y ébullition ou par une température de 60° prolongée 30 minutes ou de 70° pendant 10 minutes. Le sérum perd plus rapidement sa virulence par le chauffage. La glycérine conserve le virus comme elle conserve le virus rabique.
Le sublimé à 1 p. 100 détruit le virus instantanément, la solution d'acide chlorhydrique à 0,5 p. 100 en trois minutes, le formol à 2 p. 100 en vingt minutes, l’alcool absolu en trente minutes (Schmiedhoffer) .
4° Action naturelle. — Les chiens et les chats paraissent apathiques, changent souvent de place, se blottissent dans un coin, les chats gémissent et miaulent. La salive s’écoule de la bouche en abondance ; dès le début, l’appétit est diminué, on observe des vomissements et déjà des manifestations de la paralysie pharyngienne. Dans la moitié des cas environ, il existe un prurit très violent en un point quelconque du corps. Quand le prurit fait défaut, ils se plaignent ou miaulent douloureusement sous l'influence du moindre contact.
Les bovidés se frottent le mufle ou une autre partie du corps, la région se dénude, et est bientôt environnée d’une infiltration œdémateuse. Les animaux mugissent, frappent le sol convulsivement avec les membres postérieurs ; alors que l’appétit est encore conservé, il survient un météorisme très accusé. Les malades succombent en douze à trente-six heures.
Le virus doit pénétrer par effraction cutanée ou sous-cutanée. 11 paraît bien vraisemblable d’admettre que les bovidés
MALADIE DES CHIENS
sont infectés par les rats et que, dans un certain nombre de cas tout au moins, il doit en être de même chez les chiens et les chats. (Balas, Hutyra.)
5° Action expérimentale. — a) Inoculation cutanée, souscutanée musculaire. — Reproduit la maladie chez les espèces sensibles.
b) Ingestion. — Les résultats sont constants chez le chien, le chat, le rat, (Ratz), contradictoires chez les lapins (Zwick et Zeller, Ratz) toujours négatifs chez les poules et les pigeons.
c ) Inoculation sous-dure-mérienne. — Le lapin est plus sensible que la souris et le cobaye, les premiers troubles (prurit, paralysie) apparaissent cinquante heures après l'inoculation (Patzewitsch et Isabolinsky).
6° Immunisation. — L’immunisation paraît difficile. Des lapins qui reçoivent à différentes reprises du virus atténué ou tué, de la bile, du sérum, n’acquièrent aucune résistance contre une inoculation virulente ultérieure.
ARTICLE IV
MALADIE DES CHIENS
La maladie des chiens est une maladie infectieuse aiguë, contagieuse, qui atteint surtout les jeunes carnassiers, mais qui peut être observée sur les adultes, elle est caractérisée par de l'inflammation catarrhale des muqueuses et très souvent du poumon, elle s’accompagne parfois de troubles nerveux.
La maladie est due à un virus filtrant (Carré, Lignières, Eiguène). Le filtrat du mucus nasal ou de la sérosité péricardique reproduit le tableau complet delà maladie.
1° Morphologie. — Les cellules de Purkinje du cervelet, quelques autres points du système nerveux, l’épithélium bronchique (Lentz, Standfuss, Sinagaglia, Babes et Starcovici), renferment des corpuscules éosinophiles de 2 à 9 g analogues
ANEMIE INFECTIEUSE DU CHIEN
aux corps de Negri. Ces formations sont considérées par quelques-uns comme les agents spécifiques de la maladie ( Negria canis de Sinagaglia), d’autres les considèrent seulement comme des inclusions cellulaires).
2° Siège du virus. — Mucus nasal, sérosité péricardique. On ne trouve le virus filtrant qu’au début de l’infection, plus tard l'organisme est envahi par les bactéries les plus variées (streptocoques, staphylocoque, lin bacille de Mathis, coccobaciile de l’ozène, bactérie ovoïde de Lignières Lpasteurellose du chien]).
3° Résistance du virus. — Conservé à basse température le filtrat reste virulent quatre mois (Eiguène).
4° Action expérimentale. — L'inoculation du filtrat virulent détermine après trois ou quatre jours d'incubation de la fièvre, de la conjonctive et l’apparition d’un jetage muqueux, l’affection évolue ensuite comme la maladie naturelle.
5° Immunisation, sérothérapie. — En pratiquant des injections successives de sang virulent sous la peau de divers animaux (chèvres, chiens, veau, poulain) , Eiguène a obtenu un sérum contre la maladie qui, d’après les expériences de labo^ ratoire et les applications pratiques, s'est montré très efficace. L’injection aux chiens du sérum seul ou avec du virus confère l’immunité vis à-vis de 1 infection.
Les « vaccins contre la maladie des chiens » sont des cultures modifiées dans des conditions variables suivant les préparations (Lignières, Phisalix) de la bactérie ovoïde ( Paatenvella ) isolée de l'organisme des chiens atteints de la maladie. Ces vaccins ne peuvent agir que contre les complications, encore sont-ils peu efficaces.
ARTICLE V
ANÉMIE INFECTIEUSE DU CHIEN
Les jeunes chiens peuvent être atteints d'anémie contagieuse, maladie bien différenciée par ses symptômes et ses lésions.
CLAVELEE
Le sang des animaux malades ne renferme aucun germe visible ou cultivable, mais la maladie peut être reproduite avec le filtrat du sang virulent sur bougie Berkefeld W.
L'anémie infectieuse du chien est distincte de la maladie des jeunes chiens, elle se rapprocherait plutôt de la typho-anémie infectieuse du cheval (Trincas, 1906).
ARTICLE VI CLAVELÉE
Maladie contagieuse spéciale au mouton, due à un virus filtrant et caractérisée par une éruption pustuleuse sur la peau et sur diverses muqueuses. La clavelée offre de grandes analogies avec la variole de l’homme, le horse-pox , le cow-pox.
1° Siège du virus. — La virulence est limitée aux pustules, à leur contenu [claveau] et aux produits de sécrétion ou d'excrétion souillés par le claceau ou par des croûtes desséchées. Le sang ne renferme le virus que temporairement.
2° Nature àu virus. — Le claveau dilué conserve ses propriétés virulentes après filtration rapide extemporanée, sous pression de poire de caoutchouc, à travers la bougie Berkefeld et certaines bougies Chamberland (Borrel).
3° Morphologie. — Les inclusions cellulaires décrites comme des parasites de la clavelée (Bosc) par analogie avec les formations analogues de la vaccine nejouent vraisemblablement aucun rôle, elles sont dues à des processus de dégénération des leucocytes polynucléaires (Borrel). Par contre, les lésions des séreuses renferment des granulations qui n’ont pas un quart de [a, isolées en diplocoques, en chaînettes ; il s agit peut-être de microcoques très fins qui seraient les agents virulents et la cause du processus claveleux (Borrel).
4° Résistance. — Le virus claveleux liquide ( claveau ) conserve ses propriétés même après dilution à 1 p. 1.5U0. En tubes
CLAVELÉE
scellés, à l’abri de la lumière il peut demeurer actif plus de deux ans. Le virus desséché (croûtes) conserve ses propriétés cinq à six mois. Le clarèau est détruit en trois minutes à 56-58 degrés, il résiste à la congélation.
La glycérine agit d'autant plus rapidement pour détruire le virus claveleux qu elle est en plus grande proportion et que la température est plus élevée (Nocard).
Fig. 329.
Coupe d'une pustule claveleuse (Gr. : 3 000 D.) (A. Borrel).
a, cellule claveleuse, noyau vacuolaire, inclusion pseudo-parasitaire. — b, polynucléaire. — c, grande cellule avec granulations chromatiques (peut-être microcoques).
Le virus résiste assez bien aux antiseptiques, il est détruit par le permanganate de potassium à 10 p. 100, le chlorure de zinc à 5 p. 100, le phénol à 1,25 p. 100, etc, (Grunwald).
• 5° Action naturelle. — Dans les conditions naturelles la clavelée est une maladie spéciale au mouton II existe des différences dans la réceptivité suivant les races : les moutons africains présentent une maladie bénigne, les troupeaux du littoral
CLAVELÉE
français de la Méditerranée opposent aussi, à l’évolution de la maladie une résistance appréciable ; les moutons bretons sont réfractaires.
6° Action expérimentale. — L’inoculation par scarification détermine l’apparition d’une pustule au niveau de chaque ligne d’incision, elle provoque rarement une éruption généralisée.
L 'inoculation sous-cutanée est suivie' d'un engorgement local et d'une éruption générale.
Les voies digestives sont inaptes à l’absorption du virus (Nocard et Roux) .
L'insufflation de claveau desséché dans la trachée ou 1 inoculation trachéale de virus liquide reproduisent la maladie naturelle. C’est toujours par les voies respiratoires que l’infection naturelle se réalise.
L’inoculation veineuse provoque un mouvement fébrile et confère l’immunité.
L'inoculation péritonéale détermine une éruption généralisée.
L'introduction du virus dans la chambre antérieure de l'œil occasionne une éruption générale et la perte de l’œil.
L’inoculation dans le cerveau détermine, après cinq à sept jours d incubation, une maladie le plus souvent mortelle. L'encéphale, choisi comme lieu d'inoculation fournit une source abondante de virus pur, le virus ne se propage pas au delà du renflement brachial de la moelle
L'inoculation est possible à la chèvre (Borrkl contra Nocard, Peuch, Brémond, Ducloux) ; elle échoue chez toutes les autres espèces quelques cas signalés de transmission accidentelle à l'homme sont encore controversés.
IMMUNISATION, SÉROTHÉRAPIE
1° Immunisation par le claveau pur ou modifié. — L’inoculation du claveau pur aux moutons sains dans un but de vaccination est une pratique fort ancienne connue sous le nom de clavelisation. Elle consiste à inoculer dans l'épaisseur du derme ou sous la peau à l’oreille ou à l’extrémité de la queue.
CLAVELEE
le virus claveleux. L'inoculation est faite à la lancette ou à la seringue, le mieux est de se servir d’une seringue pourvue de l’aiguille à piqûres multiples de Borrel.
Technique de la préparation du claveau. — Le claveau peul être recueilli : a) sur des animaux atteints de la maladie naturelle, au niveau des lésions isolées et bien développées ;
b) Au niveau des grosses lésions provoquées expérimentalement par inoculation (Soulié); ■■ L'v;;-
c) Sur un animal affecté de clavelée naturelle ou inoculée, sacrifié au dixième ou douzième jour de la maladie les pustules sont énucléées par la face interne de la peau (Brémond) ;
d) Actuellement le virus est obtenu par raclage d’une énorme pustule provoquée chez une brebis, sous l'abdomen, par inoculation de 400 à 500 centimètres cubes d'un liquide virulent tiède obtenu par dilution du claveau (1 centimètre cube) dans 1 eau physiologique (Borrel). Le produit de raclage est broyé, dilué au i / 1 0 000e et même au 1 /20.000e, il est encore virulent. Un seul mouton peut fournir de quoi claveliser un million de moutons.
Effets de la clavelisation. — La clavelisation détermine généralement une pustule unique, seule manifestation d’une maladie bénigne, elle confère une immunité solide et durable.
Mais le claveau inoculé étant le virus de la maladie, il arrive que l'inoculation peut être suivie d’une infection analogue à la maladie naturelle avec éruption généralisée et localisations viscérales. Pour obvier à ces inconvénients on s’est préoccupé de diminuer la virulence du claveau.
Claveau modifié. — Il est difficile de modifier la virulence par la chaleur ; après 23 jours à 25 degrés on obtient un claveau qui ne détermine toujours qu'un accident local (Duclert). Le chauffage trois heures à 50 degrés assure l’innocuité de l'inoculation sans enlever au claveau ses propriétés immunisantes (Ducloüx).
On peut préparer un claveau-vaccin par inoculation à des animaux immunisés depuis quelques années ou en voie d'immunisation i^Pourquier).
CLAVELEE
Si l'on réussit à vaincre la résistance de la chèvre à la clavelée (Borrel et Konew) par l'inoculation d’une forte dose de virus dilué on obtient après quelques passages un virus plus virulent pour la chèvre, moins virulent pour le mouton. Le claveau de chèvre ( caprina , Konew) est le vaccin de choix : pourtant il suffit d’un seul passage sur le mouton (lors de la clavelisation) pour que sa virulence soit renforcée.
L’association du sérum et du virus (V. Séro-clavelisation, virus sensibilisé) peut remédier plus ou moins complètement, suivant les méthodes aux inconvénients de la clavelisation pure et simple, même pratiquée avec des virus modifiés.
2° Sérothérapie. — La possibilité de l’obtention d'un sérum anticlaveleux est démontrée par Duclert (1896). Les injections répétées de doses croissantes de virus claveleux à des moutons permettent d’obtenir un sérum antimicrobien, préventif et curatif. Les effets du sérum sont d’autant plus marqués et plus prolongés qu’il s’agit d’un sérum homologue, il peut être injecté sans danger à diverses reprises.
A la dose de 10 centimètres cubes le sérum protège les animaux contre la contamination naturelle, il peut arrêter l’évolution de la maladie ou en atténuer la gravité.
Son action curative est appréciable, surtout avec des doses répétés de 20 à 30 centimètres cubes (Borrel, Martel).
La sérothérapie a l’avantage de ne pas créer, compie la clavelisation. de nouveaux foyers claveleux, ses avantages sont limités par la durée restreinte de l'immunité et le prix de l’intervention.
3° Séro-clavelisation. — Consiste à claveliser les moutons avec du claveau non modifié, en même temps que l’on injecte du sérum pour empêcher l'éruption de se généraliser tout en permettant le développement de la pustule d’inoculation. La clavelisation et l’injection de sérum sont pratiquées dans la même séance, il suffit de 3 centimètres cubes de sérum.
Si la séro-clavelisation s’oppose à la généralisation de 1 éruption, par contre, comme la clavelisation elle crée des foyers de contagion.
AGALAXIE CONTAGIEUSE
4U Immunité conférée par les virus sensibilisés . — La
méthode consiste à préserver les animaux par l’injection de claveau ayant été en contact avec du sérum anticlaveleux (Bridré et Boquet) . Le claveau, dans ces conditions fixe les substances spécifiques du sérum, se sensibilise avec une telle affinité, que ni les lavages, ni la centrifugation, ne peuvent les libérer. Les propriétés du « claveau sensibilisé » procèdent de celles du claveau et de celles du sérum, elles permettent d’obtenir une immunité solide et durable (virus-vaccin) immédiate et sans danger (sérum). L'inoculation est faite sous la peau, il se développe une tuméfaction inflammatoire locale qui reste close. Une expérimentation pratiquée sur plusieurs centaines de moutons a montré l’efficacité et la sécurité du procédé.
ARTICLE VII
AGALAXIE CONTAGIEUSE
L’agalaxie contagieuse du mouton et de la chèvre est une maladie générale, caractérisée par des localisations inflammatoires sur la mamelle, l’œil et les articulations.
La maladie est due à un virus filtrant. Le lait filtré sur bougie Berkefeld Y, ou sur bougie Silbersehmidt conserve sa virulence (Celli et De Blasi, 1896, Carré, 1912). Le lait renferme souvent des microbes variés : staphylocoques, streptocoques, qui ne sauraient être considérés comme les agents de la maladie. Quelquefois ces microbes secondaires peuvent déterminer des troubles qui masquent la maladie primitive : c’est le cas du Bacillus pyogcnes ovis dans le mal de Lure (Carré) (voir p. 630).
Les produits virulents purs ne donnent pas de culture.
L'ultra-microscope ne permet aucune différenciation parmi les particules colloïdes du lait filtré.
1° Siège du virus. — Toutes les localisations renferment le virus (lait altéré, liquide péri-articulaire, lésions oculaires). Le lait est virulent pendant plusieurs mois au cours de la maladie (Carré). Les larmes, même en l’absence de lésions ouvertes de
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l’œil, peuvent être virulentes (Carré). Le sang, dans les formes graves, au moment de l’élévation thermique est virulent (Rocco marra et N. Cocciante).
2° Action expérimentale. — La Chèvre est plus sensible que le Mouton aux conséquences des divers modes d’infection expérimentale.
Toutes les manifestations de la maladie peuvent être reproduites par inoculation du virus dans la mamelle par la voie du trayon, par inoculation sous- cutanée, oculaire, articulaire, veineuse. L’absorption par les voies digestives donne la maladie avec une fréquence variable suivant les individus, alors même qu’ils sont choisis sûrement sensibles. Dans les conditions naturelles il est vraisemblable que la transmission est assurée par ingestion du virus.
Les localisations mammaires apparaissent quelques jours après l'inoculation dans la mamelle, les autres localisations ne sont appréciables que douze à quinze jours plus tard.
3° Résistance du virus. — Le virus conservé deux mois à 14° est inactif ; chauffé pendant une heure à 40-45°, le virus peut être utilisé pour l'immunisation (Celli et de Blasi).
4° Immunisation, sérothérapie. — Une première atteinte de la maladie est suivie de l’immunité.
Rocco Marra et Cocciante ont annoncé la découverte d’un vaccin.
Il est possible d’obtenir un sérum des animaux hyperimmunisés. Les moutons utilisés sont traités par inoculation souscutanée ou veineuse d’exsudat pleural virulent provoqué expérimentalement par inoculation d’un mélange de virus et de gluten-caséine (Carré). Le sérum est préventif. La séro-vaccination, par inoculation d’un mélange de sérum et de virus confère l’immunité (Carré).
ARTICLE VIII
FIÈVRE APHTEUSE
Maladie caractérisée par une éruption vésiculeuse à la bouche ;
FIEVRE APHTEUSE
entre les onglons et sur la mamelle, affectant surtout les bovidés moins souvent le porc, le mouton et la chèvre.
La maladie est due à un virus filtrant (Loffler et Frosch, 1 897) . La lymphe recueillie dans les vésicules reste virulente après passage à travers le filtre de Chamberland : le filtre de Kitasato retient le virus.
1° Morphologie et cultures — Bien dps tentatives ont été faites pour voir et pour cultiver in vitro fagent de la fièvre aphteuse; les résultats, même ceux des recherches les plus récentes (Siegel) ne sont pas probants.
2° Siège du virus. — La lymphe contenue dans les aphtes est très virulente, il suffit de 1/5.000° de centimètre cube pour assurer l’infection. Le lait ne renferme pas le virus, il est souvent souillé lors d’éruption sur la mamelle. Le sang est peu et rarement virulent.
3° Action expérimentale. — a) Inoculation au niveau de la muqueuse buccale. — Chez le bœuf et chez le porc, l’excoriation superficielle souillée de virus suffit à assurer l'infection.
b) Inoculation sous-cutanée. — Résultats incertains.
c) Inoculation intra-musculairc , — - Convient pour créer la maladie chez le porc, ses résultats sont moins certains chez le bœuf.
d) Voies digestives. — L’ingestion de capsules de gélatine renfermant le virus permet de reproduire la maladie.
e) Péritoine. — Procédé à peu près certain, chez le bœuf et chez le porc.
f) Inoculation veineuse. — Serait un moyen sûr de la transmission au bœuf et au porc.
4° Résistance du virus. — La dessiccation agit rapidement, en vingt-quatre heures la lymphe est stérilisée.
À la température de la chambre le virus de conserve douzevingt-quatre heures après dilution dans la solution de chlorure de sodium à 9 p. 1.000.
VACCINE
Le chauffage détruit la virulence en quinze minutes à 50 degrés, en 10 minutes à 78 degrés, à 100 degrés la stérilisation est immédiate.
La résistance aux antiseptiques est faible.
5° Immunisation, sérothérapie. — La maladie naturelle ne confère qu'une immunité incertaine, peu solide et peu durable. L’inoculation virulente (aphtisation) assure l'évolution simultanée de la maladie chez tous les animaux, elle ne constitue pas un procédé de vaccination. Elle peut avoir les mêmes conséquences que la maladie naturelle.
Tous les procédés d’immunisation proposés sont incertains.
Le sérum des bovidés guéris puis traités par des injections veineuses répétées de virus (de préférence sérosité péricardique du porcelet) est préventif (Loffler et Frosch, Roux et Nocard. Vallée et Carré) . Les mélanges de sérum et de virus ( sëraphtine , Loffler) donnent une immunité solide, mais le procédé n’est pas toujours inoffensif, il est encore inutilisable dans la pratique.
ARTICLE IX
STOMATITE PSEUDO-APHTEUSE DES BOVIDÉS
Maladie contagieuse dont les manifestations cliniques ressemblent à celles de la fièvre aphteuse. Le sérum sanguin filtré sur bougie Chamberland reproduit la maladie (Ostertag et Bugge, 1906).
La maladie serait identique à la maladie décrite par Liénaüx et à la dermatite contagieuse de Bonvicini, Minardi et Gualdici.
ARTICLE X
VACCINE
Maladie caractérisée par une éruption pustuleuse sur les téguments, elle est entretenue chez le cheval ( horse-pox ), elle sévit chez la vache [cow-pox), elle est transmissible à l'homme. L’évo-
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lution de la maladie chez l’homme est bénigne, elle confère l’immunité contre la variole.
lù Nature du virus. — Les premières recherches de Chauveau (1868) avaient démontré la nature corpusculaire du virus. Néuri (1905) réussit à filtrer la lymphe vaccinale sur bougie Berkefeld Y sans lui enlever sa virulence. Le filtrat est peu virulent, le virus paraît être intra-cellulaire : le broyage, la macération (Carini), la digestion pancréatique ménagée (Nicolle et Adil) pratiqués avant la filtration, en libérant les germes intra-cellulaires, augmentent la virulence du filtrat.
2° Morphologie et cultures. — Les cellules de la lymphe renferment des corpuscules, libres ou réunis en amas, qui sont considérés comme les agents de la maladie. Ces corpuscules seraient des protozoaires ( Cijioryctes vaccinæ , Clilamydozoa de Prowazek, il s’agit plutôt d'inclusions intra-cellulaires résultant de la dégénérescence nucléaire (Borrel). Belin a décrit depuis des corpuscules micro- et ultra-microscopiques, des formes flagellées. Le vaccin offre d’ailleurs aux causes de destruction une résistance plus considérable que les protozoaires.
La culture in vitro aurait été réalisée par Prôscher, après 3-4 passages le virus avait conservé ses qualités pathogènes. Les récentes tentatives de Belin, de Fornet sont plus probantes (fragments de peau de lapin en sérum physiologique, bouillon peptoné. sérum d’âne ou sérum gélatinisé) .
3° Siège du virus. — Les pustules (lymphe, croûtes) et les produits souillés (lait, jetage) renferment le virus.
11 n’est pas possible ou très difficile (Inoculation sur la peau du poulet, Casagrandi) de démontrer la virulence du sang. Très souvent l inoculation du sang confère l’immunité.
La lymphe prélevée dans la rçgion qui est le siège d’une éruption renferme le virus. La virulence des ganglions est faible ou nulle.
4° Action expérimentale. — A) Homme. Scarifications. Éruption papuleuse au début, puis au septième ou huitième jour déve-
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loppement d’une pustule type, argentée, ombiliquée, auréolée de rouge vif. La pustule se flétrit, se dessèche, se recouvre d’une croûte qui tombe' du vingtième au vingt-cinquième jour, en laissant une cicatrice indélébile, rayonnante.
B. Singe. — Piqûre ou scarification. Mêmes apparences que chez l’homme.
C. Bovidés. - — a. Piqûre, scarification. Veau ou génisse de préférence les adultes sont moins réceptifs. Lésions analogues dont l’évolution est plus rapide que chez l’homme et le singe.
b. Inoculation sous-cutanée, veineuse , cornèenne. — Confèrent l’immunité, sans éruption.
c. Inoculation dans la chambre antérieure de l’œil. — Iridokératite intense.
D. Lapin. — 11 suffit de badigeonner la peau avec la lymphe après avoir rasé pour voir se développer une éruption confluente tout à fait caractéristique (Calmette et Guérin). La sensibilité du lapin était déjà connue (Gailleton, Bard et Leclerc).
a. Inoculation veineuse. — L’éruption apparaît au niveau de la région rasée vingt-quatre heures après l’inoculation.
b. Inoculation cornèenne. — Éruption de petites vésicules. Un virus inactif pour la peau peut donner une éruption sur la cornée.
c. Inoculation sous-cutanée, veineuse, péritonéale, thoracique, oculaire, le dépôt de vaccin sec dans les fosses nasales, confèrent l’immunité.
E. Cobaye. — Éruption analogue à celle du lapin.
F. Cheval. — L’infection nécessite un virus très actif.
a. Inoculation intra-dermique. Pustules caractéristiques, rarement horse-pox généralisé.
b. Inoculation veineuse. — Généralement suivie d’éruption.
c. Infection digestive respiratoire. — Quelquefois suivie de l’infection.
d. Inoculation sous-cutanée. — Immunité sans éruption.
G. Poulet: — La peau du thorax plus sensible que celle des bar-
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billons et ceux-ci sont plus réceptifs que la cornée (Casa-
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5° Résistance du virus. — Après dessiccation la lymphe vaccinale conserve sa virulence plusieurs années. Le chauflage à. 60° détruit le virus, la stérilisation peut être réalisée quelquefois à 48°. L’augmentation de la pression, le refroidissement ( — 180°) sont sans action. A 1 état frais dans des tubes capillaires la lymphe se conserve plusieurs mois dans un endroit frais, on peut favoriser cette conservation par l’emploi du frigorifique.
La glycérine n’agit que lentement sur le vaccin, plus rapidement sur les germes qui s’y trouvent associés. La pulpe vaccinale glycérinée se purifie en vieillissant, mais elle perd graduellement sa virulence. L’incorporation à la vaseline, à la lanoline, convient moins bien que l’addition de glycérine.
Le taurocholate de soude n'a que peu d’action, tandis que la bile du lapin assure la destruction du virus en six heures.
A la suite de l’inoculation péritonéale le virus est englobé par les phagocytes ; l’inoculation du virus qui a séjourné de trois à trente heures dans le péritoine est sans effet. Si on libère le virus en faisant éclater les leucocytes il se retrouve avec toutes ses qualités.
6° Immunisation, — L’évolution de la vaccine au moins chez le bœuf et le cheval confère l'immunité contre une atteinte ultérieure de la maladie, chez l’homme elle protège contre la variole.
Chez le lapin, chez le singe, l'infection localisée est suivie d’une immunité locale. L’évolution de la vaccine sur une cornée laisse à l’autre cornée et à la peau toute leur sensibilité. L'inoculation cutanée, laisse les animaux sensibles à l'inoculation cornéenne.
L’insertion sous la peau d’un sac renfermant du vaccin donne l’immunité (de Waele).
La transfusion du sang pendant l’éruption ne confère pas l’immunité à coup sur, les résultats sont variables suivant Labondance des agents; infectieux.
VACCINE
7Ù Préparation du vaccin. — La « vaccination » de 1 homme contre la variole se pratique avec le vaccin recueilli sur les jeunes bovidés depuis que la pratique médicale a complètement abandonné la vaccination de bras à bras.
Le vaccin peut être fourni par des animaux atteints de cowpox spontané., par des animaux inocules avec le cow-pox, ou encore par des animaux qui ont été inoculés avec des produits varioliques.
Le cow-pox, spontané est rare, son existence aléatoire, c’est une source de vaccin sur laquelle on ne peut pas compter. L’inoculation de la variole à la vache provoque des pustules dont le contenu peut servir à la vaccination, le procédé est utilisé dans certains instituts de Suisse et d’Allemagne (voir Rapports de la vaccine et de la variole). Plus souvent on a recours au cow-pox inoculé.
On choisit de jeunes bovidés sains, non tuberculeux (réaction négative à la tuberculine) qui sont inoculés avec du vaccin provenant d’une récolte antérieure ou du cow-pox naturel, lorsqu’il est possible de s'en procurer. Les inoculations sont faites par piqûres, par scarifications plus ou moins rapprochées (après abrasion des parties superficielles (vaccination en nappe). Il faut éviter l’écoulement du sang. La région inoculée est recouverte d'un tablier de toile, l’animal est isolé dans un local bien aménagé. La récolte se fait généralement le sixième jour. La pulpe est broyée au mortier ou dans des broyeurs spéciaux, en ajoutant peu à peu la glycérine dans des proportions variables (1 à 2 p. de glycérine pour 1 p. de pulpe).
Le vaccin cultivé sur la génisse finit par s’atténuer il faut retourner au virus naturel ou lui faire récupérer sa virulence par inoculation au cheval et surtout à l’âne. On peut employer pour la vaccination le vaccin recueilli directement sur l’âne (Huon).
8Ù Sérothérapie. — Le sérum des animaux immunisés est préventif (Beclère, Chambon et Ménard, 1895). Le fait a été confirmé depuis par un grand nombre d’expérimentateurs.
Les substances immunisantes sont peu abondantes, il faut
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injecter de grandes quantités de sérum (100 à 300 centimètres cubes) pour apprécier ses effets.
Le sérum est anti-virulent ; mis en contact avec le sérum des animaux immunisés le virus vaccinal perd ses qualités pathogènes.
Rapports de la vaccine et de la variole.
L’analogie des manifestations de ces deux maladies et l’immunité conférée par la vaccine contre la variole portaient à soupçonner leur parenté. Cette question des rapports de la variole et de la vaccine a fait l’objet de nombreux travaux, elle n’est pas encore définitivement résolue (Commission lyonnaise sous la direction de Chauveau (1865), Fischer (1890), Eternod et Haccius (1890).
Ces affections ont entre elles d’étroites relations. La variole peut être transmise expérimentalement au cheval et au bœuf, comme le horse-pnx et le cow-pox peuvent être transmis à l’homme . L’inoculation variolique au bœuf détermine des papules de petites dimensions qui ne ressemblent pas aux pustules vaccinales (Chauveau), elle peut même rester sans résultat. Les partisans de l'unicité (Allemagne et Angleterre) ont observé, au contraire, que l’inoculation variolique au bœuf donne des lésions qui après quelques passages ont tous les caractères des pustules vaccinales.
L'immunité conférée aux bovidés par l’inoculation de la variole contre le horse-pox et le cow-pox, est comparable aux effets de la vaccine, chez l'homme, contre la variole. C'est encore un argument en faveur de l’identité ou tout au moins d’une étroite parenté.
Les pustules bien développées observées à la suite de l’inoculation de la variole au bœuf ne seraient que la conséquence d’infections accidentelles (Chauveau, plus récemment Kelsch) par le virus vaccinal. Cette objection diminue beaucoup la valeur des arguments fournis en faveur de l’identité.
La question est encore pendante, mais on peut formuler
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cette opinion que les infections sont très voisines et qu’elles procèdent d’une commune origine.
ARTICLE xi PESTE BOVINE
La peste bovine est une maladie qui frappe surtout les bovidés, elle peut atteindre le buffle, le mouton, la chèvre, le chameau. Elle est caractérisée par un état typhoïde très grave et par des accidents spécifiques sur les muqueuses.
La maladie est due à un virus filtrant (M. Nicolle et Adil- Bey). Le virus passe à travers les bougies Berkefeld normales, plus régulièrement encore à travers les bougies Berkefeld amincies. La bougie Chamberland F arrête le virus ou n’en laisse passer que très peu.
Le virus de la peste bovine doit être intra-leucocytaire et ne filtre que lorsqu’il est dégagé des débris cellulaires (Nicolle et Adil-Bey).
1° Siège du virus. — Toutes les parties de l’organisme sont virulentes : le sang, au 1/1. 000e de centimètre cube ; la lymphe, les larmes ; le jetage, le lait; les déjections intestinales ; l’urine à la dose de 5 centimètres cubes ; l’humeur aqueuse au centimètre cube ; le liquide céphalo-rachidien (Turner, M. Nicolle et Adil-Bey).
2° Action expérimentale. — a) Scarification de la peau ou des muqueuses. — L’inoculation reproduit la maladie typique après une incubation de quelques jours.
b) Voies digestives. — Aptes à la pénétration.
c) Voies respiratoires. — Leur rôle est encore mal établi.
d) Inoculation veineuse. — Résultats variables, le plus souvent elle ne produit ni l’infection, ni l’état réfractaire.
e) Inoculation cérébrale. — Tue difficilement le mouton et la chèvre.
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3° Résistance du virus. — La dessiccation assure une stérilisation rapide. A la température ordinaire, la virulence disparaît peu à peu. Le chauffage stérilise en quelques instants à 58-60 degrés et en une demi-heure à 52 degrés. Les conditions de la conservation par le froid sont mal établies, la virulence persisterait six mois (Semmer), par contre, le sang incorporé à la gélatine, et conservé à la glacière ne tue plus après deux mois (Nicolle et Adil-Bey) .
Le virus résiste à la putréfaction plusieurs semaines, Faction des antiseptiques est peu connue.
La conservation, le chauffage déterminent des modifications de la virulence qui peuvent être, utilisées par l'immunisation.
4° Immunisation, sérothérapie — 1° Immunisation par les virus modifiés. — Diverses tentatives (chauffage, conservation, dilution) n’ont donné que des résultats inconstants, les procédés sont inapplicables.
2° Immunisation par la bile. — L'inoculation de 10 centimètres cubes de bile provenant d’un animal mort de la peste, donne 1 immunité. Le procédé emprunté aux Boers du Transwaal, appliqué par Koch donne de résultats variables : un certain nombre des animaux ne sont pas vaccinés oif succombent. Le mélange de bile et de glycérine (ëdington)" ne donne pas de résultats plus certains.
3° Immunisation par l'association bile-virus. — On inocule le mélange à parties égales de bile et de virus (Waterberg), ou à quelques jours d'intervalle la bile et le virus (Ëdington). Ces procédés sont incertains.
4° Sérothérapie. — Le sérum des animaux traités par des doses croissantes de virus a des propriétés préventives (Kolle et T urner) .
L’obtention du sérum peut être poursuivie très rapidement. Dès que les animaux sont guéris de la maladie naturelle on peut leur injecter d’emblée, sans jamais les tuer, 4-8-10 litres de sang virulent (Nicolle et Adil-Bey), on peut remplacer le sang par le liquide de lavage péritonéal.
Le sérum à la dose de 10-20 centimètres cubes protège les>
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animaux contre l'inoculation de sang pestique, mais l'immunité [ conférée est de courte durée.
5° Association du sérum et du virus. — On peut inoculer à quelques jours d’intervalle ou le même jour en deux points du corps le sérum et le virus (1/10° à 2/ 10es de centimètre cube de sang virulent) (méthode simultanée) (Kolle et Turner).
L’inoculation du sérum-virus donne des résultats moins constants.
On peut encore inoculer le virus d'abord, puis enrayer l’évolution par la sérothérapie dès l’apparition de l’hypertliermie (Kolle et Turner) .
ARTICLE XII
FIÈVRE TYPHOÏDE DU CHEVAL
La fièvre typhoïde est une maladie spéciale aux équidés caractérisée par la facilité de sa contagion, l’intensité de la réaction fébrile, l'abattement des malades, la congestion et l'œdème plus ou moins accusé des conjonctives. On confond sous cette même dénomination ( Pferdestaupe , Rotlaufseuche, pink eyc, inflaenza , pasteurellosc) , des maladies qui doivent être distinctes les unes des autres, mais qu’il n’est pas possible de différencier faute de critérium étiologique, on a reconnu pourtant que certaines entités analogues à la fièvre typhoïde devaient être rapportées à la piroplasmose , d’autres à la typho-anémie infec- }- tieuse .
1° Nature du virus. — L’étiologie de la maladie n’est pas encore définitivement éclaircie. Tour à tour attribuée aux agents microbiens les plus divers, notamment à une Pasteurella , il ï semble bien établi maintenant que la fièvre typhoïde — ou tout au moins une entité bien caractérisée cliniquement par la contagion et le syndrome fièvre typhoïde — soit due à un virus fi bran t (J. Basset, Reeser, Bemelmans).
Le virus passe à travers les bougies Berkefeld (Basset) , Berke-
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feld Y et Cbamberland F (Bemelmans). Le virus n’a été ni vu ni cultivé.
2° Siège du virus. — La maladie peut être transmise par inoculation du sang ou du sérum (J. Basset, Bemelmans) ou du sperme (Bemelmans). Trois mois après la guérison, le sang ou le sperme sont encore virulents.
3° Résistance du virus. — A la température du laboratoire le sang conserve sa virulence au moins trois mois (Bemelmans) , à la glacière il est encore virulent après trois mois et demi (J. Basset).
4° Action expérimentale. — Les expérimentateurs qui ont réussi à transmettre la maladie, surtout avec les produits filtrés, n’ont reproduit que les formes bénignes sans complications. Les animaux infectés restent porteurs de virus plusieurs mois, leur sang est virulent, leur sperme également : avec toutes les apparences de la santé ils peuvent transmettre la maladie par le coït (observations anciennes des vétérinaires français et anglais.
Une première atteinte confère une immunité immédiate et durable.
ARTICLE XIII
TYPHO-ANÉMIE INFECTIEUSE DU CHEVAL
La typho-anémie infectieuse du cheval (anémie pernicieuse, swamp-fever) est une alîection spécifique, aiguë ou chronique, à allure septicémique, s’accompagnant d'une diminution considérable du nombre des globules rouges, avec fièvre et albuminurie.
La maladie est due à un virus filtrant (Carré et Vallée, Ostertag, Marek, Van Es). Le sang dilué conserve sa virulence après filtration sur les bougies Berkefeld ou Chamberland.
1° Siège du virus. — Le sang, l’urine, le contenu intestinal sont virulents, aussi bien chez les animaux malades que chez
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les animaux guéris en apparence. L’infectiosité des fèces est discutée (Van Es). La salive n’est pas virulente (Ostertag).
2° Action expérimentale. — L’inoculation veineuse ou souscutanée de sang ou de sérum (1 à 750 centimètres cubes) provoquent la manifestation des signes de la maladie après cinq, neuf, quinze jours d'incubation.
L 'ingestion du sang ou de l’urine est un procédé d'infection, l’incubation est de quinze à vingt-quatre jours. 11 faut faire ingérer au moins 15 centimètres cubes de produit virulent. (Carré et Vallée, Ostertag, Marek, Van Es).
Le cheval seul peut être sûrement infecté, Yâne est moins régulièrement réceptif, tous les autres animaux et Yhomme sont réfractaires.
Dans les conditions naturelles la maladie est propagée par l’ingestion des aliments ou des boissons souillés par les matières excrémentielles ou l'urine des animaux malades.
3° Résistance du virus. — Le chauffage à 58° détruit la virulence. La dessiccation à la température du laboratoire est sans influence, mais le virus sec est trouvé inactif après sept mois. Le sang conservé sans dessiccation n’est plus infectieux après trois mois. Le virus résiste longtemps à la 'putréfaction , au moins deux mois et demi dans le fumier (Carré et Vallée).
Le froid des climats les plus rigoureux de 1 Amérique du Nord est sans action (Van Es).
4° Immunisation, sérothérapie. — Les essais d’obtention, d’un sérum, les tentatives de vaccination avec du sang modifié dans sa virulence (chauffage, iode) n ont rien donné (Carré et Vallée) .
Les arsenicaux produisent une amélioration passagère (Ostertag, Marek) ; le trypanbleu est sans action (Van Es).
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équidés de l'Afrique caractérisée par des œdèmes cutanés et des hémorragies viscérales.
La maladie est due à un virus filtrant. Le sang dilué, filtré sur bougie Berkefeld ou bougie Cliamberland B ou F conserve sa virulence (Mac Fadyean, Nocard).
1° Siège du virus. — Le sang et tous les parenchymes sont virulents, ainsi que les exsudats et le mucus bronchique. L’infectiosité des matières excrémentitielles est encore discutée.
2° Action expérimentale. — Les solipèdes seuls sont régulièrement sensibles à l’infection expérimentale. La maladie pourrait être transmise au bœuf, à la chèvre angora et à quelques races de moutons.
Edingtox considère la IlecirtvKitev (hydropéricarde) du bœuf, du mouton et de la chèvre, comme identique à la peste du cheval.
La transmission est assurée par l'inoculation sous-cutanée, veineuse, trachéale, pulmonaire avec des doses de sang variant de 1/100 à 1 centimètre cube, et par injection de 100 à 150 centimètres cubes de virus.
Les anophèles ou les stegomia jouent peut-être un rôle dans la propagation de la maladie naturelle.
3° Résistance du virus. — Le sang conservé purement reste virulent plusieurs années (Nocard).
La dessiccation agit rapidement, en douze, vingt-quatre heures la virulence est détruite. Le froid, la putréfaction sont à peu près sans action.
Le chauffage à 45° pendant six jours n’altère pas la virulence.
4° Immunisation, sérothérapie. — Une première atteinte de la maladie confère une réelle immunité, mais qui peut être vaincue par les procédés sévères de l'inoculation (Theiler). L'immunité acquise naturellement protège les 2/3 des animaux contre l'infection naturelle.
PESTE DU PORC
L'immunité naturelle conférée par la maladie peut être renforcée par des inoculations répétées de sang virulent. Le sérum des chevaux hyperimmunisés est préventif. Des tentatives de séro-vaccination (sérum, puis virus, puis sérum lors de lhyperthermie) ont donné de bons résultats (Koch, Theiler).
Les essais d’affaiblissement du virus (par conservation à 30°) sont restés sans résultat (Edington).
Les conditions de l immunisation ne sont pas les mêmes suivant qu’il s’agit du cheval ou du mulet.
ARTICLE XV PESTE DU PORC
Épizootie spéciale aux animaux de l’espèce porcine revêtant souvent un caractère de contagiosité extrême (Autriche, Angleterre, États-Unis) évoluant quelquefois en des foyers limités sans tendance bien marquée à l’extension.
La maladie est encore décrite sous les noms de Schweinepest, swinefever, hog-cholera , salmonellose, elle se manifeste sous forme de septicémie rapidement mortelle, ou avec une évolution moins rapide s’acéompagne de lésions ulcéreuses recouvertes d’un exsudât diphtéroïde au niveau du gros intestin et de la muqueuse buccale.
Pendant longtemps cette maladie a été confondue avec d’autres affections semblables sous le nom de pneumo-entérite infectieuse ; différenciée par la clinique comme entité morbide, elle fut attribuée au Bacillus suipestifer (Salmon, Preisz, etc.). En réalité la peste du porc est due à un virus filtrant comme l’ont montré les travaux successifs de de Schweinitz, de Dorset, Bolton et Mac Bryde, en Amérique (1903-1905) ; de Hutyra en Hongrie, d'OsTERTAG et d Uhlekhuth, en Allemagne, de Mac Fadyean et Stockman en Angleterre, de Carré, Leclainche et Vallée en France.
1° Nature du virus. — Le virus passe à travers les bougies Berkefeld 5 et 7, Chamberland B et F, Pukall, Heim : il existe
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dans le sang et les organes et paraît s’éliminer par l'urine.
2° Résistance. — La virulence se conserve 23 jours à la glacière, 10 semaines à la température de la chambre. Le virus résiste deux heures à 58 degrés, mais est détruit en une heure à 78 degrés ; il résiste, au moins, dans le sang, à la dessiccation, au sublimé, à la glycérine (Uhlenhuth, Hübener, Xylander et Bohtz, 1908).
Comme beaucoup de virus filtrants, le virus de la peste porcine, disparaît vite des organismes envahis pour faire place à d’autres bactéries notamment à Bacillus suipestifer , ce qui explique la confusion qui a régné pendant si longtemps sur le rôle véritable de ce microbe dans l’étiologie de la peste du porc.
3Ù Action expérimentale. Tous les modes d’inoculation conviennent pour reproduire la maladie, le plus sur est de faire ingérer à un porcelet les viscères provenant d’un malade.
4° Immunisation. — Le sérum des porcs liyperimmunisés soit par l'injection d’une forte dose de sang virulent, soit par de petites doses répétées est doué de propriétés préventives (Dorset, Mac Bryde et Niles, 1908).
La méthode sérum-virus peut conférer aux animaux l’état réfractaire pour une durée qui est aip minimum de trois mois. Au début de la maladie on peut utiliser avec succès les pro~ priétés curatives du sérum.
article xvi
VARIOLE DU PORCELET
Maladie peu fréquente, serait assez commune en Hongrie et en Roumanie.
Le sang des porcelets malades filtré sur bougie poreuse reproduit la maladie (Foenaru). Le sang, le contenu des vésicules ne renferme aucun microbe. Une première atteinte con-
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fère l’immunité ; les porcs ayant plus de quelques semaines, les autres animaux de laboratoire sont réfractaires.
ARTICLE XVII PESTE AVIAIRE
Maladie épizootique des oiseaux, analogue au choléra des poules, dont elle se distingue par l’existence d’une inflammation exsudative de la plèvre et du péricarde et surtout par les propriétés de son virus. La maladie s'étend à tous les oiseaux de basse-cour, fait en particulier de grands ravages parmi les faisans (Marcone), Voie et le pigeon sont moins réceptifs.
La maladie est déterminée par un virus filtrant. Le virus traverse la bougie Chamberland F et la bougie Berkefeld (Centanni, Maggiora et Valenti, Lode et Gruber), il passe même à travers la bougie Chamberland B (Calamida).
Les diverses méthodes de coloration ne décèlent point de microbes dans le sang et les tissus. Les inclusions analogues aux corps de Negri découvertes par Kleine contiennent de petits corpuscules en forme de bactéries (Schiffmann).
1°. Culture. — La culture a pu être obtenue dans le sang de poule défibriné déposé à la surface d’une couche épaisse de gélose peptonée sucrée. 11 a été possible de faire dix repiquages successifs. La moindre impureté interrompt le développement (E. Marchoux, 1908).
2° Siège du virus. — Le sang et toutes les parties de l’organisme sont virulents. L’activité du virus est considérable.
3° Action expérimentale. — La poule est tuée par tous les modes de 1 inoculation. Le dindon , la pintade, le canard, Voie sont sensibles, le pigeon est à la limite de la réceptivité. Le moineau, le chardonneret, le faucon, etc., sont irrégulièrement sensibles.
Le lapin n’est tué qu’avec une dose massive. La souris blanche le cobaijé et le renard sont réfractaires.
EPITHELIOMA CONTAGIEUX DES OISEAUX
4° Résistance du virus. — Le virus est détruit en quelques minutes à 65 degrés, il n’est pas altéré après une demi-heure de chauffage à 55 degrés et après cinq minutes à 60 degrés. Le virus résiste cinq jours à la dessiccation rapide, vingt-cinq jours à la dessiccation lente. La putréfaction détruit le virus, sa résistance aux antiseptiques est faible.
ARTICLE XV III
ÉPITIIÉLIOMA CONTAGIEUX DES OISEAUX
L’épithélioma contagieux des oiseaux (variole aviaire) est une maladie chronique qui sévit surtout sur la poule, le pigeon, le dindon ; la maladie est caractérisée par des hyperplasies épithéliales nodulaires de la peau, notamment au niveau de la crête et des caroncules ainsi que par des exsudats diphtéroïdes sur les muqueuses de la tête.
La maladie est duc à un virus filtrant, (Marx et Sticker). Le produit de broyage des nodules cutanés, dilué dans l’eau physiologique et filtré sur bougie Berkefeld conserve sa virulence.
1° Morphologie, cultures. — Les cellules épithéliales hypertrophiées des tumeurs spécifiques renferment des granulations sur la nature desquelles on n’est pas encore fixé, quelques-uns tendent à les considérer comme les agents de la maladie.
Ce sont des éléments micrococciques, isolés, réunis en amas ou en chaînettes, chacun d’eux paraît entouré d’une enveloppe muqueuse. Leurs dimensions ne dépassent pas 1/4 de jj. (Borrel, Lipschütz, Prowazek).
Les essais de culture n'ont pas donné de résultat.
2° Siège du virus. — Le virus existe surtout dans les tumeurs papillomateuses de la crête et des caroncules ; l’exsudât des premières voies digestives renferme également le virus. Le sang peut être virulent au moins au début de l’affection.
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3U Action expérimentale. — Y*' inoculation intra-cutanée détermine après cinq ou six jours d'incubation la formation de petits nodules, il apparaît ultérieurement au niveau des parties malades des zones hémorragiques qui se recouvrent de croûtes sous lesquelles se développent les tumeurs papillomateuses caractéristiques. Ces tumeurs peuvent guérir et réapparaître plus tard aux mêmes points sous l'influence des traumatismes. Avec les produits filtrés l’incubation est plus longue (huit, dix, quatorze jours) en raison de la diminution du nombre des éléments virulents.
\j inoculation veineuse, l'ingestion conviennent pour reproduire la maladie.
La maladie peut être transmise facilement de la poule à la poule, et du pigeon à la poule, mais difficilement de la poule au pigeon. La virulence diminue rapidement jusqu'à disparaître par des passages chez le pigeon.
4° Résistance du virus. — Le virus renfermé dans les tumeurs résiste à l'action de la lumière pendant plusieurs semaines, et à la dessiccation. Le chauffage pendant trois heures à 60° est sans action. Le virus résiste à — 12° pendant cinq semaines, à faction du phénol à 1 p. 100 prolongée une demiheure. La glycérine ne modifie pas le virus, même après plusieurs semaines de séjour (Marx et Sticker).
Si les tumeurs sont finement broyées le virus est détruit en huit minutes par le chauffage à 60° (Burnet), en cinq minutes par la potasse à 1 p. 100, l'acide acétique, le sublimé à 1 p. 1000 (Sanfelice).
5° Immunisation. — Les animaux guéris jouissent d une certaine immunité, mais qui est de courte durée ; leur sérum ne possède aucune propriété thérapeutique.
Relations entre i épithélioma contagieux des oiseaux et la diphtérie aviaire.
C arn VAX h s'est prononcé en faveur de l’identité de la diph-
LEUCÉMIE DE LA POULE
térie et de l’épithélioma. Fally a combattu cette opinion, les deux affections peuvent coexister chez le même sujet. De nouveaux arguments en faveur de l’identité ont été fournis par Schmidt, et surtout par Uhlenhuth et Manteufel. Ces derniers auraient observé l’état virulent du sang, la filtrabilité du virus, sa conservation dans la glycérine à 50 p. 100 aussi bien dans l’une et l’autre des maladies, ainsi que l'immunité croisée. Depuis ces résultats ont été confirmés par Betegh (1912), infirmés au contraire par H a ring et Kofoid (1912). La question ne saurait être considérée comme définitivement résolue (voir Diphtérie aviaire, p. 846).
ARTICLE XIX
LEUCÉMIE DE LA POULE
Maladie épidémique des poules se traduisant par des signes de leucémie ou de pseudo-leucémie. Le foie, la rate, la moelle osseuse sont virulents, leur inoculation dans la veine reproduit la maladie. Les inoculations échouent au troisième passage.
Les produits virulents filtrés sur bougie en terre d’infusoires conservent leurs qualités pathogènes (une seule expérience, deux résultats positifs sur cinq poules inoculées). L’examen microscopique, la culture n’ont pas donné de résultats (Ellerm ann et Bang, 1908).
La filtrabilité du virus de la leucémie de la poule et l’existence même delà maladie, comme entité spéciale, sont discutées. Il s’agirait simplement de la leucémie qui peut se manifester au cours de la tuberculose chez la poule (Burckhart).
CHAPITRE XXXI Y
TRYPANOSOMES 1
Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés caractérisés par un corps fusiforme plus ou moins allongé avec à l'extrémité antérieure un flagelle dont le point de départ est dans la moitié postérieure du corps et qui se prolonge le long de celui-ci en constituant le bord épaissi d’une membrane ondulante. Leur habitat normal est le sang des vertébrés.
Certains de ces trypanosomes, dont nous nous occuperons exclusivement, sont capables de créer des maladies chez les animaux, d’autres sont pathogènes pour l’homme, un grand nombre ne sont pas pathogènes.
1° Morphologie et évolution. — Le corps protoplasmique est en forme de fuseau plus ou moins effilé, avec deux masses chromatiques : l'une petite, généralement postérieure, le centrosome, l’autre, presque toujous médiane, plus grosse, le noyau , Du centrosome part une membrane plissée qui borde le corps protoplasmique ( membrane ondulante ) dont le bord épaissi se prolonge généralement en avant par une partie libre [flagelle].-
L’extrémité antérieure est généralement effilée, l’extrémité postérieure est essentiellement variable de forme (en cône tronqué, Trypan. Brucei; arrondie, Trypan. Cazalboui.)
La forme et les dimensions des trypan. varient avec l’espèce animale qu’ils infectent.
1 Les éléments de ce chapitre sont empruntés au traité de MM.'Laveban et Mesnil, Trypanosomes et Trypanosomiases, Paris. 1912.
TRYPANOSOMES
Les trypan. se déplacent sous l’influence de la membrane ondulante (ondulations) et des contractions du corps (progression) ; suivant l’espèce tel ou tel mouvement prédomine.
Le protoplasma renferme souvent des granulations chromo- ^ philcs dont le nombre, la forme et les dimensions varient avec 1 les espèces. Elles sont rares cirez Trypan. Evansi, plus nom- 1 breuses et plus grosses chez Trypan Brucei et Trypan cqui- 1 num.
Multiplication et reproduction. — La division des Trjpan. est I longitudinale et binaire.
2° Modes de propagation. — Le rôle >.
de la mouche tsé-tsé avait été soupçonné I par les explorateurs, mais beaucoup pensaient que la mouche était venimeuse. 1 Bruce établit que la maladie transmise j par la mouche tsé-tsé est due à un trypa- 1 nosome (1895). La mouche s'infecte en suçant le sang des animaux atteints de Nagana et inocule aux animaux sains les 1 trypan. pathogènes.
Bruce a supposé que le développement du trypan. se poursuivait dans l’organisme w de la mouche tsé-tsé ( Glossina morsitans ). 1 La question a été résolue par Kleine (1910), ses expériences ont montré que les tsé-tsés sont bien des hôtes pour les trypan. et non pas seulement de simples vecteurs. Ces résultats ont été contrôlés et confirmés pour les diverses espèces de Trypan. Les Trypan. ingérés avec le sang sucé par. la tsé-tsé ne sont réinoculables aux mammifères sensibles qu’après une période d'incubation au cours de laquelle les trypan. poursuivent leur évolution chez la tsé-tsé. La multiplication se poursuit dans le tube digestif puis dans les glandes salivaires de la tsé-tsé.
Les maladies à Trypan. peuvent être convoyées par plus d une espèce de tsé-tsés, mais il existe toujours des affinités entre l'espèce de Trypan. et les mouches capables de la con-
Glossina au repos, vue de dos.
Grossie 2 (ois 12.
MODES DE PROPAGATION
voyer. Ainsi Glossina morsitans vient avant Gl. palpalis pour Trypan. Bruceir.
Pour la plupart des Trypan. les intermédiaires ne se comportent pas comme des hôtes, il y a seulement transmission mécanique par les invertébrés (, Surra et tabanides (stomoxys), la
Fig. 331.
Glossina tachinuïdes (Edm- Sergent) Grossie 3 fois.
contagion même peut se faire de l’animal malade à l'animal sain (transmission de la domine par le coït).
Un certain nombre d'espèces animales peu sensibles à l'action de divers Trypan. sont capables de constituer de véritables « réservoirs de virus ». Leur existence explique comment les maladies se perpétuent dans une région (Huminantset Nagana; bovidés et inaladie du sommeil de l'homme).
TRYPANOSOMES
3° Vitalité, résistance. — Les Trypan. ne restent pas longtemps vivants dès que l’animal hôte a succombé, au plus tard ils ont succombé dans les vingt-quatre heures qui suivent la mort.
La résistance des trypan. aux divers agents a été appréciée sur des trypan. conservés dans le sang défibriné. L’adjonction d’eau physiologique et surtout du sérum de diverses espèces est favorable à leur conservation.
La plupart des Trypan. sont rapidement tués dès que la température atteint 40°, ils résistent mieux à l’abaissement de la température. On peut les conserver quelques jours (b à 6) au voisinage de 0°. L'eau distillée ou ordinaire détruisent rapidement les Trypan., les solutions non isotoniques se comportent comme vis-à-vis des hématies. Quelques sérums normaux , certains extraits d'organes ont une action trypanocide. Il n’y a aucun rapport entre le pouvoir trypanocide in vivo et in vitro.
4° Cultures. — La culture des trypan. pathogènes est difficile à réaliser et les résultats obtenus sont moins satisfaisants quavec les Trypan non pathogènes. Pourtant il a été possible de conserver Trypan Brucei deux ans en culture.
La culture se fait pour le mieux dans 1 eau de condensation d’un milieu solide formé de gélose nutritive à laquelle on a incorporé alors qu’elle était encore à 50° deux à trois fois son volume de sang défibriné (Novy et Mc Ne al).
L’examen microscopique des cultures montrent que les Trypan. sont dans de mauvaises conditions vitales.
5° Action pathogène. — Les trypan. se développent dans l’organisme vivant grâce à leur pouvoir de multiplication. Ils n’envahissent l'organisme qu’après une période d incubation variable avec l’espèce animale, le pouvoir infectieux et la virulence du trypan., la voie d entrée.
Les sijmptômes les plus communs des infections à Trypan. sont : la fièvre, les dermatoses, les œdèmes, la tuméfaction de la rate et des ganglions lymphatiques, l’anémie, l'auto agglutination des hématies, les troubles du système nerveux, 1 amaigrissement.
CLASSIFICATION
TRYPANOSOMES
Les, altérations anatomiques les plus constantes sont celles de la rate (hypersplénie) et des ganglions lymphatiques.
6° Propriétés du sérum des animaux atteints. — Le
sérum de tous les mammifères chez lesquels 1 infection à Trypan. revêt une marche chronique ou même subaiguë jouit d’un faible pouvoir protecteur.
Certains sérums d’animaux infectés se montrent capables de détruire les Trypan. avec lesquels on les mélange ( pouvoir trypanoly tique).
Quelques sérums sont agglutinants, mais le phénomène n’est ni constant, ni spécifique.
11 n’est pas possible de mettre en évidence une réaction spécifique de déviation du complément avec le sérum des animaux trypanosomés.
7° Diagnostic bactériologique. — A. Recherche a l’état frais. — On examine une goutte de sang entre lame et lamelle. Les mouvements que les Trypan. impriment aux hématies permettent de reconnaître l’existence des parasites à un très faible grossissement (100 d.) quand ils sont nombreux et facilitent leur recherche à un grossissement plus fort (300- 400 d.) quand ils sont en petit nombre dans le sang.
Dans le cas de la dourine l’examen doit porter sur la sérosité sanguinolente des œdèmes.
B. Fixation et coloration. — Pour se faire une idée précise de la structure du parasite il est indispensable d'avoir des préparations colorées.
Le sang est étalé en couche mince, séché rapidement et fixé (alcool absolu ou alcool méthylique).
La coloration peut être obtenue rapidement avec une solution alcoolique de fuchsine, ou une solution aqueuse de rouge Magenta, ou mieux encore avec la thionine phéniquée.
Les meilleures colorations sont obtenues par l'action d’un mélange, en proportions définies, d'éosine et de bleu de méthylène (méthode de Romanowsky).
DIAGNOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE
Laveran recommande la coloration au bleu de méthylène à l’oxyde d’argent (bleu Borrel) en solution saturée et éosine de Hôchst à
On prépare au moment de s’en servir le mélange colorant d’après la formule suivante :
Solution d éosine à l p. 1000 4 centimètres cubes.
Eau distillée 10 —
Bleu Borrel 1 —
La lame sur laquelle le sang a été fixé est posée à la suface du bain colorant dans une petite boîte construite à cet effet. Une coloration de 5 à 10 minutes suffît pour la plupart des tçypan.
Il peut être utile d’opérer à 37°. La préparation est lavée à grande eau, traitée par la solution de tanin à 5 p. 100 (ou par le tanin orange), on lave de nouveau à l’eau distillée et on sèche.
La méthode de Giemsa est très employée. La solution de Giemsa (bleu Azur II, éosine, glycérine) existe toute préparée dans le commerce. On prépare un bain colorant avec XXX gouttes, de Giemsa pour 15 centimètres cubes d’eau distillée, la coloration est obtenue en quinze à vingt minutes ; on lave et on sèche-.
Il existe d’autres méthodes (celle de Leishkan, notamment) dérivées de la méthode de Romanowsky, elles sont Trypauôsoma equmum (Lavemoins employées que les deux precedentes.
C. Cultures. — Les cultures ne peuvent être utilisées que pour la mise en évidence des Trypan. non pathogènes.
D. Inoculations. — On emploie le sang défibriné, ou le sang pur, ou la sérosité sanguinolente des œdèmes.
L’inoculation peut être faite à peu près indifféremment sous la peau, dans la veine ou le péritoine.
La dose n’a que peu d’importance, un seul Trypan. suffit à déterminer une infection. Pourtant quand les Trypan. n’ont pu être décelés à l’examen microscopique, l’inoculation d’une assez
Fig. 332.
1, Trvpanosoma Brucei. — 2,
TRYPANOSOMES
grande quantité (10 c. c.) de sang ou de sérosité est toujours indiquée (Dourine).
L'inoculation est faite à un animal sensible. Il est bon, surtout avec les rats et les souris, d’inoculer plusieurs animaux et d’examiner leur sang au préalable (Trypan. Lewisi du rat).
Les autres procédés de diagnostic ne sont que des procédés d’exception, on les trouvera à propos de chacune des infections à Trypan.
8° Chimiothérapie. — Les études systématiques entreprises sur la thérapeutique des maladies à Trypan. ont montré que les substances capables d’atteindre les Trypan. in vivo appartiennent à 4 groupes principaux : les arsenicaux, les antimoniaux, les couleurs de benzidine, la série du triphénylméthane. L’action des médicaments varie avec l’espèce animale à traiter, avec le Trypan., la voie d’administration. Pour éviter les rechutes, la stérilisation de l'organisme, étant difficile à réaliser, il y a souvent avantage à associer les médicaments. Après un certain temps de traitement les Trypan. deviennent résistants au médicament utilisé, cette résistance est héréditaire. Au point de vue thérapeutique on ne peut se rendre maître de cette résistance qu’en alternant les médications efficaces.
9° Classification. — Nous ne retiendrons de la classification adoptée par Laveran et Mesnil que les Trypan. pathogènes pour les mammifères domestiques, appartenant à des espèces bien connues (voir le tableau page 929).
A) — Trypanosoma Evansi (Surra).
1° Forme. — Trypan. Evansi mesure en moyenne 15 \j. de long sur 1 fL 1/2 de large. Corps allongé, extrémité antérieure effilée, extrémité postérieure conique. Centrosome bien visible, membrane ondulante bien plissée, partie libre du flagelle 6 [j. de long, granulations chromophiles dans la partie antérieure du protoplasme. Culture difficile.
TRYPANOSOMA EVANSI
2° Répartition géographique. — Inde et Birmanie, Indochine française, Indes néerlandises, Philippines, île Maurice, Ceylan.
3° Action pathogène naturelle. A. Equidés. — Le cheval, l’âne et le mulet sont très sensibles. La maladie se traduit par de la fièvre rémittente ou intermittente, des œdèmes, de l’anémie. La mortalité peut être de 100 p. 100, la durée moyenne de la maladie est de 2 mois.
B. Bovidés, Buffles. — Moins sensibles que les équidés. La mortalité dépasse rarement 25-30 p. 100. Les symptômes sont peu apparents (fièvre).
C. Chameaux. — Fièvre, œdème, anémie, amaigrissement. On ne trouve de parasites dans le sang qu’au moment des poussées fébriles. La durée- de la maladie est souvent de 3 ans (tibarsa) .
D. Eléphants. Indolence, œdèmes. Trypan. souvent nombreux dans le sang. Evolution très lente.
E. Chien. — Œdème de la tête et de la gorge, opacité de la cornée, épanchements intra-articulaires.
4° Action pathogène expérimentale. — Trypan. Evansi a été inoculé à toutes les espèces sensibles à la maladie, il est inoculable à un grand nombre d’autres espèces.
TRYPANOSOMES
A. Souris, Rat. — Mort en 11 jours 1/2. Trypan. nombreux.
B. Singe. — La plupart des singes sont sensibles, les cynocéphales sont réfractaires.
C. Lapin. — Trypan. rares. Durée moyenne : 1 mois
D. Cobaye. — La pullulation des Trypan. a lieu par poussées. Durée moyenne : 34 jours. Animal de choix pour l’entretien du virus.
JB. Hérisson. — Très sensible.
F. Chauve-Souris. — Sensible.
G. Chat. — Durée de la maladie : 21 jours. OEdèmes, troubles oculaires,
H. Caprins». — L’infection ne se traduit par aucun symptôme. Elle dure environ 5 mois. Après guérison l’immunité est de longue durée.
I. Ovines. — Même évolution que chez la chèvre
5° Modes d’infection. — Trypan. Evansi est transporté et inoculé par différentes mouches piquantes : Tabanus , Hœmatopota, Stomoxys, il ne paraît pas accomplir chez eux une phase de son évolution.
B) — Trypanosoma Evansi var., mborii (Mbori).
1° Forme. — Les caractères morphologiques sont les mêmes que ceux de Trypan Evansi. La distinction repose sur l’épreuve de Tim munité croisée (Vallée et Panisset).
2° Répartition géographique. — Vallée du Moyen Niger, Tombouctou, Transvaal et Sud-Ouest africain allemand.
3° Action pathogène naturelle. — A. Dromadaire. — Amaigrissement et poussées fébriles. Durée : cinq à six mois. Au début les Trypan. sont assez nombreux.
B. — Equidés. Anémie, œdèmes.
TRYPANOSOMA BRUCEI
4° Action pathogène expérimentale. — A. Souris. Durée moyenne de la maladie : 9 jours 1/2.
R. Rat. — La mort survient du 10e au 16e jour.
C. Cobaye. — Durée moyenne : 88 jours
JJ. Lapin. — OEdème facial, blépharo-conjonctivite. Parasites rares.
E. Chien. — Amaigrissement, engorgement de l’auge. Kératite.
F. Chat. — Amaigrissement, troubles oculaires.
G. Mouton et Chèvre. — Infection légère.
5° Modes d'infection. — La mbori doit -être propagée par les taons.
G) — Trypanosoma annamense (Trypanosome des chevaux del’Annam).
1° Forme. — Trypan. annamense ne peut être distingué de Trypan. Evansi.
2° Répartition géographique. — Tonkin et Annam.
3° Action pathogène naturelle. — A. Equidés. — Fièvre, amaigrissement, anémie, œdèmes, paralysie du train postérieur, troubles oculaires. La maladie dure de 1 à 3 mois.
B. Bovidés. — L’infection est plus rare, elle ne se traduit par aucun symptôme apparent et se termine en général par la guérison.
C. Chien. — Quelques observations ont été rapportées
4° Action pathogène expérimentale. — La maladie est inoculable à la souris, au rat, au cobaye, au chat , au Lapin, à la chèvre.
D) — Trypanosoma Brucei (Nagana).
1° Forme. — Mesure de 28 à 33 p. de long; on trouve des formes courtes et trapues qui manquent généralement de flagelle libre. Le protoplasma présente, surtout dans la moitié antérieure, des granulations assez grosses qui se colorent forte-
TRYPANOSOMES -
ment. L’extrémité postérieure a souvent l’aspect d’un cône tronqué.
La culture a été réalisée : Trypan. Brucei a pu être conservé 2 ans en culture, avec sa virulence.
2° Répartition géographique. — Zoulouland, nord du Transvaal, bassin du Zambèze, Khodésia nord ouest, Est africain allemand. Diverses maladies à trypan. existent plus au nord, leurs rapports avec le Narjana ne sont pas encore précisés.
Fig. 33 i.
Trypanosoma Brucei.
Division longitudinale (d’après Laverax et Mesnil).
3° Action pathogène naturelle. — Tnjpan. Brucei est parmi les plus virulents des Trypan. pathogènes pour les mammifères.
A. Equidés. — Ce sont eux surtout qui sont atteints par la maladie naturelle. Fièvre rémittente ou continue, œdèmes. Trypan. presque toujours décelables à l’examen microscopique, mais en petit nombre. La maladie dure de 15 jours à 2 ou 3 mois.
B. Bovidés. — Fièvre, aniaigrissement progressif, œdèmes. Durée très variable, de 15 jours à 6 mois.
C. Moutons et Chèvres. — Moins sensibles que les équidés et
TRYPANOSOMA BRUCEI
les bovidés. La maladie se termine ou par la mort au bout de quelques mois ou par la guérison.
D. L'antilope, les ruminant sauvages du Zoulouland, sont sensibles. Chez ces animaux 1 infection est très légère.
4° Action pathogène expérimentale. — A. Chien. — Très sensible. Durée totale de 1 infection, une quinzaine de jours. Fièvre, œdème de la région génitale, adénopathie inguinale, opacité de la cornée. Trypan. facilement décelables.
B. Chat. — Moins sensible que le chien.
C. Hats et Souris. — Trypan. toujours très nombreux, souvent plus nombreux que les hématies.
D. Mulot, Campagnol, Lérot, Ecureuil, Marmotte, Hérisson. — Sensibles.
E. Lapin. — La durée de l'infection oscille entre 10 et 50 jours. Coryza, œdème de la base des oreilles et des organes génitaux. Les Trypan. sont peu nombreux, ils peuvent échapper à l’examen microscopique si la maladie suit une marche lente.
F. 'Cobaye. — Incubation, 2 à 4 jours ; mort en 15 à 30 jours. Les animaux peuvent présenter de la conjonctivite purulente et de l’œdème ano-génital. Le nombre des Trypan. est variable selon les périodes de 1 infection en général il est plus considérable que chez le lapin.
G. Oiseaux. — L’infection est légère chez Voie et la poule.
5° Modes d’infection. — Trypan. Brucei est convoyé par une mouche tsé-tsé. il effectue une partie de son évolution dans le tube digestif de la mouche. En raison de ce fait les mouches ( Glossina m<>rsitans, Gl. palpalü) ne sont infectantes que durant les premiers jours qui suivent le repas où elles sont infectées puis seulement un certain temps plus tard (du IIe au 14e jour), elles peuvent rester infectieuses 83 jours (Kleine et Taute).
TRYPANOSOMES
Les animaux sauvages, peu sensibles au nagana, doivent jouer le rôle de réservoirs de virus.
E) — Trypanosoma Togolense
1° Forme. — Trypan. Togolense ne présente pas de différences morphologiques appréciables avec Trypan. Brucei.
2° Répartition géographique. — Togo.
3° Action pathogène naturelle. — La maladie sévit sur les chevaux, les ânes et les bovidés, aussi chez le chien.
4° Action pathogène expérimentale. — Chien, Chat, Rat et Souris, Cobaye, Porc, Bovidés, Chèvre. Sensibles.
5° Modes d'infection. — La maladie paraît bien être transmise par les glossines. Le gros gibier serait, comme pour le nagana, le réservoir du virus.
F) — Trypanosoma soudanense
(Debab, tahaga).
1° Forme. — Pas de différences morphologiques appréciables entre lrypan. soudanense et Trypan. Brucei.
2° Répartition géographique. — Algérie. Egypte, vallée du Niger.
3° Action pathogène naturelle. A. Dromadaire (maladie du
debab). Amaigrissement, avortement, fièvre. La maladie dure de quelques mois à une ou plusieurs années, 'lrypan. abondants dans le sang, même en l’absence de symptômes morbides.
B Cheval. — Evolution lente, absence à peu près absolue des œdèmes, hématurie, paralysie du train postérieur.
4° Action pathogène expérimentale. — A. Rat et Souris, Lapin et Cobaye, sensibles.
B Chien. — Durée de 40 jours à 7 mois. OEdème de la région d’inoculation, lésions oculaires, anémie, amaigrissement, hyperesthésie générale et surtout de la région lombaire; somnolence et hébétude.
G. Mouton et Chèvre. Sensibles.
TRYPANOSOMA EQUINUM
5° Modes d’infection. — La transmission est assurée par les taons et les stomoxes.
G) — Trypanosoma hippicum (Murrina).
1° Forme. — Trypan. hippicum est du type Evansi. Mesure le plus souvent 25 p. de long. Noyau ovalaire, médian, centrosome très apparent. La partie libre du tlagelle a de 4 à 6 p. Le protoplasma contient des granulations chromophiles assez grosses et assez nombreuses.
2° Répartition géographique. — Panama.
3° Action pathogène naturelle. — A. Equidés. — Fièvre, anémie, amaigrissement, œdèmes. Durée de quelques semaines à six mois.
4° Action pathogène expérimentale. — Rat et Souris, Cobaye, Lapin, Chien, Chat, Chèvre. Sensibles.
5° Modes d’infection. — La mouche domestique peut propager la maladie et l’infection peut se faire par les muqueuses.
H) — Trypanosoma venezuelense (Peste boba, desvengadera).
Trypan. du type Evansi, capable de déterminer une anémie pernicieuse chez les Equidés du Venezuela.
I) — Trypanosoma equinum (Mal de Caderas).
1° Forme. — Mesure de 22 à 24 p. de long, 1 p. 5 de large. Le centrosome est assez peu visible, il est très petit et se colore comme le flagelle. Noyau, membrane ondulante et flagelle sont du type Evansi. Le nombre des granulations chromophiles est très variable.
2° Répartition géographique. — Brésil, Bolivie, Paraguay, Argentine.
TRYPANOSOMES
3° Action pathogène naturelle. — A. Equidés. — Le cheval est plus sensible que le mulet et lune, la mortalité peut être considérable. Amaigrissement, accès fébriles, faiblesse du train postérieur, balancement de la croupe [mal de Caderas ), l’animal chancelle et tombe. L’albuminurie et l'hématurie sont fréquentes.'On peut observer une -légère éruption cutanée, des infiltrations passagères, les lésions oculaires (kératite, iritis)
Fig. 335.
Tnjpanosoima equinum (Lignières).
sont fréquentes. La durée de la maladie varie de 1 à 4 mois. Les parasites apparaissent par poussées dans l’intervalle desquelles l’examen du sang est souvent négatif.
4U Action pathogène expérimentale. — A. Souris. — Durée de la maladie : 6, jours. Le nombre des Trypan. augmente d’une façon régulière jusqu’au moment de la mort.
B. Rat. — Durée moyenne : 7 jours 1/2.
C. Campagnol, Hérisson, Loutre. — Sensibles
TRYPANOSOMA CAZALBOUI
D. Chien. — Incubation, 4 à 5 jours. Durée de la maladie : 36 jours. Amaigrissement, œdème du fourreau, lésions oculaires. Multiplication des Trypan. irrégulière, pendant de courts intervalles les parasites sont rares.
E. Lapin. — Durée de la maladie : 1 mois. Poussées de fièvre, œdèmes de la tête, de la région a no-génitale, lésions oculaires. La sérosité des œdèmes contient souvent plus de Trypan. que le sang.
F. Cobaye. — Durée moyenne de la maladie : 84 jours. Amaigrissement, œdèmes.
G. Carpinchos ( Hydrochœrus capibnrà). — On observe des phénomènes paralytiques, à la fin de la maladie qui dure 1 à 2 mois.
II. Chat. — Les jeunes surtout sont sensibles
I. Porc, Mouton, Chèvre, Bovidés. — L’infection toujours atténuée se termine par la guérison.
5° Modes d'infection. — Le rôle des mouches piquantes est contesté. Les carpinchos, rongeurs très abondants au bord des pe'tits cours d’eau qui arrosent les champs d’élevage, sont la source à laquelle l’agent de transmission vient probablement puiser le virus. Les puces (de chien à chien) et les punaises pourraient transmettre la maladie.
J ) — Trypanosoma Gazalboui (Souma).
1° Forme. — Mesure 21 p. de long et 1 p 5 de large. Noyau ovalaire, médian. Centrosome bien visible, situé prvès de l’extrémité postérieure arrondie. Le protoplasma renferme de fines granulations.
2° Répartition géographique. — Haut-Niger (région du
TRYPANOSOMES
Macina), Guinée française. Haute Casamance, Dahomey, Congo français. Erythrée (?), Soudan anglo-égyptien (?).
3° Action pathogène naturelle. — A. Bovidés. — Amaigrissement, poussées fébriles, larmoiement, chez le zèbre seulement on note de l'oedème. Trypan. rares. La maladie dure < plusieurs mois, elle peut emporter les animaux en quelques j jours. La mortalité atteint 40 p. 100.
Fig. 336.
Trypanosoma Cazalboui (Laveran) .
1,2, 3, formes ordinaires. — 4, un trypanosome en voie de bipartition.
Gr. : 1 800 D.
B. Equidés. — Poussées fébriles, œdèmes, urticaire, amaigrissement, incoordination des mouvements. La durée varie " d’une quinzaine de jours à une année. Le mulet résiste plus longtemps que le cheval.
C. Chèvre, Mouton. — Fièvre, amaigrissement, anémie, ; kérato-conj oncti vi te .
4° Action pathogène expérimentale. — Chien, Lapin,
Cobaye, Rat. Réfractaires.
5° Modes d’infection. — Les glossines ( Glossina palpalis,
TRYPANOSOMA EQUIPERDUM
Gl. tachinnïdes, Gl. longipalpalis, Gl. morsitans) sont les principaux agents de la transmission.
K) — TRYPANOSOMA EQUIPERDUM (Dourine) .
1° Forme. — Ressemble aux trypan. du type Eoansi-Brucei. Centrosome toujours très net, il existe assez souvent une vacuole antécentrosomique. La culture a été réalisée.
2° Répartition géographique. — En Europe : Espagne, Hongrie, sud de la Russie, Turquie, Roumanie, Prusse orientale ; en Afrique du Nord,; Algérie; dans l'Inde; aux Etats- Unis : Illinois, Nebraska, Wyoming, sud du Dakota, lowa; au Canada; au Brésil.
3° Action pathogène naturelle — La maladie naturelle n’est constatée que sur les équidés reproducteurs.
A. Cheval. — Les premiers signes apparaissent de 11 à 20 jours après le coït chez X étalon. Au début (période des oedèmes), léger œdème du fourreau qui s’étend à toute la zone génitale et à, la paroi abdominale, l’extrémité du pénis est infiltrée, adénopathie inguinale. Chez la jument , tuméfaction unilatérale ou bilatérale de la vulve. A la fin de cette période, après la résorption des œdèmes : essoufflement facile, amaigrissement. Deux mois après le coït infectant apparaissent les plaques, symptôme pathognomonique. Amaigrissement, faiblesse, flexion brusque* des membres postérieurs. A la fin anémie et paraplégie. Durée de la maladie : 2 à 10 mois.
B. Ane. — Symptômes très discrets. L’œdème de l’extrémité du pénis peut faire défaut. La maladie peut durer plusieurs années.
Le parasite est toujours difficile à déceler dans le sang, on le
rouve dans les plaques dès leur apparition. La recherche du parasite est toujours diftcile.
4° Action pathogène expérimentale. — A. Chien. — Très
TRYPANOSOMES
Fig. 337.
Trypanosoma equiperdum.
Sang de la souris (Uütvra et Màrek).
sensible. Incubation, 6 à 8 jours. Fièvre, œdème de la région inoculée, tuméfaction des organes génitaux, amaigrissement, troubles de la locomotion, plaques cutanées, arthrites, troubles oculaires.
Durée delà maladie : 1 mois.
B. Lapin. — Fièvre, œdème des oreilles avec eschares, infiltration des membres, ulcérations cutanées, œdème de la région génitale. La durée de la maladie varie de 1 à 4 mois. Trypan. rares dans le sang.
TRYPANOSOMA DIMORPHON
C. Rat et Souris. — Résultats discordants. Les différences résultent des variations de la virulence; selon l’origine du parasite il est virulent ou non pour les rats et les souris.
D. Cobaye. — Peu sensible, s’infecte mais résiste plusieurs mois. Les Trypan. sont intermittents et assez rares.
E. Ruminants. — Peuvent s'infecter et guérir.
5° Modes d’infection. — La transmission s’effectue par le coït, aussi bien chez les équidés dans la maladie naturelle que pour les animaux (chien, lapin), infectés expérimentalement.
6° Diagnostic bactériologique. — Le parasite est surtout présent dans la sérosité des œdèmes, mais son-existence est souvent difficile à constater aussi bien par l’examen microscopique que par l'inoculation (au chien de préférence).
Les réactions 'à.' agglutination (Lange), de précipitation (Wyssgheles-sky et Winkler) provoquées par le sérum des animaux atteints sur les trypan. ou sur leur extrait ne sont pas rigoureusement spécifiques.
7° Chimiothérapie. — L ’arsénophénylglycine a donné des résultats très encourageants. On administre, chez le cheval, 3 à 4 centigrammes par kilogrammes, en solution au dixième, dans la veine jugulaire.
L) TRYPANOSOMA DIMORPHON
1° Forme, — De dimensions variées. La forme la plus commune a 12-14 p de long, extrémité postérieure arrondie. La forme allongée a 20 et 25 p de long, elle rappelle Trypan. Brucei. Les deux formes se reproduisent par division longitudinale. Dès que les Trypan. sont nombreux. Dans le sang examiné. à l’état frais ils ont une tendance manifeste à s’agglutiner. La culture a été réalisée.
2° Répartition géographique. — Un des plus répandus des
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Trypan. pathogènes africains. Côte occidentale d’Afrique du Sénégal jusqu’à l’embouchure du Niger.
3° Action pathogène naturelle. — A. Equidés. — Fièvre, peu d’œdèmes, amaigrissement et faiblesse.
B. Bovidés. — Fièvre, adénites, symptômes oculaires. Trypan. assez abondants au début, font complètement défaut à la fin de la maladie.
C. Chèvre et Mouton. — Symptômes peu marqués
D. Porc. — Abattement, amaigrissement, paralysie du train postérieur.
E. Chien. — Particulièrement sensible. Amaigrissement, perte des poils, cécité, parésie du train postérieur.
4° Action pathogène expérimentale. — A. Rat. — 3 à
12 jours d’incubation, mort en 30 à 70 «jours.
B. Souris. — 2 à 7 jours d’incubation, mort en 16 jours à 1 mois.
C. Coraye. — Sensibilité variable suivant l’origine du virus.
D. Lapin. — .Infection chronique. Trypan. toujours rares.
F. Chat. — Infection chronique. Trypan. intermittents.
5°. Modes d’infection. — Trypan. dimorphon est un virus à glossines, maintenu à l’état enzootique par plusieurs espèces de ces mouches (surtout Glossina palpalis , puis Cri. tachinoïdes) .
M) — Trypanosoma congolense
1° Forme. — Dans le sang frais Trypan. congolense frétille sur place et se déplace très peu dans le champ du microscope, les parasites adhèrent souvent au leucocyte. Mesure de 10 à
13 p de long sur 1 à 2 p de large, extrémité postérieure conique, extrémité antérieure effilée sans flagelle libre. Le centrosome
TRYPANOSOMA NANUM
très apparent, souvent accolé à la paroi du Trypan. Pas de granulations protoplasmiques.
2° Répartition géographique. — Bas et Moyen Congo, Rhodésia.
3° Action pathogène naturelle. — A. Bovidés. — L’infection naturelle s’observe surtout chez les bovidés. Amaigrissement. pas d’œdèmes, adénites. La ponction des ganglions lymphatiques montre plus facilement des Trypan. que 1 examen du sang.
B. Equidés. — Amaigrissement, pas d’œdèmes. Trypan. rares.
C. Chèvre et Mouton. — Infection de longue durée. Aucun symptôme morbide.
4° Action pathogène expérimentale. — La plupart des mammifères s'infectent quand on leur inocule Trypan. congolense : Bat, Souris, Mulot, Campagnol, Hérisson, Cobaye, Lapin, Chien (les accidents oculaires font défaut); Chat.
5° Modes d’infection. — L’infection est propagée par les Glossina et peut-être aussi par d’autres mouches piquantes.
6° Chimiothérapie. — L’atoxyl et son dérivé acétylé, si efficaces dans la plupart des infections à Trypan. sont peu actifs, au contraire 1 émétique de sodium et l’émétique d’aniline font disparaître rapidement les Trypan. du sang. Le Trypanrosan seul ou associé à l’émétique donne les meilleurs résultats
N) — TRYPANOSOMA NANUM
1° Forme. — Mesure 10 à 14 p de long sur 1 p 1/2 de large. La partie libre du flagelle est extrêmement courte, elle peut faire défaut. Membrane ondulante peu apparente. Protoplasma homogène, sans granulations.
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2° Répartition géographique. — Soudan anglo-égyptien, environs du lac Victoria.
3° Action pathogène naturelle. — Bovidés. — Maladie à évolution lente. Anémie et amaigrissement. Trypan. assez nombreux.
4° Action pathogène expérimentale. — Trypan. nanam s'inocule facilement de bovidé à bovidé, il n’est pas inoculable aux petits mammifères de laboratoire.
5° Mode d'infection. — Trypan. nanum est propagé parles glossines et peut-être par d’autres mouches piquantes.
O) — Trypanosoma pecorum
1° Forme. — Ressemble beaucoup à Trypan congolense, mais doit constituer néanmoins une espèce distincte (expériences de séro-diagnostic et d'immunité croisée). Le flagelle n’a pas de partie libre.
2° Répartition géographique,. — Ouganda.
3° Action pathogène naturelle. — Bovidés. — Epizootie grave et très répandue. Amaigrissement et anémie.
4° Action pathogène expérimentale. — La maladie est inoculable à 1a- Souris, au Rat, au Cobaye au Lapin, à la Chèvre, au Singe.
5° Mode d’infection. — Trypan. pecorum peut être transmis par Glossina palpalis, mais cette mouche n’est pas le seul convoyeur du parasite.
P) — Trypanosoma pecaudi
(Baleri).
1° Forme. — On distingue des formes longues et minces , de 23 à 35 (a de long sur 1 pi 5 de large. Extrémité postérieure plus ou moins effilée, membrane ondulante étroite, partie libre du flagelle assez longue, centrosome bien visible. Les formes courtes et larges ont 14 à 20 pi de long, 3 et 4 pi de large, extrémité postérieure en cône très court, membrane ondulante très large, le flagelle n’a pas de partie libre.
TRYPANÙSOMA PEGAUDI
2° Répartition géographique. — Afrique intertropicale : Haut-Niger et Sénégal, Bas-Sénégal, Haute-Casamance, Haute- Côte d’ivoire, Dahomey, Congo français.
3° Action pathogène naturelle. — Les infections naturelles ( Baleri ) sont communes et graves chez le cheval et chez l’âne, plus rares, latentes et curables chez les bovidés.
T rypanosoma Pecaucli. Sang de rat (Laveras).
1, grande forme mince du parante. — 2, 3, petites formes larges. — 4, grandes formes en voie de formation. Gr. : i 800 D.
A. Equidés. — Accès de fièvre, troubles oculaires, quelquefois plaques fugaces analogues à celles de la dourine, et élevures en boutons, œdèmes, parésie et paraplégie. Durée de la maladie 3 à 4 mois. Chez Y âne l’évolution est moins aiguë que chez le cheval.
jB. Bovidés. — L’infection est souvent méconnue.
C. Chien. — Souvent atteint au Dahomey
4° Action pathogène expérimentale. — A. Chèvre et Mouton. Sensibles.
B. Chat. — Très sensible; permet de différencier avec la Souma dans les régions où les deux affections sévissent simultanément.
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C. Singes. — Les cercopithèques s’infectent facilement, les cynocéphales sont réfractaires.
D. Cobaye. — Durée de la maladie, 20 à 40 jours.
E. Rats et Souris. — Sensibles, mort en 17-19 jours.
5° Mode d'infection. — Trypan . Pecaudi est propagé par les glossines (Glossinct palpalis, Gl. tachinoïdes) .
CHAPITRE XXXV
PIROPLASMES
Smith et Kilborne (1889) découvrent dans les hématies des bovidés atteints de la fièvre du Texas des corpuscules arrondis ou piriformes, qu'ils considèrent comme des protozoaires et qu’ils décrivent comme les agents de la maladie sous le nom de Pirosoma bigeminum. Ils reconnaissent que la fièvre de Texas est transmise par des tiques. Les mêmes parasites avaient été vus en 1888 par Babes qui n’avait pas reconnu leur véritable nature. On connaît maintenant plusieurs espèces de piroplasmes et quelques genres voisins ( Piroplasma , Nutallia, Theileria, Anaplasma ) .
P. bigeminum, P. divergeas (Boeuf : Piroplasmose, Hémoglobinurie, fièvre du Texas.
P. canis, P. gibsoni (Chien)..
P caballi (Cheval).
P. ovis (Mouton).
P . mutans (Boeuf) ; pseudo-fièvre de la côte orientale).
Nuttallia J N. equi (Cheval) .
Theileria (Piroplas- ( Th. parva. (Boeuf : Fièvre de la côte ma) ( orientale).
Piroplasma ( Pirosoma, Babesia ....
. . ( (A. marginale, A. centrale (Boeuf: Ana-
Anaplasma ] ' .
( plasmose).
1° Morphologie, coloration. — Les piroplasmes se présen-
PIROPLASMES
tent comme des corpuscules arrondis ou ovalaires, simples ou doubles, réunis par leur extrémité effilée. On trouve quelquefois des formes annulaires, en bâtonnets ou en virgules (P. mutans). Ils sont presque toujours endoglobulaires, les formes libres sont rares. Ces corpuscules sont de dimensions variables, leur diamètre par rapport à celui des hématies varie dans la proportion de \ p: 20 à i p. 6. Les petites formes effectuent de faibles mouvements amiboïdes qui modifient leur contour, les grosses formes sont immobiles. Dans les petites formes on ne
Fig. 339.
Dimensions relatives des diverses espèces de piroplasmes (Motas). a, Piro. bigeminum. — b, Piro. canis. — c, Piro. ovis.
peut pas faire de différenciation ; dans les grosses formes, même à l’état frais, il est possible de reconnaître un noyau brillant ou sombre.
En raison de leurs petites dimensions la recherche des parasites à l’état frais n’est pas facile. On peut mélanger une petite quantité de sang défibriné avec du rouge neutre à 1 p. 100, on scelle dans une pipette et on examine, entre lame et lamelle, après séjour à l'étuve à 37 degrés. (Baldrey et Mitchell). .
Les piroplasmes peuvent être colorés par les colorants simples (bleu de méthylène, thionine), par lè procédé préconisé par Nocard et Motas (bleu azur), mieux par les procédés dérivés de la méthode de Romanowsky (Giemsa) Le protoplasma se colore en bleu, il est réparti à la périphérie, le centre resté clair peut être sillonné d'un réseau coloré. Le noyau est situé
MULTIPLICATION DANS LE SANG
dans le protoplasma, il est formé d’un karyosome et d’une zone achromatique.
En raison du petit nombre dès parasites dans certains cas et du volume des hématies parasitées, l’examen microscopique ne peut donner d’indications utiles pour le diagnostic que si la goutte de sang utilisée pour la confection de la préparation est étalée en entier sur la lame.
2° Multiplication dans le sang des animaux infectés. —
N’est connue que pour quelques espèces et encore d'une manière incomplète. La division peut débuter par un double bourgeonnement des formes rondes (P. bigeminum, nuttall), ces bourgeons se développent, dessinent un Y, tout le protoplasma et la substance chromatique résultant de la division du noyau passent dans les bourgeons qui constituent bientôt deux formes en poire, libres ou encore réunies par leur extrémité effilée.
11 existe vraisemblablement un autre mode de reproduction analogue à la sporogonie, Doklein considère les grosses formes en poire comme des gamètes et les longs llagelles, dont Lignièues a signalé la présence à la périphérie des hématies comme des microgamètes.
La. multiplication se fait selon des modes multiples chez P. canis (Breinl et Hindle, Kinoshita). Elle peut se réaliser par division simple du noyau et du protoplasma, — ou par bourgeonnement du noyau et du protoplasma, puis séparation; — ou après formation d’un blépharoblaste aux dépens du noyau la multiplication par division simple ou par une vacuole \ sépare les deux nouveaux individus. P. canis a des formes flagellées avec un noyau et un centrosome.
3° Cultures. — De véritables cultures analogues à celles des trypanosomes n’ont pas été réalisées. Après les essais de Lignières avec Piro. bigeminum sur sérum liémoglobinhémique, de multiples tentatives ont été tentées avec Piro. canis (NuTtall et Graham-Smith). Les parasites se conservent quelque temps, les formes de développement décrites ne paraissent être que des formes de dégénérescence (Schilling).
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Knuth et Richters ont réalisé la culture de Piroplasma canis in vitro en s'inspirant de la méthode imaginée par G. -G. Bass et des résultats obtenus par Ziemann, pour cultiver les hématozoaires du paludisme.
Les tubes originels sont préparés d'un mélange du sang d’un chien faiblement parasité, défibriné, centrifugé, séparé des globules blancs et d une solution de glucose à 1 p. 100 dans la proportion de deux de sang pour un de la solution sucrée. Les tubes sont mis à 1 étuve à 40 degrés.
Les tubes de culture sont formés du même mélange, sang défibriné, solution glucosée à 2 p. 100, auquel on ajoute un demi ou un quart de centimètre cube d’un tube primitif. Dans les tubes de culture, la multiplication des parasites est très nette après dix-huit à vingt heures de séjour à l’étuve.
4° Transmission. — Toutes les infections à piroplasmes (Piroplasma, Theileria, Anaplasma) sont transmises par des tiques. La transmission ne peut s’effectuer que s’il existe une source de virus (animal infecté) et une espèce de tique capable d’assurer la propagation du piroplasma d’espèce déterminée. Un même piroplasme peut être transmis par plusieurs espèces de tiques.
Piroplasma bigemi- J num I
f Ixodes hexagonus, I. ricinus.
J Boophilus annulatus , B. decoloratus.
[ Hyalomma œgyptium.
Piro. canis
Dermacenior reticulatus.
Ixodes hexagonus , I. ricinus.
Rhipicephalus sanguineus.
HœmaphysalU leachi.
Piro. o vis
j Rhipicephalus bursa.
Piro. mutans
Rhipicephalus Evertsi, R. appendicula-
tus . R. simus.
Nutt. equi
/ Rhipicephalus Evertsi.
. Hyalomma œgyptium.
\ Dermacentor reticulatus (?)
TRANSMISSION
( Rhipicephalus Evertsi, R. appendicula- ) tus, R. nitens, R. simus , R. capensis.
^ Boophilus decoloratus.
I Rhipicephalus simus.
La transmission s’effectue dans des conditions différentes selon les tiques et les piroplasmes. Les nymphes peuvent s'in-
, rostre
Euixodes rîcùius. d1 ,
Fig. 340.
Face ventrale d ’Euixodes ricinus (Donitz). Grossi 50 fois.
Theileria parva. . .
Anaplasma
fecter et la transmission être réalisée par les tiques sexuées comme c’est le cas pour Rhipicephalus sanguineus et IHro. canis. Les tiques adultes peuvent s infecter et leurs larves être infectantes (. Ixodes ricinus, Boophilus ), ou seulement les nymphes (. Rhipicephalus sanguineus et Piro. canis ) Quelquefois l’infection n’est possible que par les tiques sexuées de la seconde génération, les larves et les nymphes ne sont pas infectantes [Rhipiccphalus bursa et Piro. ovis, Hœmaphysalis leachi et Piro. canis.
PIROPLASMES
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5° Formes de développement dans les tiques. — Les piroplasmes se conservent au moins trois semaines dans les glandes salivairès des tiques. La transmission qui n’est possible le plus souvent que par les individus issus des tiques infectées est en faveur d’une évolution dans l’organisme des agents de la transmission. Koch a observé chez les tiques gorgées de sang infecté des formes de développement (dont quelques-unes ne sont peut-
Quelques formes de développement de Piroplasma bigeminun dans l'organisme des tiques (Dschunkonvsky et Luhs) .
1 à 13, dans lîhipicephalus scniguineits. — 14à24, dans Hyalomma egyplium.
être que des- formes de dégénérescence), Christophers (1907) avec Piro. canis a trouvé dans l’estomac des tiques chez les nymphes et les larves tous les éléments d’un cycle sporogonique (gamète.s males et femelles, sporoblastes et sporozoïtes).
6e Action pathogène. — Le mécanisme d’action des piroplasmes est encore mal connu. La sécrétion de produits toxiques n’est pas démontrée, bien que dans la piroplasmose du chien, après la période d'état, le sang renferme des anticorps. L’hémoglobinhémie a été constatée et mesurée chez le chien (Bariiat et Yorke) elle se traduit par de l’hémoglobinurie dans
CHIMIOTHÉRAPIE
la plupart des cas en raison des troubles de la fonction hépatique. 11 existe toujours de l’anémie par destruction globulaire, de la lièvre, des symptômes généraux graves.
Après la guérison apparente la plupart des espèces de piro. ne disparaissent pas complètement de l’organisme, le microscope est insuffisant pour les decelër, il faut recourir à l'inoculation à des espèces sensibles. Des affections intercurrentes (fièvre aphteuse, peste bovine), les fatigues d’un long transport, provoquent la sortie des piroplasmes.
7° Immunisation. — Les animaux guéris des diverses infections à piroplasme possèdent une certaine immunité qui est loin d'être absolue et qui peut être vaincue par les modes de l’infection naturelle. Les parasites de plus ne disparaissent que tardivement et quelquefois persistent indéfiniment chez les animaux qui ont été infectés.
11 n’existe pas de méthode générale d immunisation et la plupart des procédés préconisés sont imparfaits, le pourcentage des pertes est souvent élevé. On peut remédier à leurs imperfections et à leurs inconvénients en associant aux procédés d’immunisation les agents de la chimiothérapie, notamment le Tryp.anbleu.
L’immunisation ne constitue que l’un des modes delà prophylaxie des piroplasmoses. La lutte contre les tiques peut donner les meilleurs résultats.
8° Chimiothérapie. — De nombreux traitements ont été préconisés contre les infections à Piro. la plupart des recherches ont été entreprises avec Piro. canis et les résultats obtenus étendus aux autres infections.
En se basant sur l'issue des expériences, Nuttall est amené à faire la classification suivante :
1° Produits qui se sont montrés sans action curative :
Arsacétine, Soamine, Méthylarséniate de soude, Émétique, Nucléinate de soude, Naphtylamine B., Vert brillant, Tryparosan, Bleu de méthylène.
2° Produits de valeur douteuse ;
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Liqueur de Fowler, Atoxyl, Bichlorhydrate de quinine. Essence de térébenthine.
3° Produits exerçant un certain effet :
Cacodylate de soude, Congo rouge, Dichlorobenzidine, plus deux molécules d'Amido-Naphtol-Disulfo.
4° Produits exerçant une action curative et préventive réelle :
Trypanbleu et Trypanrouge
Sur les indications de JNuttal et Hawden on donne la préférence au Trypanbleu. Sousl influence de ce médicament les piro. disparaissent en quelques heures, la disparition pourtant n’est pas plus complète qu à la suite de la maladie naturelle. Le Trypanbleu est sans action sur quelques espèces ( Piro . dtvergens , Theüeria parva).
A) PlROPLASMA BIGEMINUM
1° Forme. — Les formes en poire sont les plus fréquentes, on trouve habituellement 2 parasites dans chaque hématie, quelquefois 3 en feuille de trèfle, rarement 4. La proportion des hématies parasitées est le plus souvent de 1 p. lui), elle peut atteindre 5» p. 100.
2° Résistance. — Le sang défibriné se conserve mieux avec sa virulence (quarante-deux jours à 8°) que le sang des animaux morts (9 jours). Les parasites, sont détruits en douze heures dans le tissu musculaire (Kossel, Schütz).
3° Distribution géographique. — La maladie sévit dans tous les pays d’Europe, le principal foyer est la Roumanie, elle est connue dans toutes les parties du monde, elle cause surtout de grands ravages dans 1 Uruguay et la République Argentine, dans divers États de l’Amérique du Nord.
4° Action pathogène naturelle. — Piro. bigeminum est l’agent de la piroplasmose du bœuf (mal de brou, mal de bois, hémoglobinurie, malaria, fièvre du Texas, Tristezza, Redwater..,) Elle se manifeste de préférence au printemps et l'été sur
PIROPLASMA BIGEMINUM
les animaux au pâturage, elle sévit avec un caractère épizootique. La maladie est spéciale aux bovidés, on peut 1 observer chez les buffles. Elle se traduit par de symptômes généraux, l'élévation brusque de la température, l’apparition précoce de 1 hémoglobinurie. Les animaux jeunes sont plus résistants que les adultes.
5° Action pathogène expérimentale. — Seuls les bovidés sont réceptifs.
Fig. 342.
Piroplasma bigeminum.
Piroplasmes à diverses stades de leur développement dans les hématies du bœuf (Laveran et JNmolle).
a. Inoculation sous-cutanée , veineuse, musculaire. L’un de ces procédés pratiqué avec du sang parasité reproduit la maladie.
b. Inoculation dans une cavité séreuse, dans le poumon, les centres nerveux , par scarification. — Procèdes incertains.
c. Ingestion. — Inefficace.
6° Immunisation. — La maladie naturelle laisse une immunité solide et durable. On peut utiliser pour 1 immunisation des organismes exposés le sang des veaux nés dans les pays infectés (Kollk) ; — le sang des veaux infectés expérimentalement et guéris depuis quatre-vingt trois jours (Schütz) ; — le sang des animaux complètement guéris ou depuis peu. Après la vacci-
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nation les animaux sont conservés quelque temps à l’étable puis conduits sur les pâturages infectés. La mortalité est de 3 à
Ligniéres recommande une triple vaccination qui consiste dans l’inoculation : 1° dans la veine de 5 centimètres cubes de premier vaccin constitué par du sang congelé à Piro. bigeminum; 2° dix jours après inoculation sous-cutanée d’un centimètre cube de sang virulent à Piro. bigeminum du même type, conservé deux semaines à la glacière ; 3° enfin quinze jours après inoculation sous-cutanée d’un centimètre cube de sang à Piro. argentinum ( ubi infra) conservé deux ou trois semaines à la glacière Les veaux à la mamelle sont vaccinés par une seule inoculation d'un mélange du deuxième et du troisième vaccin.
On a préconisé d’inoculer le produit de broyage des tiques (Dalrymphe), de placer un petit nombre de larves ou de nymphes sur les animaux à protéger (Gonnaway).
Le sérum des animaux guéris ne convient pas pour l'immunisation.
B) PlROPLASMA ARGENTINUM
Parasite découvert par Ligniéres chez les bovidés argentins et différencié de Piro. bigeminum. Les animaux parfaitement réfractaires à Piro. bigeminum sont très influencés par Piro. argentinum qui peut arriver à les tuer. Piro. argentinum est plus viraient que Piro. bigeminum. Le séjour entre 5° et 8° pendant trentP jours ne modifie pas sa virulence, tandis -qu’après le même séjour Piro. bigeminum peut être utilisé comme vacccin.
G) — PlROPLASMA DIVERGENS
Parasite trouvé en Angleterre chez un bovidé atteint d’hémoglobinurie, se distingue surtout de Piroplasma bigeminum par ses petites dimensions (J: Mc F\dye\n et St«»ckm*n). Les formes binéminées ne dépassent pas 2 p. de long {Piro. bigeminum : 3,2 à 3,ô p.) le plus grand nombre ayant 1 jr de long sur 0,6 pi de large Les dimensions des formes rondes ne dépassent pas 0,9 p. (Piro. bigeminum : 1 , p. 5) .
Dans sa forme en poire, Piro. divergens est distinctement plus
PIROPLASMA CANIS
grèl% moins bulbeux que Piro. bigeminum ; mais dans le type bigéminé de celui-ci, les grands axes des deux parasites sont peu divergents, tandis qu’ils le sont beaucoup pour le nouveau parasite d'où le nom qui lui fut attribué. De plus, la localisation de ces formes est, dans la majorité des cas, très caractéristique par leur situation à la périphérie des globules rouges. Le caryosome de Piro. clivergens est relativement très g and.
Une étude comparative avec les formes de Piro. annulatum (Dschunkowsky et Luhs), de Piro. bigeminum et Piro. Argentinum (Lignières) e\ du piroplasma de Kossel, de Weber, Schütz et Miessner, montre que le parasite, trouvé par Mc Fadyean et Stockman constitue qne nouvelle espèce.
Piro. divergens est inoculable. La période d’incubation varie de quatre à Luit jours ; le parasite est présent dans le sang après guérison.
D) — Piroplasma canis
1° Forme. — Corpuscules arrondis ou piriformes souvent nombreux dans les globules ; les formes rondes sont très mobiles, elles poussent des prolongements qui peuvent être mis en évidence par la coloration vitale au bleu de méthylène. Les parasites extraglobulaires paraissent plus volumineux que les parasites endoglobulaires.
2° Résistance. — Les parasites se conservent virulents à la glacière pendant vingt-cinq jours, ils sont détruits par le chauffage à 43°.
3° Distribution géographique. — L’infection à Piro. canis existe en France et en Italie, elle est répandue en Afrique (Cap, Sénégal), dans l’Inde et en Chine.
4° Action pathogène naturelle. — Piro. canis est l’agent de la piroplasmose du chien (jaunisse maligne). La maladie est fréquente chez les chiens de chasse ; elle est caractérisée par la gravité des symptômes généraux, l’ictère, la tuméfaction de la rate, 1 hémoglobinurie. Tous ces signes peuvent être discrets, l’évolution ralentie, dans ces formes la guérison est facilement obtenue.
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5° Action pathogène expérimentale.
a. . Inoculation sous-cutanée. musculaire, veineuse. — Reproduit la maladie. (Nocard et Motas.)
b. Ingestion. — Reproduit la maladie après une incubation de deux à sept jours (Nawrotzky).
Seul le chien est réceptif, les jeunes chiens sont plus sensibles que les adultes.
Il existe des différences considérables de virulence suivant l'origine du virus. (Nocard, Theiler.)
6° Immunité. — Une atteinte antérieure de la maladie confère une immunité qui dure au moins six mois (Nocard et Motas ) Le sérum des animaux guéris, surtout si leur immunité a été renforcée par une inoculation virulente, est parasiticide et préventif, ‘(Nocard et Motas), mais il renferme des parasites ce qui entrave son utilisation (Theiler).
On peut immuniser en inoculant du sang virulent et en administrant une dose de Trypanbleu dès l'apparition des premiers symptômes et des parasites dans le sang (Jowett). Le procédé n est pas recommandable pour les jeunes chiens de race améliorée qui montrent une grande susceptibilité à la Piroplasmose. Il est surtout applicable pour les chiens adultes, bien qu'eu réalité le traitement efficace dont on dispose permette de guérir la maladie contractée par infection naturelle.
E) — Nuttallia equi
1° Forme. — Parasites arrondis de 0,5 à 2 ;jl de diamètre, les parasites piriformes sont rares, on les trouve par deux dans les hématies comme Piro. bigeminum. Raruchello et Mûri ont décrit des forme ciliées, peut être s agit-il de fins pseudopodes comme pour Viro. ca>ns. Les formes décrites se rapportent à la fois à Nutt. equi et à Piro. caballi (Nüttal et Strickland).
2° Distribution géographique. — La présence de Nutt. equi est signalée dans l'Afrique du Sud {Natal. Gap, Transvaal) : à Madagascar, dans l’Inde, en Italie, en Sardaigne et en Russie.
PIROPLASMA OVIS
Chez l’âne la présence de Nutt. equi est signalée en Afrique occidentale.
3° Action pathogène naturelle. — Nutt. equi est l’agent de la piroplasmose du cheval (fièvre bilieuse, malaria de l’Afrique du Sud) et de certaines maladies caractérisées par le syndrome fièvre typhoïde (en Italie, Baruchello etMoRi). La maladie décrite par Theirer se traduit par une fièvre intense, la teinte ictérique des muqueuses, l’abattement du malade. La
Fig. 343.
Nuttallia equi (Baruchello et Mori).
1, 2, formes arrondies. — 3, 4, formes allongées. — 5, 6, formes en voie de division. 7, forme flagellée.
mort survient du 2e au 5e jour ou la maladie se prolonge de quinze à trente jours.
La piroplasmose de l'âne et du mulet est déterminée par un parasite qui n'a pas été différencié de Nutt. equi.
4° Action pathogène expérimentale. — La piro. peut être reproduite chez le cheval par inoculation de sang parasité provenant d’un malade ou même d’un animal guéri depuis longtemps. L’inoculation n’est suivie de succès que chez les jeunes animaux ou chez les chevaux récemment importés (Theiler).
M1CROB. DES MAT.. INFECT. DES ANlM.
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5° Immunisation. — Les essais tentés pour immuniser avec de petites doses de sang virulent ont échoué (Belitzer) . 11 serait possible de vacciner même les sujets importés les plus sensibles avec un parasite ayant fait plusieurs passages chez l’àne (Theiler).
F) — PlROPLASMA OVIS
1° Forme. — Parasite arrondi ou ovalaire avec quelques
Fig. 344.
Piroplasmci ovis. Coloration par le procédé de Nocard-Motas.
a. Piro.ovis avec noyau arrondi et périphérique. — b. Piro. ovis, avec noyau annulaire. — c. Piro. ovis, libres envoie de division. — d. Piro. ovis , endo-globulaires, en voie de division. — e, hématie avec noyaux parasitaires. Le protoplasma du parasite n’est pas coloré (Motas).
éléments piriformes, on peut trouver plusieurs piro. dans une hématie, les piro. libres sont relativement rares.
2° Résistance du virus. — Le sang conserve sa virulence dix ou quinze jours à la température de 15-18°. Le sang oxalaté perd plus rapidement sa virulence que le sang défibriné.
3° Distribution géographique. — Piro. ovis est fréquent en Roumanie (Babes, Motas), en Italie, en Hongrie. Il a été
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signalé en France (Leblanc), aux environs de Constantinople, au Caucase, au Transvaal.
4° Action pathogène naturelle. — Piro. canis est l’agent de la piroplasmose du mouton (Carceag, en Roumanie). L’incubation est de courte durée, on observe de l’hémoglobinurie, des selles diarrhéiques, souvent hémorragiques. La destruction globulaire est très marquée (de 8 millions à 1 million et demi). La mortalité atteint quelquefois 78 p. 100.
5° Action pathogène expérimentale. — Inoculation souscutanée , veineuse. Reproduit la maladie chez le mouton.
6° Immunisation. — Les moutons qui résistent à la maladie naturelle ont l’immunité, on n’a pas encore déterminé s’ils restaient porteurs de germes. Motas a recherché les propriétés du sérum des animaux hyperimmunisés (sans action microbicide faible action préventive) et a tenté de préparer un vaccin par contact du sang virulent avec l’oxalate de potassium à 25 p. 100 par l’action du chauffage à 43-54°.
Ces essais n’ont pas donné de résultats dignes d’être appliqués. La bile des animaux morts est capable de protéger contre une inoculation virulente simultanée ou pratiquée ultérieurement.-
G) — PlRQPLASMA HIRCI
Observé en Transcaucasie (Dschunkowsky et Luhs) comme agent d’une infection chez la chèvre se traduisant par de l’ictère, de la splénomégalie et de l’hémoglobinurie. Piro. hirci se présente sous forme de petits corps arrondis ou de bâtonnets plus petits que Piro. ovis.
H) — PlROPLASMA MUTANS
1° Forme. — Piroplasmes de petites dimensions, en forme de virgules, de bâtonnets ou de corpuscules arrondis.
2° Distribution géographique. — Afrique du Sud et Afrique Orientale allemande et anglaise, Piro. mutans est encore
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Fig. 345.
Piroplasma mutans (Theiler).
d’une infection à Piro. biqeminum, son action pathogène propre est faible. Les animaux infectés avec Piro. mutans guérissent le plus souvent.
4° Immunisation. — Les animaux guéris ont l’immunité, mais leur sang est encore infectieux pour les bovidés réceptifs. Chez ces animaux les maladies intercurrentes provoquent l’apparition de nombreux parasites dans le sang.
signalé en Asie (Indes néerlandaises), au Congo, en Égypte, au Cameroun, en Portugal.
3° Action pathogène naturelle. — Détermine une maladie différente de la fièvre de la côte orientale (Pseudo-fièvre de la côte orientale). Piro. mutans se trouve chez les animaux guéris
I) — Piroplasma leporis Piro. rond ou ovale, isolé ou géminé, des hématies du lièvre.
THEILERIA PARVA
Détermine une infection, chez le lièvre, avec splénomégalie. A été observé chez 40 p. 100 des lièvres du gouvernement d’Elisabethpol (Dschunkowsky et Luhs).
J) — THEILERIA PARVA
1° Forme. — Parasites de petites dimensions, le plus sou-
Fig. 346.
Theileria parva (Thetler).
vent en forme de bâtonnet de 3 p. de long et de 0 p 5 de large. On peut suivre le développement de Th. parva sur les préparations faites avec le suc splénique ou ganglionnaire recueilli par ponction sur les animaux vivants. On voit des formes endo-cellulaires (gros lymphocytes) ou libres, arrondies, qui se multiplient par division jusqu’à donner les éléments bacilliformes qui pénètrent les hématies (Gonder, Meyer, Lichtenheld). La reproduction se poursuit par schizogonie dans l’organisme des tiques.
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Meyer a proposé de créer un genre nouveau pour ce parasite : Lympho hematocytozoon parvum.
Les granules de Koch (plasmakugeln) observés dans la rate, la moelle des os, les ganglions lymphatiques ne seraient que des formes schizogoniques (Gonder) .
2° Culture. — Tentée par Meyer, dans l’eau de condensation du milieu de Novy.
3° Distribution géographique. — L’infection créée par Th. parva sévit dans l’Est africain, en Rhodésie, au Transvaal, au Natal, dans la colonie du Gap, elle est signalée en Erythrée (Carpano) .
La piroplasmose tropicale (Dschunkowsky et Luhs) de Transcaucasie est identique ou voisine de l’infection à Th. parva ; peutêtre s’agit-il d’une association de Th. parva et de Piro. mutaris ( Piro . annulatum). Les piroplasmes bacilliformes d’Indo-Chine (Schein) des bovidés des environs d’Alger (Soulié et Roig), doivent être rapportés vraisemblablement à Th. parva.
4° Action pathogène naturelle. — Th. parva est l’agent de
la fièvre delà côte oriéntale (Theileriose, East coàst fever) maladie spéciale aux bovidés. L’incubation est en moyenne de dix à quinze jours, l’élévation de la température est la manifestation à peu près exclusive du début de la maladie. Suivant la durée de l’affection on note de l’adénopathie lymphatique de la région du cou et de l’épaule, de l’amaigrissement ; les animaux peu- 'vent mourir d’œdème pulmonaire ou succomber après avoir présenté de la diarrhée sanguinolente. On n’observe jamais de décoloration des muqueuses, jamais d’hémoglobinurie.
5° Action pathogène expérimentale. — L’inoculation du
sang reste toujours sans effet tant qu’il ne renferme que des gamètes ordinaires, mais dès que le sang présente des formes schizogoniques on produit chez l’animal une maladie fébrile, forme abortive de la theileriose (Carpano). Meyer a transmis la maladie par transplantation et par inoculation de fragments
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de rate. (Inoculation péritonéale on splénique.) Les animaux qui ne prennent pas la maladie sont néanmoins immunisés.
6° Immunisation. — L’immunité conférée par une première atteinte est loin d’être absolue. L’inoculation du sang des animaux atteints préconisée par Koch ne donne pas de bons résultats, même si les inoculations sont répétées (Theiler et Gray).
Theiler préconise comme vaccin la pulpe des organes (rate, ganglions) renfermant les granules de Koch, dont l’inoculation est faite dans la jugulaire. Les résultats sont en rapport avec la grosseur des grains de la pulpe et de la quantité injectée, la mortalité atteint 30 p. 100 dès animaux soumis à la vaccinanation. Les résultats sont plus favorables si on mélange la pulpe avec de la peptone jusqu’à consistance de gelée, on inocule 5 centimètres cubes du mélangé aux adultes. Les résultats sont assez satisfaisants (Wôlfel).
K) — Anaplasma marginale
Corpuscule arrondi de petites dimensions, 0 pi à 0 p 6, situé au centre ou à la périphérie de l’hématie.
1° Forme. — Parasite constitué par un corpuscule central entouré d’une enveloppe (a été rangé dans le groupe des Chlamydozoa ), signalé depuis longtemps et considéré comme des corpuscules chromatiques (marginal points, corpuscules périphériques). Theiler a démontré leur nature parasitaire.
On distingue deux variétés d ’Anapl. : A. marginale et A. marginale var. centrale. La distinction est basée sur la situation du parasite dans l’hématie ; — sur le volume du parasite, les individus de la variété centrale étant plus petits que les parasites types ; — sur la virulence, Anapl. marginale var. centrale n’ayant causé ni la mort ni même des lésions graves chez les animaux inoculés ; — sur ce fait encore, que cette infection bénigne ne confère qu’une immunité incomplète (Theiler).
2° Distribution géographique . — Anapl. est signalé en
■rç *
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Afrique du Sud où la maladie est étudiée par Theiler ; il est observé dans l’Amérique du Sud, dans la Campagne romaine,
3° Action pathogène naturelle. — L’anaplasmose est observée chez les bovidés, son existence est signalée chez le mouton. (Bevan.)
Basile a trouvé dans le sang d’un chien de Messine des formations rappelant les Anaplasma (Ana. canis).
Fig. 347.
Anaplasma marginale (Theiler).
La durée de l’incubation varie de quelques jours à deux ou trois mois. L’évolution est caractérisée par de la fièvre, des symptômes généraux fde gravité variable, un peu d'ictère, jamais d’hémoglobinurie. Souvent l’anaplasmose est une complication d’une infection à Piro. bigeminum .
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculation souscutanée , veineuse , péritonéale . Pratiquée avec le sang reproduit la maladie. Le sang filtré ne donne ni immunité ni maladie.
ANAPLASMA MARGINALE
5° Immunisation. — Les animaux guéris sont des réservoirs de virus.
En raison de la bénignité de l’infection consécutive à l’inoculation d ’Anapl. marginale var. centrale, icette inoculation semble pouvoir constituer un moyen pratique et sans danger de vacciner contre l’Anaplasmose. Le procédé est efficace, les animaux guéris d’une infection par Anapl. centrale supportent sans dommage l’infection par Anapl. marginale.
Les animaux immunisés contre Piro. bigeminum sont facilement infectés d'anaplasmose. Inversement, la piroplasmose ne confère aucune immunité contre l’anaplasmose quel que soit le mode de la transmission.
Dès qu’ils sont inoculés avec Anapl. centrale, les animaux peuvent être exposés à l’infection naturelle sans attendre l’évolution de l’anaplasmose expérimentale. L incubation de l’infection par les tiques est de cinquante-cinq à cent jours, tandis qu’à la suite de l’inoculation du sang elle est seulement de seize à quarante jours, si bien que les animaux vaccinés ont l’immunité quand l’infection naturelle est capable de se réaliser.
L’infection double par les deux variétés d’ Anaplasma est fréquente ; les tiques transmettent Anaplasma marginale et Anaplccsma centrale.
Les animaux immunisés contre Anaplasma et contre Piro. bigeminum restent sensibles à Piro. mutans.
Il est nécessaire, dans l’Afrique du Sud, d’immuniser les animaux contre l’anaplasmose et la piroplasmose ( red water), les deux inoculations peuvent être faites simultanément. Les animaux doivent être gardés en observation au moins pendant quinze jours, pour suivre l’évolution de l’infection à Piro., toute réaction anormale sera entravée par une injection de try panbleu. Pendant la réaction, beaucoup plus tardive, due à l’anaplasmose, les animaux doivent être entretenus dans de bonnes conditions et bien nourris. (Theiler).
CHAPITRE XXXVI
SPIRILLES ET SPIROCHETES
Pendant longtemps ces expressions, considérées comme synonymes, étaient appliquées à des microbes spiralés rangés parmi les bactéries. L’opinion émise par Schaudinn tendant à considérer les spirochètes comme des trypanosomes c’est-àdire comme des protozoaires a été le point de départ (1905) d'une discussion qui n’est pas encore close. Les spirilles sont généralement considérés actuellement comme les termes de passage entre les bactéries et les flagellés. Un grand nombre de spirilles sont saprophytes, on les trouve dans le milieu extérieur et dans les premières voies digestives et les premières voies respiratoires des animaux.
D’autres sont parasites, ce sont ordinairement des parasites du sang.
A) — Spirochète de la poule
1° Forme. — Spirochœta gallinarum est un micro-organisme à corps spiralé, long de 10 à 20 jx, recouvert de cils, très grêle, mobile, avançant en tournant autour de son axe en tire-bouchon.
Les poules peuvent héberger deux parasites différents de Sp. gallinarum : Sp . Neveuxi et Sp. Nicollei.
2° Culture. — La culture peut êtré obtenue dans du liquide d’ascite additionné d’un fragment d’organe stérile et recouvert d’huile de vaseline (Noguchi).
SPIROCHÈTE DE LA POULE
2° Répartition géographique. — Brésil, Sud-oranais et pays Somali, Tunisie, Sénégal.
3° Action pathogène naturelle. — L’incubation est de 7 à 9 jours, mais les sp. sont déjà visibles le 5° jour. La maladie
Fig. 348.
Spirochæta gallinarum (Montgomery).
Gr. : 1 0000.
se traduit par de l’inappétence, de l'hyperthermie, de la faiblesse et de la somnolence. La crête est décolorée, on voit survenir de la diarrhée, de l'amaigrissement, souvent de la paralysie. La maladie peut se manifester par accès et se terminer par une crise pendant lesquelles les sp. disparaissent de l’organisme. La durée de la maladie est ordinairement de 4 à 5 jours quelquefois de 8 à 15 jours.
SPIRILLES ET SPIROCHETES
4° Action pathogène expérimentale. — A. Poule. — Inoculation sous-cutanée. Reproduit la maladie.
Voie, le canard, le pigeon sont également sensibles.
B. Lapin. — Maladie bénigne (Levaditi, Lange).
C. Souris. — Inoculation péritonéale ou veineuse. Infection légère et de courte durée. Les passages (2 ou 3 seulement) ne sont possibles que chez les jeunes souris (Deutz).
Kig. R4'J.
Argas reflexus (Verdun).
A, face ventrale. — B, face dorsale. — C, grandeur naturelle.
5° Transmission. — La transmission est assurée de poule à poule par un Argas (A. persicus, A. miniatus). Les acariens peuvent rester infectants plusieurs mois.
6° Immunisation. — Une première atteinte confère l'immunité. Le sang, ayant perdu sa virulence par conservation ou par chauffage, ne donne pas l'immunité. Le sérum des poules, guéries et immunisées, jouit de propriétés protectrices.
7° Chimiothérapie. — Vatoxyl sous la peau (0sr05) en ingestion (à dose double) est préventif et curatif. La soamine donne également de bons résultats.
B) — Spirochète de l’oie 1° Forme. — Mêmes caractères que le sp. de la poule, il
SPIROCHÆTA THEILERI
s'agit probablement du même parasite. Longueur 6 à 15 \x, le nombre des ondes est de 2 à 7, un cil à. chaque extrémité.
2° Répartition géographique. — Caucase, Tunisie.
3° Action pathogène naturelle. — Inappétence et hyperthermie, diarrhée, mort en 8 jours. Foyers nécrotiques du foie et de la ratç.
Fig. 350.
Spirilles de l'oie dans la rate (d’après Cantacuzène).
4U Action pathogène expérimentale. — A. Oie. — On reproduit la maladie mortelle en 4 ou 5 jours.
B. Canard. — Infection possible.
C. Poule. — Infection curable
5° Mode de transmission. — Indéterminé.
6° Immunisation. — Le sang parasité conservé 70 jours à la glacière peut servir de vaccin. Le sérum des oies hyperimmunisées est préventif et curatif.
7° Chimiothérapie. — L’atoxyl est préventif et curatif (Dschunkowsky et Luhs).
C) — SPIROCHÆTA THEILERI
Trouvé chez le bœuf au Transvaal, son rôle pathogène n'est pas
SPIRILLES ET SPIROCHÈTES
démontré. Il a été trouvé dans le sang d’animaux atteints de piroplasmose, les inoculations ont toujours échoué.
D) — Spirochæta oyina Trouvé chez un mouton en Erythrée.
Fig. 351.
Spirochètes de la muqueuse normale de l'estomac du chien. Formes longues et courtes associées à des bactéries (M. Hoquet), j
E) — Sp. equi
Trouvé chez le cheval au Transvaal, en Guinée, en Erythrée.
Sp. ovina et Sp. equi sont probablement identiques à Sp. Tkeileri.
F) — Sp. canis
Hôte normal des glandes de l’estomac et de l'iniestin grêle du chien, ne semble provoquer aucune lésion appréciable-
SPIROCHÆTA TSCHISCHIR
G) — Sp. du porc
Trouvé dans une maladie ulcéreuse de la peau et dans des tumeurs consécutives à la castration.
Le sang des porcs atteints de peste renfermerait un spirochète (Spiroch. suis) dont le rôle éliogénique n’a pas été démontré (W. King).
H) — Sp. TSCHISCHIR
Trouvé dans la pulpe du foie et de la rate d’un bœuf qui présentait des signes d'hémoglobinurie, il aurait été facile de le cultiver (?)
(ÜJATSCHENKO).
Dans l’Inde, Lingard a signalé la présence de spirochètes dans le sang des bovidés, des chevauv, des chiens, d’un chameau et d’un éléphant. Lingard figure des spiroch. endoglobulaires, d’autres entourant les hématies et signale des corpuscules endoglobulaires, déjà observés dans la spirochétose du mouton et considérés par beaucoup comme des piroplasmes.
LEISHMANIA CANIS
Parasite du chien transmissible à l’homme, chez lequel il crée la leishmaniose ou kala-azar infantile.
Fig. 352.
Leishmania infantum (Ch, Nicolle).
1, parasites dans une cellule de la rate. — 2, parasites libres. — 3 à 8, formes flagellées des cultures. — 9, 10, stades de division longitudinale. — 11, rosace. — •” 12, globules rouges.
1° Forme. — Protoplasme ovalaire de 2 à 3 p de diamètre, Noyau rond ou ovale situé au milieu du parasite. Centrosome,
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très apparent en forme de bâtonnet ou de point. Les leishmania sont libres ou incluses dans les grands mononucléaires, les cellules endothéliales, les cellules hépatiques, jamais dans les lymphocytes et les hématies. Coloration au Giemsa.
2° Culture. — La culture est possible sur le milieu Novy- Nicolle. Les éléments de la culture sont pourvus d’un flagelle à une extrémité, comme les infusoires du type Herpetomonas.
3° Action pathogène naturelle. — A. Chien. — La leishmaniose du chien a été constatée à Tunis; à Alger ; aux environs de Messine et de Palerme; en Grèee.; partout où il y a leishmaniose infantile. L’infection peut se traduire par de l’amaigrissement, de l’anémie, de l’alopécie, ces signes peuvent faire défaut alors que des parasites sont observés.
Le diagnostic peut être fait par la ponction du foie ou par la trépanation de la diaphyse d’un os long ^(fémur, tibia) pour recueillir la moelle.
La maladie est transmise de chien à chien et du chien à l'homme par les puces (Pulex irritans, P. serraticeps).
CHAPITRE XXXVIII
CRYPTOCOQUE DE LA LYMPHANGITE ÉPIZOOTIQUE
Le cryptocoque a été découvert par Rivolta (1873) dans le pus des boutons d’une lymphangite du cheval, déjà différenciée par les signes cliniques (Barrier, Chénier) de la lymphangite morveuse. Le parasite est décrit sous le nom de Cryptococcus far ciminosus; Marcone (1893) et Tokishige le rapprochent des* levures et proposent la dénomination de Saccharomycces farciminosus. Depuis le cryptocoque a été considéré comme un leucocytozooaire ( Lymphosporidium equi, Gasperini ; Leucocytozoon piroplasmo'ides (üucloux 1908, Thiroux et Teppaz). Les recherches les plus récentes (Bridré, Nègre et Trouétte, 1912) ne sont pas favorables à cette conception et tendent à laisser le cryptocoque parmi les blastomyçètes où il avait été placé tout d’abord.
A) — Isolement, Cultures
1° Isolement. — Le cryptocoque peut être obtenu à l’état de pureté des nodules récents qui ne sont pas encore ouverts. Les difficultés rencontrées dans l’obtention des cultures, l’incertitude du résultat des inoculations ne permettent qu’exceptionnellement de réaliser l’isolement du parasite.
2° Caractères généraux des cultures. — La culture est difficile, elle n’a été obtenue que par quelques expérimentateurs (Tokishige, Sanfelice), alors que d’autres ont toujours échoué même en faisant varier la nature du milieu et les conditions du développement.
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3Ü Caractères généraux des cultures sur milieux solides.
— A. Gélose. Après quarante-cinq jours, grains gris blancs, légèrement en saillie. L’addition de glycérine, de glucose, de sucre de canne favorise le développement (Marcone).
B. .Gélatine. — Après cinquante-six jours, petites masses blanc jaunâtre comme des grains de sable.
C. Pomme de terre. — Colonies brun clair
4°Caractères généraux des cultures en milieux liquides. — Bouillon. Après dix-sept jours, dépôts de flocons blancs.
B) — Coloration, Caractères
MICROSCOPIQUES
1° Forme. — Gros microcoque, ovoïde, en citron, mesurant 3 à 4 p. de diamètre, limité par une membrane d’enveloppe dont l’existence se traduit par un double contour. Le cryptocoque présente des formes de reproduction, la cellule-fille se présente comme un petit bourgeon qui fait hernie à travers la membrane d’enveloppe. On peut observer des bourgeons de seconde génération.
Dans les lésions anciennes les formes de bourgeonnement sont rares, un certain nombre de parasites sont phagocytés.
Fig. 354.
Cryptoçoccus farciminosus. Cellules végétatives et asques (?) dans le pus d’après Fermi et Aruch (A. Guilliermond).
Cryptococcus Tokishigei cultivé sur gélose (A. Guilliermond).
. a, cellules typiques. — b, c, cellules contenant des granulations considérées par Tokishige comme des ascospores. — d , granulations libres, supposées issues des cellules. — e, f, transformation des cellules en filaments .
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Dans les cultures on trouve des formes allongées (hyphes)
avec des ramifications secondaires et tertiaires.
2° Coloration. — Difficile par les méthodes ordinaires.
Le cryptocoque prend le Gram, mais un grand nombre d’éléments restent incolores. La méthode de Claudius donne d’excellents résultats à condition de prolonger la coloration, la différenciation et la décolo-
Fig. 355.
Formes de reproduction du cryptocoque .
eu o u
Fig. 356.
Cryptocoque. Préparation du pus (Bridré, Nègre, Trouette). a, polynucléaires. — b, mononucléaires. — c, cryptocoques.
ration. La méthode de Dominici au bleu de toluidine, la coloration de Giemsa, l’action prolongée de la fuchsine phéniquée, donnent aussi de bons résultats.
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La coloration montre des granulations qui ont été considérées comme des microzoïtes, des micro ou des macrogamètes (Gasperini) , dans lesquelles on a reconnu des formations analogues à celles des Leishmania (Ducloux, Thlroux et Teppaz), sans pouvoir pourtant mettre en évidence de micronucléus. Ces formations intra-cellulaires se retrouvent dans les levures facilement cultivables, leur nature n'est pas déterminée.
C) — Caractères biologiques
1° Action du sérum des animaux infectés. — Le sérum des animaux atteints renferme une sensibilisatrice pour le cryptocoque; les résultats sont identiques si le cryptocoque est remplacé par une culture d'un blastomycète connu (levure de riz). Un sérum anti-levure qui dévie le complément en présence d’une autre levure que celle ayant servi à l'immunisation agit de la même façon en présence du cryptocoque (Bridrè, Nègre et Trouette) . Ces faits expérimentaux plaident en faveur de la nature blastomycétienne du cryptocoque.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — L'affection sévit chez le cheval et le mulet, elle est signalée chez le bœuf (Tokishige). Autrefois fréquente en France la maladie n’est plus signalée que dans quelques départements du littoral méditerranéen, elle sévit en Algérie, en Égypte, en Italie, en Suède, en Russie, au Japon... Elle se traduit par des ulcères, des membres de préférence, dont les bords sont exubérants, renversés, rouge vif, donnant issu à du pus crémeux. Les ulcères se développent sur le trajet des lymphatiques enflammés, les ganglions suppurent. Des lésions peuvent évoluer sur la pituitaire, sur la conjonctive.
2° Action expérimentale. — L'inoculation du pus (souscutanée ou intra-cutanée) ne réussit que chez le cheval, l’âne et le mulet ; elle est suivie après un temps variable de l’évolution de boutons, d’ulcérations et de cordes lymphatiques. L’ino-
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culation des cultures provoque une suppuration locale, Sanfelice aurait obtenu des résultats avec une culture de quatrième génération.
Avec le pus comme avec les cultures la transmission de la maladie est incertaine.
F) — Diagnostic bactériologique
L’examen direct du pus de la lymphangite permet un diagnostic certain et immédiat (Nocard). La malléine permet d’éliminer 1 existence de la morve.
G) — Bactériothérapie, Chimiothérapie
Les chevaux qui ont reçu une injection de levures (de riz et de bière) auraient une tendance à éliminer les cryptocoques par un mécanisme analogue à celui du phénomène de Koch et seraient capables de résister à l'infection (Bridré. Nègre et Trouette.
Le salvarsan , la néosalvarsan paraissent susceptibles de donner les meilleurs résultats dans le traitement de l’affection (une ou deux doses de 1 gramme peuvent assurer la guérison (Bridré, Nègre et Trouette; Houdemer).
QUELQUES LEVURES PATHOGÈNES
1° Cryptococcus (Saccharomyces) lithogenes. — Isolé des ganglions lympathiques d’un bœuf mort de carcinomatose généralisée (Sanfelice). Pathogène pour le cobaye et la souris.
2° Cryptococcus granulomatogenes (Sanfelice). — Découvert dans des nodules du poumon chez le porc. Peu pathogène.
3° Cryptococcus de Gotti et Brazzola. — (. Ateloscirccharo myces ). Trouvé dans un myxosarcome des fosses nasales d’une jument. Pathogène pour le cobaye.
4° Cryptococcus ruber. — Cette levure a été isolée du lait de vache (Demme) et retrouvée dans les selles d’enfants nourris de lait mal cuit .
5° Cryptococcus parasitaris. — Parasite des sauterelles. (. Acridium peregrinum ) .
MUGUET
Affection de la cavité buccale, commune sur les enfants, observée également sur les veaux, les poulains et les volailles. Elle est caractérisée essentiellement par la production d'un enduit blanchâtre, caséeux, composé par les filaments d’un champignon Y Endomyces albicans.
Endomyces' albicans
1° Caractères morphologiques. — Se présente sous forme de filaments tubuleux, cylindriques, droits ou incurvés de 3 à 5 p de diamètre sur 50 à 600 p de longueur, cloisonnés en articles arrondis à leurs extrémités et de plus en plus courts vers la périphérie. Les filaments peuvent montrer au niveau des cloisons des articles globuleux qui sé dissocient ou des rameaux cloisonnés, simples ou ramifiés.
Le parasite se colore bien et prend le Gram.
2° Cultures. — End. albicans donne des colonies blanches ou grisâtres, quelquefois tachetées de noir. Il peut se développer sur gélatine, sur gélose, sur pomme de terre ; la carotte et la betterave sont particulièrement favorables.
L'examen microscopique des cultures sur milieux solides montre des formes levures tandis que dans les cultures en milieux liquides on trouve surtout des filaments. Les vieilles cultures renferment des formes kystiques.
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3° Action pathogène naturelle. — Endomyces albicans est très fréquemment saprophyte de la muqueuse buccale, de la muqueuse vaginale et peut-être rectale, on le rencontre aussi sur la peau.
A. Bovidés. — Le muguet (stomatite crémeuse) s’observe sur la muqueuse buccale. L’affection débute par des vésicules, la surface mise à nu par leur rupture se recouvre d'un enduit membraneux blanchâtre, peu adhérent. L’endomycose peut gagner la muqueuse du pharynx et celle de l’œsophage.
B. Cheval. — L’affection s’observe chez le poulain, elle se traduit par les mêmes symptômes que chez le veau.
Fig. 357.
Endomyces albicans.
D’après Vuillemin (A. GÜilliermond).
ô 0ÔO°O
1, formes levures dans une plaque de muguet. — 2, forme mycélienne dans une plaque de muguet. — 3, globules internes. 4, chromspores. — o, asques.
Fig. 358.
Endomyces albicans.
Culture sur gélose (Daïreuva).
MUGUET
C. Oiseaux. — Quelques observations semblent établir l’existence de l’endomycose chez la poule et le pigeon.
4° Action pathogène expérimentale. —A . Lapin. — a) Inoculation nous- eut a née — Abcès local, la mort peut survenir sans métastases viscérales.
Muguet buccal, d’après Besson.
b) Inoculation péritonéale. — Formation d’un exsudât et de quelques adhérences, guérison.
ci Inoculation veineuse. — Mort en quelques jours après manifestation de parésie des membres postérieurs et troubles cérébelleux. Petits nodules dans le rein et quelquefois dans les divers parenchymes. Les résultats varient suivant le point inoculé d) Scarification vaginale. — Le dépôt du parasite sur une excoriation de la muqueuse provoque le développement d une fausse membrane.
PROPRIÉTÉS DU SÉRUM DES ANIMAUX INFECTÉS
B. Cobaye. — a) Inoculation sous-cutanée. — Abcès.
b) Inoculation péritonéale. — Epanchement séro-purulent avec fausses membranes épaisses.
C. Poule. — Scarification de la muqueuse buccale , de la crête. — Reste sans résultat 'L.-G. Neumann).
5° Propriétés du sérum des animaux infectés ou immunisés. — Le sérum des lapins vaccinés par des doses croissantes de cultures inoculées dans les veines est agglutinant.
Le sérum des individus infectés agglutine les cultures d'Endomyces alb icans et dévie le complément en leur présence (sporodiagnostic, Widal, Abrami et Joltrain). La réaction n'est pas rigoureusement spécifique, elle se produit vis-à-vis du Sporotrichum Beurmanni. Ce sérum des porteurs d 'Endomyces saprophytes possède également des propriétés agglutinantes et fixatrices .
CHAPITRE X L I
ASPERGILLUS
Champignons de l’ordre des Ascomycètes capables de pénétrer, de se développer et de végéter dans l’appareil respiratoire des oiseaux et des mammifères et d'y provoquer des altérations graves.
Les espèces signalées chez les animaux sont :
Aspergillus fumigatus (oiseaux et mammifères, œufs en incubation) ;
Aspergillus aviarius (canari) ;
Aspergillus Lignieresi (pingouin) ;
Aspergillus glaucus (œuf de poule) ;
Aspergillus niger (Bovidés).
Le plus commun de ces parasites est Y Aspergillus fumigatus.
Aspergillus fumigatus
1° Caractères morphologiques. — Asp. fum. forme un duvet verdâtre, bleuâtre ou gris. Les filaments (hyphes) ont 2 à 3 p de diamètre et présentent des renflements sur leur trajet. Les appareils conidiens dressés sont renflés progressivement en une tête sphéroïdale couverte dans les deux tiers supérieurs de stérigmates, les conidies facilement déhiscentes, sont ordinairement bronzées.
2° Cultures. — Le développement est possible à 25% la température de 37° est la plus favorable. Les milieux acides, et en particulier le liquide Raulin, conviennent beaucoup mieux
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que les milieux habituels. 11 se forme à la surface du liquide un tapis velouté blanc qui devient vert bleuâtre, puis vert foncé et finalement brun noirâtre en 5-6 jours. Les milieux glycérinés glucoses , le moût de bière , la pomme de terre, le pain humide, le lait..., sont très favorables au développement.
3° Action pathogène naturelle. — A. Oiseaux. — Asp. fumigatus est surtout commun chez les oiseaux (poule, faisan,
Fig. 360.
Aspergillus fumigatus.
Faisan. Membrane bronchique avec filaments mycéliens porteurs de rameaux fructifères. Examen dans la glycérine (M. Roouet).
dindon, pigeon, oie, canard, cygne). La contamination se fait surtout par des graines chargées de spores (en particulier lors du gavage), Asp. fumigatus est un saprophyte très répandu. Il s’établit dans les voies aériënnee et détermine selon le siège une pneumomycose, une bronchomycose ou une cytomycose (mycose des sacs aériens). L’affection se traduit par une accélération de la respiration, un ronchus expiratoire et des symptômes généraux (fièvre, amaigrissement). Les oiseaux atteints succombent après 1 ou 2 mois.
ASPERGILLUS
Les lésions sont des tubercules de coloration jaune sale ou verdâtre qui obstruent les cavités aériennes, on trouve à leur surface leamycélium de VAspergillus. Les lésions peuvent s’étendre, chez les jeunes pigeons, au foié, à 1 intestin, aux reins, à la cavité buccale. ,
Fig. 361.
Aspergillus fumigatus (Constantin et Lucet).
Fig. 1. — Très jeune conidiophore commençant à fructifier.
Fig. 2, 3, 5. — Conidiophores adultes à pied cutinisé, vert olivâtre, couverts de conidies.
Fig. 4. — Conidiophore couvert seulement de stérigmates.
Les teintes grises indiquent une cutinisation vert olivâtre plus ou moins accusée.
B. Bovidés. — L'Aspergillose pulmonaire est exceptionnelle, elle échappe le plus souvent à l’examen clinique. Le poumon renferme des nodules tapissés intérieurement par VAspergillus.
On peut trouver dans la paroi de l'intestin grêle et les ganglions mésentériques des foyers caséeux, verdâtres, déterminés par VAspergillus.
ACTION PATHOGÈNE EXPÉRIMENTALE
C. Chien. — On signale quelques observations d'aspergillose du conduit auditif externe, du poumon, du nez.
D. Homme. — L’aspergillose pulmonaire est observée chez l'homme, elle est surtout fréquente chez les gaveurs de pigeons.
4° Action pathogène expérimentale. — A. Pigeon. —
a) Inoculation dans la veine axillaire. — Mort en 2-4 jours. Pseudo-tuberculose hépatique et pulmonaire.
b) Inoculation trachéale. — Mort en 10-20 jours. Nodules agglomérés dans le poumon.
c) Inoculation péritonéale , pleurale , sous-cutanée , musculaire , ingestion. — Tous ces modes permettent l'infection.
B. Lapin, Cobaye. — a) Inoculation veineuse. — Mort en 5- 10 jours les lésions rénales prédominent.
b) Inoculation cérébrale. — Formation de nodules qui ressemblent beaucoup à ceux de l’actinomycose.
CHAPITRE XLII
SPOROTRICHOSE
La sporotrichose est une maladie nouvellement décrite chez l’homme (1903) et dont l’existence depuis a été signalée chez le cheval, le chien et le rat. Chez les animaux le seul parasite incriminé est Sporotrichum Beurmanni.
A) — Isolement, cultures
1° Isolement. — Le Sporotrichum peut être isolé des lésions par la culture sur milieu approprié. On peut encore inoculer un rat mâle dans le péritoine, les lésions (orchite) renferment le parasite en abondance à l’état de pureté.
2° Caractères généraux des cultures. — Aérobie. Se développe entre -f- 12 degrés et -f- 40 degrés, optimum entre 20 et 30 degrés. Les milieux additionnés de peptone, de glycérine et de glucose sont particulièrement favorables.
Gélose de Sabouraud. — Les colonies apparaissent du quatrième au douzième jour, d’abord blanches, puis brunâtres, puis brun chocolat. Elles sont encore cacactérisées par leur plissement analogue au relief des montagnes ou aux circonvolutions cérébrales et par l’auréole qui les entoure.
B) — Coloration, caractères microscopiques
1° Forme. — Filamenteux et sporulé. Dans les cultures.
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Mycélium rampant, fin de 2 ’j. de diamètre, cloisonné incolore, ramifié et enchevêtré.
Dans le pus et les tissus. — Analogue à un gros bacille de 3 à 5 \x de long sur 2 à 3 p de large, basophile, finement granuleux, encerclé d'une très fine membrane incolore.
2° Coloration. — Pour étudier la morphologie, les meilleurs
Fig. 362.
Sporo trie hum. Artifice de la coulée de pus sur le verre sec. Aspect de tube de culture vers le 10e jour (de Beurmann et Gougerot).
colorants sont l’azur 11 alcalin et le bleu coton. Dans le pus les éléments ovoïdes restent irrégulièrement colorés par le Gram, la méthode de Claudius convient mieux à condition toutefois d’insister (sur tous les temps de la préparation (20 minutes de coloration).
3° Spores. — Les spores, daus les cultures, apparaissent le long des filaments et aux extrémités, elles se groupent en manchons et en glomérules. La spore encore adhérente au filament
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est piriforme, libre elle est ovalaire, longue de 3 à 6 et large de 2 à 4 [ji.
G) — Caractères biologiques
1° Habitat. — Sporotrichum. Beurmanni. se trouve à l’état de saprophyte dans la nature, croît sur les végétaux vivants et morts.
2° Vitalité, virulence. — La virulence des cultures faible à l’origine, peut être exaltée par passage de rat à rat. Les Sporotvicham des animaux sont plus virulents que ceux isolés des lésions humaines (Gougerot et de Beurmann). Dans les cultures la virulence baisse rapidement.
Les spores résistent à 0° et à + 55° ; aux températures ordinaires elles gardent leur vitalité pendant des années.
D) — Action pathogène
1° Action naturelle. — La maladie existe chez le cheval et le mulet (Carougeau, à Madagascar ; C.-G. Page, Fkothingham et Paige, Hyde et Davis, Mohler, 1907, États-Unis de l’Amérique du Nord [North-Dakota et Pensylvanie]). L’affection se traduit par des gommes sans répartition nettement systématique et par des lymphangites avec ou sans cordon reliant les gommes échelonnées. Les lésions atteignent la peau, la muqueuse nasale, la conjonctive.
Chez le chien (Gougerot et Caraven) la mycose s’est révélée par des gommes fistulisées du cou.
Chez le rat (gris et blanc) (Lutz et Splendore) l’affection se traduit par des lésions périphériques sous-cutanés et articulaires ou s’accompagne de lésions viscérales généralisées.
La sporotrichose des animaux est transmissible à 1 homme (morsure de rat, Lutz et Splendore ; Jeanselme et Paul Chevalier; contagion par le cheval, Carougeau, Hyde et Davis; griffe de chien, Roüslacroix) .
2° Action expérimentale. — A. Cheval, mulet. — a. Ino -
DIAGNOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE
culation sous- cutanée. — Gros abcès local, nodules à distance, généralisation (Carougeau).
b. Inoculation veineuse. — Cinquante jours plus tard, nombreux petits nodules sous-cutanés, disséminés irrégulièrement ou en traînées (Carougeau).
JB. Cobaye, lapin, chien, rat, souris, singe. — Les divers modes d'inoculation (; inoculation sous-cutanée , ingestion ) reproduisent toutes les formes connues de sporotrichoses cutanéomuqueuses. L 'inoculation péritonéale , en particulier, détermine de la péritonite et de l'orchite avec abcès et quelquefois fistulisation cutanée ; cette manifestation est intéressante à connaître pour le diagnostic différentiel de la sporotrichose du cheval et de la morve ou de la lymphangite ulcéreuse.
E) — Toxines
On peut obtenir; des cultures une toxine, la sporotrichosine (de Beurmann et Gougerot), capable de provoquer une réaction chez les individus atteints de sporotrichose (cuti ou intra-dermoréaction), mais son action n’est pas spécifique.
F) — Diagnostic bactériologique
1° Recherche directe du parasite. — Longue et difficile, n’est pas un procédé pratique. Les parasites sont rares, ils ont très souvent perdu leur électivité colorante, leur présence ne peut être soupçonnée que par une « ombre incolorable » acidophile.
2° Inoculation — Procédé d’exception. Peut être faite à la souris ou de préférence au rat mâle, il se développe une orchite dans les lésions de laquelle le parasite est très abondant, facile à reconnaître à l’examen direct et facile à cultiver.
L’inoculation peut être faite par insertion dans le testicule d’un crin chargé de pus sporotrichosique très pauvre en éléments parasitaires (Pinoy et Magrou).
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3° Injection révélatrice de sporotrichosine. — La cuti-
réaction et l’intra-dermo-réaction préconisées chez l’homme n’ont pas été expérimentées chez les animaux. Chez l’homme ces réactions ne sont pas spécifiques, le saprophytisme de levures
Sporo trie hum.
Diagnostic bactériologique précoce de Sporolricliosc par la culture à froid et l’artifice de la coulée de pus sur le verre sec dès le 2U ou 3e jour (technique de Gougehot). Vue du tube de culture examiné au microscope à travers la paroi du verre. Les colonies naissantes développées à la face interne du tube apparaissent sous forme d'étoiles ou de ramifications coloriformes et brillantes. Leucocytes polynucléaires incoloresel granuleux isolés ou agminés : colonie naissanlcde sporolrichum, formé de filaments mycéliens ramifiés où l'on voit déjà une ébauche de sporulation ; sur les bords d’un amas leucocytaire on voit surgir des prolongements mycéliens: rameaux mycéliens d’une colonie développée dans l'amas et voilée par les leucocytes agglomérées. Dessin fait 48 heures après l’ensemencement.
dans la gorge des malades suffit pour rendre les individus sensibles à la sporotrichosine.
4° Culture. — Procédé le plus sûr et le plus rapide (de Beurmann et Gougerot). Le pus est ensemencé sut* trois tubes
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de gélose glycosée peptonée de Sabouraud1. La culture se fait à la température de la chambre beaucoup mieux qu’à l’étuve. Du quatrième au douzième jour se développent des colonies caractéristiques par leur teinte, leur plissement et l’auréole qui les entoure. Artifice de la coulée de pus sur le verre sec. An moment de l’ensemencement on laisse couler une grosse goutte de pus dans chacune des rainures que forment la surface plane de la gélose et la face concave du verre, et sur le verre en face de la gélose. Dès la fin du deuxième jour on porte le tube sous le microscope et on examine à travers la paroi du tube les traînées de pus coulées sur le verre sec : au milieu des amas leucocytaires on voit surgir un, deux ou trois filaments rectilignes ou Ton découvre une étoile parasitaire formée de filaments radiés.
5° Séro-diagnostic. (Widal et Abrami). — Peut être fait par la sporo-ag glutination ou par la réaction de fixation. Les spores peuvent être agglutinées ou dévier le complément non seulement en présence du sérum des individus atteints de sporotrichose mais aussi des mycoses les plus diverses. Ces procédés, d’ailleurs, n’ont pas été expérimentés chez les animaux.
G) — Chimiothérapie
Le traitement de la sporotrichose est sauf quelques exceptions d’une grande simplicité : ingestion d’iodure à doses croissantes, pansement local à la solution iodo-iodurée faible et cautérisa-
1 Préparation de la gélose de Sabouraud . — On ajoute à 2 litres d’eau, 18 grammes de gélose, JO grammes de peptone granulée Chassaing, 40 grammes de glycose brute massée de Chanut. On porte à l’autoclave à 120 degrés, on filtre à chaud. Il n’est fait ni alcanisation, ni acidification. Le milieu est réparti et stérilisé. Toutes les opérations de chauffage doivent être conduites avec précaution, la gélose doit être transparente, incolore, bleutée ; la teinte marron indiquerait qu’elle a été brûlée par une température trop haute.
SPOROTRICHOSE
tion à la teinture d'iode des ulcérations. Carougeau donne au mulet et au cheval 15 grammes d’iodure par jour.
Autres derma tomycoses
l°Bursattee. leeches, mycose innommée. — On a décrit sous ces diverses dénominations une affection cutanée qui sévit sur le cheval, le mulet et le bœul aux Indes ( Bursattee ), aux Etats-Unis [leeches) et dont une observation a été recueillie en France ( mycose innommée ) ; la maladie observée à Java ( Hyphomycosis deslruens , de II a. an et Hoogkamer) doit reconnaître la même origine.
Th. Smith reconnaît dans les lésions la présence d’un mycélium ramifié, les essais de culture et d'inoculation tentés depuis sont restés sans résultat. Il est probable qu’il s’agit d’un Sporotrichum ou d’un parasite voisin.
2° Oospora rubra. — Champignon formé de filaments cylindriques et cloisonnés à l’extrémité desquels se trouvent des chapelets de spores rondes ou ovales de couleur brunâtre. Détermine une dermatose du cheval (erythrasma) consistant en plaques rougeâtres, arrondies, siégeant au périnée, à la face interne des membres et aux joues (Wn.BEUT, 1908).
CHAPITRE XLItl
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Nous réunirons sous cette dénomination très générale toutes les dermatomycoses des animaux déterminées par des champignons de la famille des Gymnoascées.
1° Classification. — Les Gymnoascées sont des Ascomycètes qui à côté de leur forme ascoporée ont des formes conidiennes bien caractéristiques. La forme ascoporée ne s’observe que chez les genres saprophytes et chez le genre Eidarnella ( E . spinosa . du chien, Matruchot et Dassonville). Les autres genres parasites ( Trichophyton , Achorion, Microsporum, Lophophyton ) ne présentent que des formes imparfaites.
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§ 1. — TECHNIQUE GÉNÉRALE lù Prélèvement. — Les poils ou squames sont prélevés avec
Fig. 364.
Poil envahi par un Trichophyton endo-ectothrix (Boom).
une [pince ou par raclage avec une lame. Le matériel ainsi recueilli peut servir pendant longtemps pour le diagnostic ou pour obtenir des cultures.
TECHNIQUE GÉNÉRALE
2° Examen microscopique. — Se pratique sans coloration, extemporanément. Les poils ou squames sont placés entre lame et lamelle dans la potasse à 40 p. 100, on chauffe très légèrement sans atteindre l’ébullition. Cette préparation permet de voir les spores en place, de reconnaître l'habitat du parasite. Une seconde préparation chauffée, au contraire, jusqu’à ébullition commençante met le parasite en liberté.
Fig. 365.
Trichophyton tonsurans (homme) (Sabouraüd).
Les forts grossissements, même l’immersion, sont souvent Indispensables pour l’examen ; il est toujours utile de diaphragmer fortement.
A la méthode de Sabouraud, on peut substituer avec avantage le procédé préconisé par Langeron qui, consiste à éclaircir la préparation au chloral lacto-phénol 1 simple (salicylé lorsque les
Hydrate de choral crist 2 p.
Phénol crist. 1 —
Acide lactique pur 1 —
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poils sont très opaques). On chauffe légèrement. La préparation peut être conservée simplement en lutant la lamelle, mieux en remplaçant l’édlaircissant par du chloralphénol, puis par du baume.
2° Coloration. — Dégraisser au chloroforme, action du formol à l’ébullition 2 à 3 minutes, eau distillée, coloration aubleu de Sahli L
Culture sur agar au moût de bière Culture sur agar-peptone-glucose
au 15e jour (Sabouraud). au 15e jour (Sabouraud).
Fig. 366.
Microsporum Audouini.
3° Cultures. — Le poil est recueilli sur une lame flambée. La partie parasitée est détachée avec un fin scalpel stérile et divisée en le plus grand nombre de parcelles possibles. Cette fragmentation est indispensable pour obtenir des cultures (Sabouraud).
Chaque fragment est porté sur le milieu nutritif. 11 y a souvent avantage à répartir celui-ci dans des matras coniques où; les colonies peuvent se développer d’une façon régulière.
Les récipients (tubes ou matras) ne sont pas capuchonnés, la culture se fait à la température du laboratoire ou à l’étuve à 25°.
Solution aq. saturée de bleu de méthylène 3> vol.
Solution aq. saturée de borate de sodium à 5 p. 100 .... 2 — Eau distillée 5 —
ÉTUDE SPÉCIALE
Les milieux ordinairement utilisés ne conviennent pas. On peut utiliser la porhme de terre ou mieux la carotte. Les milieux de choix sont ceux qui ont été préconisés par Sabouraud (: milieu d'épreuve de Sabouraud1). Gélose peptonisée à 1 p. 100 et glucosée à 4 p. 100 ; gélose peptonisée à 1 p. lüO et maltosée à 4 p. 100.
Pour conserver les cultures sans voir les caractères du champignon se modifier il faut repiquer en milieu de conservation2.
Pour observer le développement on prélève une parcelle delà culture que l’on traite par l'alcool ammoniacal pour la débarrasser des matières grasses et on examine dans le lactophénol3. Après dissociation laver, désydrater, monter au Baumé (Sabouraud) .
Pour les coupes, les tissus doivent être fixés par le liquide de Bodin modifié4. Après ce fixateur on peut utiliser tous les colorants, on aura recours de préférence à la méthode suivante : surcoloration au bleu de toluidine à 2 p. 100, décoloration par l’alcool à 95°, coloration du fond parféosineou l’aurantia, essence de girofle, xvlol, baume.
| II. — ÉTUDE SPÉCIALE
A) — Trichophyton mentagrophytes
VAR. GRANULOSUM
lû Aspect du poil parasité. — La partie radiculaire est entourée de courtes chaînes mycéliennes, les spores forment une
1 Voir sa composition et sa préparation page 996.
Eau de source 1 000 centimètres cubes.
Gélose 18 grammes.
Peptone granulée de Ghassaing 30 —
3 Phénol . . .
Acide lactique Glycérine . . .
Eau
40 grammes .
Formol à 40 p. 100 . . . .
Acide acétique crist. . . .
Eau dist
Acide picrique à saturation.
30 centimètres cubes.
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gaine incomplète au poil, l'intérieur de celui-ci ne renferme pas
Trickophyton mentagrophytes. Grossi 341) fois (Sa.boura.ud). A, poil. — B, gaine.
de filament mycélien. Les spores sont de petites dimensions (3 à 4 p).
Tr. mentagrophytes vor. granulosum est un Tr. ectothrix microides (Sabouraud) .
2° Cultures. — Disque blanc jaunâtre avec une saillie ou un creux central. Sur Pomme de terre : traînée plâtreuse blanche.
L’examen microscopique de la culture montre des filaments mycéliens cloisonnés, intercalaires, des chlamydospores latérales ou des filaments enroulés en spirale.
Fig. 368.
Trichophyton tonsurans.
Culture suragar-peptone maltose (Sabouraud).
ÉTUDE SPÉCIALE
3° Action pathogène naturelle. — L’un des agents les plus communs de la teigne trichophytique du cheval. Les surfaces malades siègent de préférence au niveau des creux antérieurs ou sur la pointe des épaules, sur l’encolure, la gorge, dans le creux des flancs, la croupe, les côtes, le pli du grasset et même la tête, suivant l'ordre décroissant d'importance, très rarement à l'emplacement de la selle, sauf en cas de généralisation et, pour ainsi dire, jamais au-dessous des coudes et des grassets (Pécus et Sabouraud).
Les plaques isolées se traduisent tout d’abord par l’existence de petites surélévations planes. Quelques jours plus tard, ces plaques deviennent visibles; les poils de ces régions sont fortement et irrégulièrement couchés. A cet état, les poils sont très facilement caducs : le.moindre effort de traction ou le plus léger frottement exercé à la surface d’une plaque détache d’un seul bloc tous les poils attaqués, lesquels restent maintenus à leur base par une croûte squameuse. La plaque enlevée, les couches profondes de l’épiderme apparaissent entièrement glabres ; la suface en est humide et de nuance rosâtre ou gris clair. Bientôt après, la plaque se dessèche, devient purpuracée ou farineuse et prend une teinte plus foncée, gris ardoise. La lésion s’étend de proche en proche par la chute des poils périphériques, mais ne dépasse pas 3 centimètres de diamètre (Matruchot et Dassonville) .
La maladie est transmissible à l’homme.
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculable au cobaye.
B) — Trichophyton mentagrophytes
VAR. ASTEROÏDES
1° Aspect du poil parasité. — Le poil est entouré d’un manchon de spores mycéliennes [Tr. ectothrix microïdes, Sabouraud), l’intérieur du poil contient quelques filaments mycéliens.
2° Cultures. — L’aspect rayonné est surtout caractéristique
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sur gélose glucosèe. Les cultures sont poudreuses, blanches, quelquefois rougeâtres.
L'examen microscopique montre les formes typiques du Trichophyton.
3° Action pathogène naturelle. — A. Cheval. Un des agents de la teigne trichophytique. Trouvé par Sabouraud dans un placard circiné, d'aspect furonculeux qui occupait la face externe de l’aile du nez.
B. Boeuf. — Un des agents de la teigne Irichophy tique (voir la description de la maladie à propos des Trichophyton favif ormes qui en sont les agents les plus communs).
C. Chien. — Un des agents de la teigne trichophytique (voir la description de la maladie à propos de Trichophyton caninum plus souvent incriminé).
La transmission peut se réaliser entre les animaux de ces diverses espèces, ainsi qu’à la chèvre, au porc.
Trichophyton equinum. Grossi 340 fois (Sabouraud).
ÉTUDE SPÉCIALE
Le parasite est transmissible à l'homme.
4° Action pathogène expérimentale. — inoculable au cobaye.
C) — Trichophyton equinum
1° Aspect du poil parasité. — Le poil est envahi intérieurement et à sa partie inférieure par des spores ovales ( Tr . ectothrix mégasporc, Sabouraud) .
2° Cultures. — Développement de couleur blanchâtre, la culture n’est ni pulvérulente, ni radiée. Sur Pomme de terre : traînée humide jaune d’ocre.
L’examen microscopique ne montre pas de clilamydospores fuselées, les grappes de conidies sont peu nombreuses.
3° Action pathogène naturelle. — Un des agents de la teigne trichopbytique du cheval. La maladie se manifeste surtout sur le rein, le dos, les épaules et la croupe et ses caractères de confluence présentent un cachet spécial (Matruchot et Dassonville) .
La transmission à l'homme est possible.
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculable au cheval, au lapin et au cobaye.
D) — Trichophyton canin um
1° Aspect du poil parasité. — Le parasite est situé dans le follicule à la surface du poil [Tr. ectothrix), il est constitué de filaments mycéliens enchevêtrés, continus ou dissociés et de chaînettes de spores ovoïdes ou sphériques.
2° Cultures. — Culture blanc de neige, floconneuse sur gélose glucosée, de coloration jaune orangé ou jaune d’or sur gélose simple et sur pomme de terre.
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L 'examen microscopique montre des chlamydospores latérales ou intercalaires et des filaments tortillés en spirale.
3° Action pathogène naturelle. — Agent le plus commun de la teigne trichophytique du chien. La maladie se traduit par des plaques régulièrement arrondies, de coloration gris sale, siégeant au voisinage des yeux et des lèvres et aux membres.
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculable au chien et au cobaye.
E) — Trichophyton FAVIFORME^
On réunit sous cette dénomination des Trichophyton dont les cultures difficiles à réaliser, se présentent sous un aspect ressemblant plus ou moins étroitement aux cultures du favus de l'homme [Achorion Schônleini).
Les Teignes provoquées par les Tr. faviformes ont été surtout rencontrées chez l'homme, mais elles existent aussi chez le cheval, l’âne, le chien, le veau. Leur aire de dispersion est relativement grande puisque, à ce jour, elle comprend déjà l'Angleterre, la France, l’Italie et l’Europe centrale.
Ces trichophyton ont un grand nombre de caractères communs ce qui permet de faire une étude générale avant de décrire les diverses espèces.
1° Aspect du poil parasité. — Les Tr. faviformes sont des Tr. ectothrix mégaspores.
Le mycélium est surtout visible sur i’épidermicute où il dessine des rubans de teinte brunâtre ; ces rubans poussent de l’ostium folliculaire vers le bulbe du poil. Les chapelets de spores sont disposés autour du poil en couche plus ou moins dense. Sur les poils fortement parasités, ces spores sont très nombreuses et, dans ce cas, leur réunion en chapelet n’est plus distincte ; assez régulièrement sphériques, elles paraissent disposées comme des billes dans un sac (Gazalboü).
Ces Trichophyton sont de tous les plus visibles.
ÉTUDE SPÉCIALE
2° Cultures. — Sur les milieux d’épreuve de Sabouraud, les cultures des Trichophyton faviformes sont très lentes.
Les cultures faviformes normales se présentent sous des aspects variés. Souvent saillantes au-dessus du milieu et creuses à leur intérieur, elles peuvent ainsi pousser dans l’épaisseur de la gelose. Généralemenî jaunâtres sur pcptone glucoséq, elles sont plus foncées sur peptone maltosée ; elles sont d’habitude vermicellées. Le pourtour s'auréole, sur une partie plus ou moins complète, d’un duvet rayonné blanc, couché à la surface et quelquefois la périphérie se continue dans la gélose par une zone irrégulière, glabre et jaunâtre, visible seulement sur la culture isolée (Cazalbou).
examen microscopique montre un mycélium allongé, plus ou moins ramifié et des chlamydospores, nombreuses, terminales ou intercalaires.
3° Action pathogène naturelle. — A. Bovidés. — Les Tr. faviformes sont surtout parasites des bovidés. On a décrit les espèces et les variétés suivantes : Tr. vcrrucosum var. vituli , Tr. ochraceum, Tr. album, Tr. discoïdes. Ce sont les agents les plus communs des trichophyties du bœuf et du veau,
La plaque teigneuse se signale d’abord par un épaississement dermo-épidermique toujours sensible au toucher, qui s’accompagne d'un hérissement pilaire au niveau de la surface parasitée.
Cet épaississement initial, est bientôt suivi d une formation active de productions épidermiques, agglutinées par une exsu dation abondante, aboutissant facilement à la formation purulente. Les Tricliophyton bovins sont généralement pyogènes. Ensuite, les lésions s’arrêtent et se dessèchent peu à peu ; la croûte assez épaisse, finit par se détacher, laissant le derme à nu; après quoi, l’épiderme et le poil se reforment.
Quand on récolte des croûtes arrivées à maturité, c'est-à-dire sur le point de se détacher spontanément, on remarque qu’elles présentent souvent une coloration rappelant celle de la poudre de cacao ; mais elles peuvent aussi être de ton grisâtre.
La symptomatologie différentielle des Teignes bovines ne
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pourra évidemment être établie qu’après étude clinique, accompagnée de la détermination parasitaire des espèces rencontrées .
B. Cheval. — Il s'agit de Tr. verrucosum var. equi. Détermine une dermatite qui évolue sous forme de plaques de 5 à ô centim.. facilement confluentes et dessinant alors des surfaces à contours serpigineux ; dans les régions atteintes, des croûtes sèches sont observées (Bodin).
C. Ane. — Tr. verrucosum var. asini. Teigne de l’encolure et des oreilles : placards glabres, irréguliers, de surface sèche, avec d’épaisses squames grisâtres, sans suppuration sous-jacente ni poils brisés (Bodin) .
La transmission est possible entre ces diverses espèces.
La transmission à l'homme est souvent observée.
4 Action pathogène expérimentale. — Inoculable au cobaye par implantation de poil parasité, l'inoculation delà culture ne donne pas de résultat (Cazalbou).
F) — Achorion schônleini
1° Aspect du poil parasité. — Le poil est rempli de tubes mycéliens rectilignes, cloisonnés, divisés par dichotomie, ne renfermant pas de spores. On peut trouver également des filaments mycéliens flexueux, formant des touffes, sporulés par places. Le mycélium se développe autour du poil pour former le godet favique de coloration jaune soufre, de consistance argileuse.
2° Cultures. — Ensemencé en milieux d'épreuve Sabouraud. le parasite, au lieu de donner quelques jours après une culture duveteuse, comme cela se constate avec la plupart des Dermatophy tes, se présente au bout de quelque temps, sous forme d’une masse blanc-jaunâtre, de la même couleur que la cire vierge. De plus, la culture, qui constitue d’abord une calotte irrégulière, se plisse et se circonvolutionne dans sa surface ; elle ressemble alors à une éponge qui aurait été déposée sur le milieu ou encore au champignon comestible nommé morille (Sabouraud).
ÉTUDE SPÉCIALE
Les cultures ne renferment que des éléments mycéliens sans aucun élément de reproduction.
3° Action pathogène naturelle. — A. Chat. — Détermine le favus ou teigne faveuse, affection caractérisée par la présence des godets faviques de coloration jaune soufre, apparaissant généralement à la base des griffes, mais capables d’atteindre les différentes régions du corps.
B. Lapin. — La maladie se traduit généralement par les mêmes signes que chez le chat. Elle peut revêtir la forme de favus lycoperdoïde, se traduisant par des élevures circulaires, légèrement globuleuses, contenant une poussière blanchâtre formée exclusivement de spores.
La transmission à l’homme peut être facilement réalisée puisqu'il s’agit du même parasite que celui qui est la cause du favus de l’homme.
4Ü Action pathogène expérimentale. — Inoculable au cobaye , au lapin, à la souris, à la poule.
Achorion gypscum, parasite du cheval. Agent d’une affèction obseryée sur un poulain, se traduisant par des plaques dépilées, arrondies, sèches et squameuses.
G) MlCROSPORUM ÉQUINUM
1 Aspect du poil parasité. — L'examen à l’œil nu ou à la loupe montre les poils comme des tronçons portant à leur base un étui grisâtre qui les engaine sur une certaine hauteur. U examen microscopique montre la gaine sporulaire qui entoure le poil, formée de spores serrées les unes contre les autres. En faisant varier la vis micrométrique on se rend compte que les spores n’exislent pas à l’intérieur du poil, - on n’y trouve que des filaments mycéliens, mais difficiles à mettre en évidence en raison de la cuirasse sporulaire qui protège le poil.
2° Cultures. — Sur les milieux de Sabouraud (glucosé ou maltosé) les cultures offrent après plusieurs semaines l’aspect
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d’un gâteau légèrement surélevé au-dessus du milieu, de cou-
Fig. 370.
Microsporum Autlouini (Bodin).
A. mise au point sur le poil. — B. mise au point sur la gaine.
leur gris-jaunâtre et d’apparence cartonneuse. Ces cultures sont glabres ou ne présentent qu’un fin duvet.
Sur moût de bière la couleur du champignon tire sur le rouge, elle est franchement ocre rouge si le milieu renferme 3, 4, 5 grammes de maltose. Cette coloration est des plus caractéristiques (Bodin).
Fja 37i. L 'examen microscopique
Microsporum lanosum. permet de constater l’ab-
(D'après Bunch, Verdun). sence de formes supérieures
.de fructification. L’existence d'un appareil végétatif constitué par des hyphes septées avec des renflements piriformes, et d’une fructification coni-
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dienne, soit par des petites conidies sessiles (type Acladium ), soit par de grosses conidies en forme de fuseaux pluriseptés (type Endoconidium ) .
3° Action pathogène naturelle. — Agent de la microsporie ou teigne microsporique du cheval. Le dos et les reins ne sont pas plus fréquemment atteints que les autres régions et la confluence des altérations paraît rare. Les plaques sont unies et glabres, les poils cassés au ras de la peau.
Le parasite a été trouvé chez le mulet et chez le chien.
La transmission à l’homme a été observée.
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculable au cobaije.
H) — Microsporum caninum
Microsporum caninum , détermine la microsporie ou teigne microsporique du chien. L'affection est caractérisée au début par le hérissement des poils au niveau des plaques qui apparaissent à la tête et s'étendent ultérieurement aux autres régions du corps. Les poils malades tombent bientôt avec la croûte qui s’est formée à leur base, la peau est épaissie et douloureuse. L'affection peut se compliquer de folliculite (Sabou- RAUD, SUIS, SUFFRAN).
Le Microsporum caninum est transmissible à l’homme.
Microsporum felineum, agent de la microsporie du chat.
I) ' — Eidamella spinosa
Parasite du chien, remarquable surtout par ses caractères mycologiques. Il est capable de se reproduire par asques qui apparaissent dans les périt hèces du mycélium, la reproduction peut s’effectuer aussi par chlamydospores.
J) — • Lophophyton gallinoe
1° Aspect des squames. — Les squames de la crête de la poule montrent : 1° des filaments mycéliens tortueux, à contours
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irréguliers, de 2 à 5 a de largeur à paroi mince, à segments inégaux ; 2° des fragments mycéliens droits, courts, constitués par 3 ou 4 cellules à membrane épaisse et à protoplasma réfringent. On ne rencontre pas de spores (Matruchot et Dassonville).
2° Cultures. — Développement abondant et rapide, blanc de neige, d’aspect tomenteux. A 30° la culture devient rose et le milieu prend une teinte rouge groseille (Matruchot et Dassonville) ,
L'examen microscopique montre un mycélium irrégulier et des chlamydospores intercalaires.
3° Action pathogène naturelle. — Parasite de la poule, et quelquefois du dindon, agent de la teigne de la poule (favus, crête blanche). La maladie débute au niveau de la crête, des barbillons et des oreillons par des taches blanches qui se recouvrent d’une croûte épaisse, sèche, squameuse. L’affection peut gagner les régions emplumées, notamment le croupion : les plumes sèchent et tombent. Les poules malades répandent une odeur de moisi.
La transmission à l'homme est possible.
4° Action pathogène expérimentale. — Inoculable à la
poule , au lapin , à la souris.
K) — OoSPORA CANIN A
Se présente dans les lésions en longues chaînes irrégulières d’éléments arrondis ou ovalaires. S’observe chez le clnen. où il détermine le favus qui peut être dù aussi à Ac horion Schonleini.
La transmission à l’homme est possible.
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Table méthodique des matières 1015
Table alphabétique des matières 1027
Table alphabétique des noms d’auteurs. 1045
Abortine, 813.
Accoutumance à la tuberculine, 514.
Achorion Schônleini , 1009 ; cultures,
1009 ; action pathogène expérimentale,
1010 ; action pathogène naturelle.
1010 ; aspect du poil parasité, 1009,
Acide acétique, 244, 246.
— chlorhydrique, 246.
— oxalique, 244.
— nitrique, 246.
— pyrogallique, 163.
— sulfurique, 246.
Acidité des cultures, 211.
Acidophiles. voir Bacilles acido-résistants, 550.
Acido-résistants, (voir Bacilles).
Aelinobacille, 576, agglutination, 578 ; cultures, 576 ; habitat, 578 ; forme,
577 ; isolement, 576 ; mobilité, 578 ; action expérimentale, 579 ; action naturelle, 578 ; spores, 578 ; vitalité,
578 ; toxines, 579.
Actinomyces bôvis, 567.
Actinomycose, 567.
Addiment, 357.
Aérobies, cultures, 132 ; isolements,
Aérobiose, 194.
Affaiblissement de la virulence, 342.
Agalaxie contagieuse, 902 ; immunisation, 903 ; nature du virus, 902 ; action pathogène expérimentale, 903 ; résistance du virus, 903 ; sérothérapie.
903 ; siège du virus, 902.
Acné con^gieuse du cheval, 621.
Agar-agar, 103
Agglulinabilité, 220 ; — et cils, 22 t.
Agglutinine, 336.
Agglutometer, 608.
Aggressine, 339.
Air. Analyse bactériologique, 440.
Air chaud, moyen de stérilisation, 36.
Alcool, 246 ; — acétone, 246 ; action sur pénétration des microbes de l'intestin dans le sang, 15.
Alexine, 357.
Algues — sans chlorophylle, 9.
Ambocepteur, 336, 358.
Amiante, Filtre, 62.
Ammoniaque, 244.
Amœba Letullei, 693.
Anaérobies, 162; cultures, 164; isolement, 187 ; de l’air, 441 ; quantitative, 443.
Analyse de l’eau 388 ; par culture en milieux liquides, 406 ; par culture sur milieux solides, 410 ; qualitative, 414 ; quantitative, 405; — du lait, 454:
— de la terre, 448 ; qualitative, 453 : quantitative, 452 ; — des viandes, 45S.
Anaphylaxie, 363.
Anaplasma centrale , 975; — marginale, distribution géographique, 968 ; forme, 967 ; immunisation, 968 ; action pathogène experimentale, 968 ; action pathogène naturelle, 968.
Anaplasmose, 968.
Anectasine, 315.
Anémie infectieuse du chien, 897.
— pernicieuse du cheval, 914.
Aniline, 244.
Animaux de laboratoire, 282.
Anneau de Ranvier, 288.
Anopheles (Peste du cheval), 916.
Anticorps, 336.
Antifoi’mine. Emploi, 50G.
Antigène, 222, 330.
Antiseptiques, stérilisation, 40 ; — affaiblissement des microbes, 346.
Antitoxine, 354.
Appareil de d’Arsonval, 50 .
— à contention, 286 ; de Latapie, 288 ;
de Debrand, 288.
— enregistreur de Cliauveau, 6 ;
de Lumière, 5.
— de Kitasato, 55.
— de Latapie pour récolte du sang,
— de Martin, 55.
— de Lumière fr., 69.
— de G. Roux, 398 .
— de Straus et VVurtz, 447.
— de verrerie, 19.
Argas re/lexus , 972.
Arsenic. Action sur pénétration des microbes dans le sang, 15.
Arsénophylglycine, 943.
Artichaut, 96.
Ascococcus , 12.
Aspergillose des bovidés 989 ; — des oiseaux 908.
Aspergillus , 987 — aviarius, 987 ; fumigatus, 987 ; cultures, 987 ; morphologie, 987 ; action pathogène expérimentale 990; action pathogène naturelle, 988 ; — glaucus, 987 ; — Lignieresi, 987 ; — niger , 75, 987.
Aspect des cultures liquides, 198 ; — des colonies, 200.
Aslerocnccus mycoïdes , 854.
Atmosphère, microbes, 441.
Atténuation, 342.
Autoclave de Chamberland, 42.
Autopsie, 308.
Avortement épizootique de la jument, 814, 839 ; — de la vache, 807.
Bacilles acido-résistants, 550 ; agglutinatination, 552 ; cultures, 552 ; — de la lèpre du rat, 291 ; rapports avec le Bacille de Koch, 553.
Bacille anlhracoïde. 736.
Bacille de l’avortement épizootique de la jument, 814; agglutination, 818; coloration, 817 ; cultures, 814; forme, 817 ; immunisation, 818 ; mobilité, 817 ; action pathogène naturelle, 818 ;
action pathogène expérimentale, 818; sérothérapie, 819 ; spores, 817 ; toxines, 819; vitalité, 817; virulence,
Bacille de Banc, 807 ; abortine, 813 ; agglutination, 810 ; baclériothérapie, 813 ; coloration, 809 ; culture, 807 ; diagnostic, 812; forme, 809; habitat, 810 ; immunisation, 813 ; isolement, 807 ; mobilité, 809 ; action pathogène naturelle, 810 ; action pathogène expérimentale, 811; séro-diagnostic, 812; toxines, 811 ; vitalité, 810 ; virulence,
Bacille de Brieger, 825.
— du charbon (v. Bactéridie char-
bonneuse).; — cyanogène, 641 ;
— de la diphtérie aviaire, 84C ;
— des veaux, 795 ;
— d’Eberth, rapports avec coliba-
cille, 418 ; — recherche, 417.
Bacille de l’entérite chronique hypertrophiante des bovipés, 543 ; coloration, 540 ; cultures, 544 ;' immunisation, 549 ; forme, 546 ; habitat, 546 ; isolement, 543; mobilité, 546; action pathogène expérimentale, 547 ; action pathogène naturelle, 54G ; recherche, 548 ; séro-diagnostic, 548 ; toxines,
Bacille de l’épididymo-vaginalite du cheval, 637 ; agglutination, 638 ; coloration, 638 ; cultures, 637 ; forme, 638 ; habitat, 038 ; isolement, 637; mobilité, 638 ; action pathogène expérimentale, 639 ; action pathogène naturelle, 638 ; sérum des malades, 640 ; spores, 638; toxines, 640 ; vitalité, 638 ; virulence, 638.
Bacille de Koch (voir Bacille tuberculeux).
Bacille de la morve, 585 ; agglutination, 589 ; coloration, 588 ; cultures, 585 ; diagnostic, 596 ; immunisation, 596 ; isolement, 585 ; malléine, 595 ; mobilité, 587 ; morphologie, 587 ; action pathogène expérimentale, 591 ; action pathogène naturelle, 589 ; séro-diagnostic, 604 ; spores, 587 ; toxines, 595 ; vitalité, 588 ; virulence, 588.
Bacille de la nécrose^ 795 ; coloration, 797 ; cultures, 795 ; forme, 798 ; habitat, 799 ; immunisation, 803 ; isole-
ment, 795 ; immunisation, 803 ; isolement, 799 ; mobilité, 799 ; action pathogène naturelle, 800 ; action pathogène expérimentale, 800 ; sérothérapie, 803 ; spores, 799 ; toxines, 803 ; vitalité, 799 : virulence, 799.
Bacille de Nicolaïcr, 771 ; — de l’œdème malin, 758.
Bacilles paralyphiquos, 838 ; — paratyphique A, 841 ; paratyphique B, 839;
— de Preisz-Guinard, de iTeisz-Nocard, 617 ; — de la psittacose, 844 ;
— pseudo-charbonneux, 735.
BACILLE DE LA PÏÉLO-N'KPHRITE DU I: >KUF,
034; coloration, 635; cultures, 634; diagnostic, 635 ; forme, 635 : habitat, 635; isolement, 634; mobilité, 635; action pathogène expérimentale, 635 ; action pathogène naturelle, 636 ; spores, 635.
Bacille pyocyanique, 641, agglutination, 644 : antagonisme, 645 ; coloration, 643 ; cultures, 641 ; culture eu solution chimique, 74; diagnostic, 649 ; fabrication de pigments. 644 ; forme,
643 ; habitat, 643 ; hémolysine, 648 ; immunisation, 648 ; mobilité, 643 ; modifications morphologiques, 10 ; action pathogène expérimentale, 646 ; action pathogène naturelle, 648 ; s'pores, 643 ; toxines, 647 ; vitalité,
644 ; virulence, 644 ; sérothérapie,
Bacille pyogène du p.oelt et du porc.
027 ; coloration, 628 ; cultures. 627 ; forme 628 : habitat', 629 ; isolement, 627 : mobilité, 629 : action pathogène expérimentale, 629 ; action pathogène naturelle, 62v» ; spores, 629.
Bacille du rouget, 707 ; agglutination, 708 ; coloration 707 ; cultures, 707 ; diagnostic, 711 ; forme, 707 ; immunisation, 713; isolement, 707; mobilité, 707 ; action pathogènè expérimentale, 710; action pathogène naturelle, 709 ; précipitation, 708 ; sérothérapie, 714; séro-vaccinalion, 714 ; spores, 708; toxines, 711; vitalité, virulence.
Bacille de Schmorl, 795.
Bacille tétanique, 771 ; agglutination, 770 ; coloration, 773 ; cultures, 772 ; diagnostic, 793 ; forme, 773, gaz, 776;
habitat, 775 ; immunisation, 792 ; isolement, 771; mobilité, 774; action pathogène naturelle, 776 ; action pathogène expérimentale, 779 ; sérodiagnostic, 794; sérothérapie, 381, 794; spores, 775; toxines, 790 ; vitalité, 775 ; virulence, 776.
Bacille tuuerculeux, 472 ; agglùtinabilité, 486 ; — aviaire, 528 ; — bovin, 488 ;
— action de la choline, 485 ; composition chimique, 486 ; coloration, 480 ; cultures, 472 ; cultures homogènes, 4T8 ; action de la dessiccation, 485 ; diagnostic bactériologique, 505 ; forme, 484; action des éthers chlorhydriques île la glycérine, 485 ; habitat, 485 ; — humain, 488 ; immunisation, 502 ; isolement, 472, 531 ; action de la lumière, 485; des mammifères, 472 ; mobilité, 485 ; action pathogène expérimentale, 491, 534; action de la neurine, 485, action pathogène naturelle, 487, 533 ;
— pisciaire, 539; portes d’cnLrée, 490 ; préparation par impression, 483; propriétés lécithinophiles, 525 ; action des rayons de la lampe à vapeurs de mercure, 483 ; spores, 485 ; toxines, 500 ; tuberculine, 500 ; unicité et dualité, 487 ; vitalité, 485 ; virulence, 485.
Bacillus, 12 ; — aerogenes capsulatus , 758; — anthrœcis , 716 ; — bifermenlans sporogenes, 805 ; — bolulinus, 841 ; — bovis renalis , 634.
Bacillus diphteriœ columbarum , 847 ; agglutination, coloration, 847 ; cultures, 847 ; diagnostic, 848 ; forme, 847 ; habitat, immunisation, 849 ; action pathogène expérimentale, 848 ; action pathogène naturelle, 848 ; sérothérapie, 849 ; toxines, 848 ; vitalité, 848; virulence, 848.
— enteriditis Gartner, 464 ; — /<7iformis, 795 ; — fœcalis alcaligenes , 825 ; — fædans , 806; — fœtidus , 825;
— fusiformis, 806 ; — gracilus putidus, 806; — mallei, 585 ; — necrophorus , 795 ; — necroseos, 795 ; — neopolitanus, 825 ; — nodulificaciens bovis, 568 ; — perfringens , 804 ; — phlegmones emphysematosœ , 758 ; — f phosphorescens, 210 ; — pyogenes
. fœtidus, 825; — pyogenes suis, 627;
— rhusiopathiœ suis, 707 ; — sarco-
physematos bovis , 743 ; — septicus, 758 ; spinosus, 806.
Bactéridie charbonneuse. 716; agglutination, 723 ; action des antiseptiques, 732; asporogène, 722; atténuation, 730 ; coloration, 719; cultures, 716; diagnostic, 732; forme, 719; gaine, 732 ; immunisation, 729 ; isolement, 716 ; mobilité. 719 ; action pathogène naturelle, 723; action pathogène expérimentale, 724 ; séro-diagnostic, 740; sérothérapie, 740 ; séro-vaccination, 741 ; spores, 720; thermo-précipitation, 738 ; toxines, 728 ; vitalité, 723 ; virulence, 723.
Bactérie du charbon symptomatique,
743 ; agglutination, 746 ; coloration,
744 ; cultures, 744; diagnostic, 750; forme, 745 ; habitat, 745 ; immunisation, 752 ; isolement, 743 ; mobilité,
745 ; action pathogène naturelle, 747 ; action pathogène expérimentale, 748 ; sérothérapie. 755 ; séro-vaccination, 755 ; toxines, 749; vitalité, 746 ; virulence, 746.
Bactérie de Chauveau, 743.
Bactérie du choléra des poules, 700 ; coloration, 702; cultures, 701; diagnostic, 703 ; forme, 701 ; habitat, 702 ; immunisation, 704 ; isolement, 701 ; mobilité, 702 ; action pathogène expérimentale, 703 ; action pathogène naturelle, 703 ; sérothérapie, 704 ; toxines, 703 ; vitalité, 702 ; virulence, 702.
Bactérie, ovoïde, 12, 698 ; polymorphisme, 9.
Bactériothérapie, 352, 471 ; de la tuberculose, 507.
Bactériolyse, 337.
Bactériotropine, 339.
Bacterium , 1*2 ; — Cliauvwi, 743.
Bains colorants simples, 243.
Baléri, 946.
Ballon de Fernbach, 24; — d’Erlenmeyer, 24; — pipette de Chamberland, 24.
Barbone, 699.
Beggiatoa, 12.
Beurre. Bacilles acido-résistants, 550.
Bichlorure de mercure, 244.
Bile. Action sur le virus de la peste bovine, 912 ; — sur le virus rabique, 865 ; influence sur le — tuberculeux,
Bleu de méthylène, 235. Pour apprécier le pouvoir réducteur du lait , 457 ; — d’aniline, 246 ; — phéniqué de Kiihne, 244 ; — de Roux, 245 ; — Victoria, 235.
Boite de Pétri. 25 ; — de Soyka, 26 ; — de Roux, 26.
Boophilus annulatus, 952 ; — decoloralus , 953.
Boudions, 79 ; — colorés, 84 ; — conservation et distribution, 80 ; — Liobig, 84 : — sucrés, glycérinés, 83 ; — sang-sérum, 87 ; — de veau, 79 ; — de viande, 79.
Botryocoque, 692.
Botryomyees equi , 693.
Bougie Chamberland, 50 ; — Borkefeld,
Bovo-vaccin, 503.
Bovo-vaccination, 34J, 543.
Bradsoo du mouton, 756.
Broncho-pneumonie caséeuse, 621 ; — infectieuse du bœuf, 699.
Broyeur Latapie, 294.
Brun de Bismarck, 235.
Brustseuchc, 699.
Bursattee, 997.
Cachexie aqueuse, 621.
Cadavre, — Envahissement par les bactéries, 15.
Cage pour petits animaux, 285.
Capsules, 265.
Carbonate de potasse, 296.
Carceag, 902.
Carmin boracique, 269 ; lithiné, 269.
Carotte. Jus de — , 78.
Carpinchos, 939.
Cellule. Culture en — , 73.
Centrifugeur, 4.
Chaînes latérales, 354.
Chaleur, comme moyen de stérilisation, 34; — sèche, 35.
Chambre chaude, 120 ; — de Vignal, 147; — étuve, 111; — humide de Bœttcher, 145 ; — improvisée, 146 ; — de de Barry et Geissler, 146 ; — de Ranvier, 145.
Champs maudits, 724.
Charbon bactéridien, 716 ; — symptomatique, 743.
Chat. Pseudo-tuberculose, 562.
Chauffage. Action sur les microbes, 197,
313 ; — à 100° et au-dessus comme procédé de stérilisation, 35; — au rouge, 36 ; — discontinu, 44.
Chenil, 284.
Chien, maladies, 284.
i Chlorhydrate d'aniline ; — d’hydroxylamine, 167.
Choléra asiatique, 437.
— des poules, 700.
— rotli, 216.
Cholérilysime, 317.
Choline. Action sur bac. tuberculeux,
Chromogènes, microbes, 205.
Cils, 254 ; — et agglutinabitité, 221 ;
— coloration, 225.
Cinématographie, 281 .
Cladothrix , 12,
Clapier, 284.
Claveau, 897.
Clavelée, 897 ; immunisation, 899 ; morphologie, 897 ; nature du virus, 897 ; action pathogène expérimentale, 899 ; action pathogène naturelle, 898 ; résistance du virus, 897 ; séro-clavelisation, 901 ; sérothérapie, 901 ; siège du virus, 897.
Clavelisation, 900.
Cloche pour culture dans le vide, 182. .
Cobaye, 283 ; maladies, 290.
Cocçidiose du lapin, 290.
Coccobacille, 12 ; — de la pseudo-tuberculose des rongeurs, 557 ; coloration 557 ; cultures, 558 ; morphologie, 557 ! action pathogène expérimentale, 500 action pathogène naturelle, 559 ; vitalité, 559; virulence, 559.
Coccus , 11.
Cokni streptothrix Israeli, 567; cultures, 575.
Colibacille, 825 ; agglutination, 830 ; coloration, 829 ; cultures, 826 ; diagnostic, 836 ; envahissement des cadavres, 15 ; formes, 829 ; habitat, 829 ; immunisation, 836; isolement, 825 ; mobilité, 829 ; action pathogène expérimentale, 835 ; action pathogène naturelle, 832 ; rapports avec le bacille d’Eberth, 418 ; recherche dans l’eau, 417 ; sérothérapie, 836; spores, 829; toxines, 835; vitalité, 830 ; virulence,
Colilysine, 317.
Collodion, sacs, 137.
Colonies: aspect sur milieux solides,
Coloration des capsules, 205 : — des cils, 255; — des microbes, 233; —
— des spores, 252. Avantages, 233 ; historique, 233 ; — double, 237; —
— des microbes vivants, 239 ; — après fixation, 241 ; — dans les vieilles cultures, 246; — dans les coupes, 266.
Complément, 222, 357
Composition du milieu. Influence sur le développement, 198.
Condensateur Abbe, 228.
Conglutination bacillaire, 616; — globulaire, 615.
Conservation des couleurs, 238 ; des cultures, 148; — des produits solubles, 333.
Creaothrix , 12.
Créosote, 244.
Crète blancln-, 1013.
Croup bacillus, 846.
Cryptococcus farciminosus , 977 ; — granulomatogenes , 982 , de Gotti et Brazzola, 982 ; — lîthogenes, 982 ; — parasi taris, 982 ; — ruber , 982.
Cryptocoque de la lymphangite épizootique, 977 ; bactériothérapie, 981 ; chimiothérapie, 981; coloration, 979; cultures, 977 ; diagnostic, 981 ; forme, 978 ; isolement, 977 ; action pathogène expérimentale , 980 ; action
pathogène naturelle, 980 ; sérum des animaux infectés, 980.
Cultures des aérobies, 132 ; — des anaérobies, 164 ; conservation, 148 ; — sous le microscope, 143, 186. En boites de Pétri, 157; en gouttes suspendues, 144 ; examen macroscopique, 194; méthqde d’Esmarch, 185 ; odeur, 211; en plaques de Koch, 157; en tubes de Roüx, 158 ; en tube de sable, 155 ; phosphorescence, 209 ; pouvoir chromogcnc, 205; récipient, 21; végétation, 194.
Cytase, 357.
Cytotoxines, 357.
Debab, 936.
Décoction de crottin de cheval, 78 ; — de fruits, 78.
Décoloration, 246.
Défaillances de la tuberculine, 515.
Dermatite ulcéreuse du cheval, 800.
Dermatocentor reticulatus, 952.
Dermo-réaction à la tuberculine, 519.
Dessiccation. Action sur les microbes, 344 ; — sur B. tuberculeux, 485 ; — de la matière à colorer, 242,
Destruction des cadavres, 5 ; — des rats et des souris, 403.
Desvengadera, 937.
Déviation du complément dans la morve,
Diagnostic bactériologique, 467.
Dialyse, 332.
Diaphragme, 229.
Diarrhée des veaux, 834.
Diphtérie aviaire, 846 ; rapports avec la diphtérie humaine, 850; rapports avec l’épilhélioma des oiseaux, 922 :
— du veau, 801 .
Dosage des microbes, 294.
Double coloration, 237, 246.
Dourine, 941.
East coast fever, 966.
Eau. Analyse, 387; — d'aniline, 244:
bactériologiquement potable, 390 : — de foin, 77 : — de levure, 78 ; — de lithine, 246; — de malt, 78; — de mer, comme milieu de culture, 77 :
— de pomme de terre, 78 ; — de louraillon, 78: — puisage, 394 ; — richesse microbienne, 390 ; — des robinets, filtration, 49 ; — transport. 394.
Eaux aux jambes, 800.
— rousses. 521.
Eclasinc, 315.
Ecurie, 284.
Eidamella spinosa. 1012.
Electricité. Action sur les microbes, 346.
El r'ocli, 621.
Encre de Chine, 252.
Endoconidium , 1012.
Enclomyces ulbicans , 983; cultures, 983 ; morphologie. 983 ; action pathogène expérimentale, 983 ; action pathogène naturelle, 984 ; propriétés du sérum des animaux infectés, 986.
Endotoxine, 313.
Enregistreur. Appareil de Lumière, 5.
Ensemencement, 133.
Entéqué, 699.
Entérite chronique hypertrophianlc des
bovidés (voir Bacille de, 543) : — croupale infectieuse du chat, 834 ; — septique des passereaux, 834.
Entérite pseudo-tuberculeuse infectieuse des bovidés. Voir. Bacille de l’entérite chronique hypertrophiante des bovidés,
Entéritidine, 549.
Eosine, 233.
Epithélioma contagieux des oiseaux, 920 ; cultures, 920 ; immunisation, 921 ; morphologie, 920; action pathogène expérimentale, 921 ; action pathogène naturelle, 920 ; rapports avec la diphtérie aviaire, 922 ; résistance du virus,
Erylhrasma, 997.
Essence de girofle, 246.
Espèce microbienne, 7.
Egalement de la matière à colorer.
Ethers chlorhydriques de la glycérine.
Action sur B. Tuberculeux, 485.
Etuve, 110 ; — Arloing. 1 14 ; — d’Arsonval, 120; — électrique, 116 ; — pour culture dans le vide, 182; — glacière de Miquel, 402 ; — de Pasteur, 114 ; — Schribaux-Roux, 114; — Salomonsen, 38 ; Wiesnegg, 28.
Euixodes ricinus, 953.
Examen microscopique, 226 ; avec coloration, 233 ; sans coloration, 232.
Exotoxine, 313.
Expectorations. Homogénéisation, 305.
Favus de la poule, 1013.
Fièvre aphteuse, 903 : cultures, 904 ; immunisation, 905 ; morphologie, 904 :
action pathogène expérimentale, 904; résistance du virus, 904; sérothérapie, 903 • siège du virus, 904.
— bilieuse du cheval, 960.
— de la côte orientale, 963.
— de Malte, 820 ; méditerranéenne,
— du Texas, 948.
Fièvre typhoïde (B. d'Eberth), 415.
Fièvre typhoïde du cheval, 913; immunisation, 914 ; nature du virus, 913; action pathogène expérimentale, 914 :
résistance du virus, 914; siège du virus, 914.
Fil de platine, 20.
Filtration. Procédé de stérilisation, 47 ; des gaz, 47 ; — des liquides, 48 ;
— modification des substances solubles, 48 : — de l'eau des robinets, 49 ;
— méthodes, 52.
Filtres d’amiante Garros, 02 ; Berkefeld,
H»3 ; Chamberland, 50 ; Kitasato, 50 ; Maillé, 63 ; mesure de la perméabilité,
52 ; en plâtre ou en sable, 50.
Fixateur, 337.
Fixation des préparations, 243.
Flambage, 35.
Fluorescéine, 235.
Foin feau de), 77.
Formiate de soude, 167.
Four, crématoire, 6; — de Kori, 0 ; de Pasteur, 38.
Fractionnement (méthode du), 443.
Fruits, 77 ; décodé, 78.
Fuchsine, 235.
Graine de la bactéridie charbonneuse,
Gale des oreilles du lapin, 290.
Ganglion plexiforme du chien enragé,
Gangrène gazeuse, 758 ; — traumatique,
Castro-entérite hémorragique du chien,
Gaz, filtration, 47 ; production dans les cultures, 211.
Gélatine, 97 ; — colorée, 102 ; — gélose, 106 ; — glycosée, 100 ; — lactoséc,
100 ; — peptonée, 92 ; — d’Elsner,
101 ; — de Nœggerath, 102 ; — de Piorkowski, 101 : — liquéfaction, 217.
Gelée de lichen, 447.
Gélose, 103 ; — colorée, 107 ; — glycérinée, 106 ; laetosée, 106 , peptonée, 104 ; — placenta, 108 ; — pomme de terre, 107 ; — sanglante, 107 ; — Chantemesse, 107 ; — Sabouraud, 1002 ; - Wertheim, 107.
Générateur d’hydrogène, 655.
Glacière de Miquel, 401.
Glossina morsitans, 925, — pctlpalis ,
Glucoproléines, 76.
Glucosamine, 77.
Glycérine, comme décolorant, 240.
Glycosurie rabique, 879.
Godet favique, 1009.
Gourme,' 665.
Goutte suspendue, 144.
Grain actinomycosîque, 571.
Granules de Koch, 965.
Grenouille, 284.
Groupe haptophore, 355.
Gymnoascées, 990.
Haptophore, 355.
Heart water, 916.
Hémoglobinurie, 956.
Hémolyse, 337.
Hémolysine, 317 ; — du b. pycocyaniquc,
Hémolytique, 222.
Hœmaphysalis leachi , 952.
Homogénéisation des expectorations, 505.
Huile d’aniline, 244, 246 .
Humeur aqueuse, milieu de culture, 73.
I Hyal-ornma œgryptium, 952.
Hydrates de carbone. Différenciation des streptocoques, 654.
Hydrogène sulfuré, 217.
Hydroquinone, 167.
Hyphomycosis destruens. 997.
Indice opsonique, 339.
Infections alimentaires, 837.
Infusions animales, 79 ; — végétales, 77. Infusoires. Terre d’ — , 63.
Immersion homogène, 227.
Immunisation, 336.
Immunisine, 357.
Immunité, 336 ; — acquise, 354 ; — antitoxique, 354 ; — bactéricide, 357 ; — naturelle, 354.
Immunkorper, 358.
Indol, 215.
Inoculation, 293 ; — divers modes, 297.
Inoscopie, 507.
Institut d’hygiène, 7 ; — de bactériologie, 7.
Intoxications alimentaires, 837.
Intra- dermo- réaction à la tuberculine,
Iode, 244.
Iris, diaphragme, 229.
Isolement des aérobies, 149 ; — par l’action de températures variables, 149 ; — par inoculation, 151 ; par cultures liquides, 152 ; — par dilution 153 ; par fractionnement en gouttelettes, 153 ; —
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par les cultures filtrantes, 153; sur milieux solides, 158 ; — par stries sur gélose, 159.
Isolement des anaérobies, 187 — ; par la chaleur, 187, par inoculation, 188; par cultures liquides, 188; par cultures sur milieux solides,
Ixodes hexaf/onus, 952; — ricinus', 952.
Jaunisse maligne du chien, 960.
Javart cartilagineux, 800.
Johne's disease, 543.
Jus de carotte, 72.
Krystall violet, 235.
Laboratoire, installation, 3 : — de rc-, cherches sur les maladies infectieuses, 3.
Lait. Analyse, 454 ; bactéries, 454 ; — bleu, 209’, G41 ; — jaune, 209; — milieu de culture, 72 ; Recherche du B. tuberculeux, 506 ; — rouge, 209.
Lakmusmolke, 85.
Lame, 230.
Lamelle, 230.
Lampe en quartz à v apeurs de mercure.
■ Action sur B. tuberculeux, 483.
Lapin, 283, maladies, 289.
Leeches, 997.
Leislimania canis, 974.
Leishmaniose, 974.
Lèpre du rat, 291.
Leptothrix , 12.
Leucémie de la poule, 922.
Leucocidine, 317.
Leuconosloc 12.
Lichen, gelée, 447.
Liquéfaction de la gélatine, 217 ; de la gélose, 219.
Liquides artificiels comme milieux de culture, 74; — naturels, 68; nutritifs sur substances inertes, 109.
— de Colin, 74 ; — de Flemming, 206 ; de Lepierre, 76 ; de Lôffler (capsules), 265 ; de Mayer, 74 ; de Müller, 267 ; de Nœgeli, 76 ; — d’Ouchinsky, 70 ; — de Pasteur,
74 ; de Ziehl, 2ï4.
Lophophyton gallinœ , 1012 ; cultures, 1012 ; action pathogène expérimentale, |
1012 ; action pathogène naturelle, 1012 aspect des squames, 1012.
Lumière. Action sur les bactéries, 136 Lung disease, 621- Lymphangite épizootique, 977.
— ulcéreuse, 621 .
Lympho-liematocytozoon parvum, 965.
Machine pneumatique, 173.
Macrocytase, 357.
Mal de bois, 956 ; — de brou, 956.
— de Caderas, 937.
— de Lure, 630.
— rouge, 621.
Maladie d’Aujeszkv, 893.
— des chiens. 895, immunisation,
896 ; morphologie, 895 ; action pathogène expérimentale, 896; résistance du virus, 896 ; sérothérapie, 896 ; siège du virus,
— de Lolland, voir Bacille de l’enté-
rite chronique hypertrophianlc des bovidés, 543.
Malléine, 595.
— injection sous-cutanée, 600.
— réactions locales, 603.
Mammite contagieuse des vaches laitières,
— gangréneuse des brebis, 691.
Mancha, 621.
M'bori, 932.
Mercure. Alion des vapeurs sur Bacille tuberculeux, 483.
Microbe de la péripneumonie, 854; agglutination, 857 ; coloration, 855; cultures, 854 ; diagnostic, 859 ; filtration, 859 ; forme, 855; immunisation, 859 ; isolement, 854 ; mobilité, 855 ; action pathogène expérimentale, 857 ; action pathogène naturelle, 857 ; précipitation, 857 ; séio-diagnoslic, 857 ; sérothérapie, 860 ; toxines, 850 ; vitalité, 857 ; virulence, 857.
Microbe de la suppuration caséeuse, 617 ; coloration, 618 ; cultures, 617 ; forme, 619 ; habitat, 619 ; historique, 647 ; immunisation, 624; isolement, 617; action pathogène expérimentale, 621 ; action pathogène naturelle. 020 ; sérothérapie, 624 ; toxines, 624 ; toxinodiagnostio, 626 ; vitalité, 620 ; virulence ; 620.
Microbe» de l’atmosphère 441.
Microbe de Bordct (diphtérie aviaire), Microbes colorés, comme vaccins, 241 ;
— examen microscopique, 226 ;
— chromogènes, 205; — frigoriphîles, 195.; — invisibles, 13, 851; — morphologie, 11.
— pathogènes des animaux, 467,
— passage à travers les parois po-
reuses, 224.
— photogènes, 209.
— du sol, 441 .
Microbiologie, 1.
Micrococcus , 11.
Micrococcus melitensis, 820 ; agglutination, 824 ; coloration, 821; cultures, 820; diagnostic. 824; forme, 821; habitat, 821 ; immunisation, 823 ; isolement, 820 ; mobilité, 821 ; action pathogène expérimentale, 823 ; action pathogène naturelle, 822 ; séro-diagnostic, 824 ; sérothérapie, 824 ; toxines, 823; vitalité, 821.
Micrococcus phosphoreus, 210; — tetraqenes septicus, 695.
Microcoque de la mammite gangréneuse des dredis, 691 ; coloration, 691 , cultures, 691 ; immunisation, 692 ; action pathogène expérimentale, 692 ; action pathogène naturelle, 692 ; sérothérapie, 692.
MicHocoque tétragène, 695 ; cultures, 695 ; forme, 695 ; action pathogène, 696, toxines, 697 ; vitalité, 695.
Microcytase, 357.
Micromètre, 230.
Microphotographie, 274.
Microscope, 227.
Microsporum caninum, 1010.
Microsporuw. equinum , 1010 ; cultures, 1010 ; action pathogène expérimentale, 1012; action pathogène naturelle, 1012 ; aspect du poil parasité, 1010.
Microsporum felineum , 1010.
Mie de pain, 108.
Milieux de culture, 65 ; liquides, 68 ; culture, 133 ; milieux solides, culture, 141 ; liquides artificiels, 73; — solides, 88 ; — naturels, 88 ; — artificiels, 97;
— sulfurés pour les anaérobies, 797.
Mobilité, 239 ; et agglutinabilité, 220. Moelle rabique, 884.
Mordant, 243.
Morphologie des microbes, 11.
Mors de Malassez, 287.
Morve (Bacille de la — ), 5S5 ; diagnostic bactériologique, 596 ; séro-diagnostic, par agglutination, 604 ; par conglutination, 615 ; par déviation du complément, 611, précipitatiou, 610.
Mousse d’Irlande, 104, 108.
Moût de bière, 108.
Muguet, 983.
Murrina, 937.
Mycobacterium enteriditis chronicæ pseudotuberculosæ bovis, 543 .
Nagana, 933.
Nécessaire de Miquel, 403.
— de J. Roux, 404.
Nécrose cutanée (cheval), 800.
Néphrotoxine, 357.
Neurine. Action sur B. tuberculeux, 485.
Neutral-roth, 85; analyse de l’eau, 427.
Nulallia equi 960 ; distribution géographique, 960 ; forme, 960 ; immunisation, 961 ; action pathogène expérimentale, 961 ; action pathogène naturelle,
Nocardia bovis, 567 ; cultures, 573.
Objectif, à immersion, 227.
Oculaire, 228.
Oculo-réaction à la malléine, 603 ; — à la tuberculine, 519.
Odeur des cultures, 211.
Œdème malin, 758.
Œufs comme milieux de culturesliquides, 73 ; solides, 93.
Oiseaux, 284, maladies, 292.
Organes, comme milieux de culture, 93.
Oospora canina, 1013; — rubra , 997.
Opsonine, 338, 527.
Ophtalmo-réaction à la malléine, 603, — à la tuberculine, 519.
Oxychlorure de ruthénium, 237.
Oxygène. Action sur les microbes, 345.
Pain, 108.
Panaris (bœuf), 800.
Papier-filtre pour capuchon, 22; — à la gelée de lichen, 447.
Paracolibacilles, 825.
Paralysie bulbaire infectieuse , 893 ;
immunisation, 895; nature du
virus, 893 ; action pathogène experimentale, 895 ; action pathogène naturelle, 898 ; résistance du virus, 894 ; siège 893.
Paralysie enzootique des bovidés, 835.
Paraplégie enizootique de la jument,
Parois poreuses. Passage des microbes,
Passage des microbes à travers les parois poreuses, 224.
Pasteurella, 12, 698 ; — aviaire, 7QÛ ; — de Guérin, 847.
Pasteurisation, 45.
Peplo-gèto-sel, 87.
Peplone, 85, suppression, 79.
Péripneumonie, 854 (v. microbe).
Peste aviaire, 919; culture, 919; nature du virus, 919 ; action pathogène expérimentale, 919; action pathogène naturelle, 919 ; résistance du virus, 920; siège du virus, 919.
Peste boba, 937.
Peste bovine, 911 ; immunisation, 912; morphologie, nature du virus, action pathogène expérimentale, 911 ; résistance du virus, 912; sérothérapie, 912; séro-vaccination, 912 ; siège du virus,
Peste du chevai,, 915 ;. immunisation, 916; nature du virus, 916; action pathogène expérimentale, 916 ; action pathogène naturelle, 915 ; ré-istance du virus, 916; sérothérapie, 9-16.
Peste du porc, 917 ; immunisation, 918 ; nature du virus, 917 ; action, pathogène expérimentale, 918 ; action pathogène naturelle, 917;. résistance du virus, 918 ; sérothérapie,. 918,, sérovaccination, 918.
Peste du renne, 757.
Petit-lait,. 72; tournesolé, 84.
Phénol, 244.
Philocytase, 358.
Photobactéries, 209.
Photobac terium sarcophilum, 210.
Pholade dactyle, 211.
Photographie, pour la numération des colonies, 414.
Phosphorescence, 209.
Picrate de rosaniline, 235.
Pigments, 206, — du b. pyocyanique,
Pince de Cornet, 239.
Piroplasma annulatum, 966.
— argentinum ,, 958.
— . i igeminum, 95-6 ; distribution géo-
graphique, 93.6 ; forme, 956 ; immunisation, 957 ; action pathogène expérimentale, 957 ; action pathogène naturelle, 956.
— caballi,, 960..
— canis, 159 ; distribution géogra-
phique, 959 ; forme, 963 ; immunisation, 960 ; action pathogène expérimentale, 960;. action pathogène naturelle, 959.
— divergeas, 958.
— ■ hirci, 963.
— leporis , 964.
— mutans , 963 ; distribution géogra-
phique, 963 ; forme 959 ; immunisation, 960 ;, action pathogène naturelle, 963.
— osis , distribution géographique,
962 ; forme, 961 ; immunisation, 962 ; action pathogène expérimentale r 962 ; action pathogène naturelle, 962 ; résistance du virus,, 96,2.
Piroplasmes, 948 ; chimiothérapie, 955 ; coloration, 948; cultures, 951 ; formes de développement dans les tiques, 154 ; immunisation,. 955 ; morpholo- Iogie, 948 ; multiplication dans le sang, 95 1 ; action pathogène, 954 ; transmission,, 9.52.
Piroplasmose du, bœuf, 956, 963 ; — du cheval, 960 ; — de la chèvre, 963 ;
— du chien, 959 ; — du lièvre,. 964 ;
— du mouton, 962.
Pirosoma bigeminum 948.
Pissette, 239.
Pigments du B. pyocyanique, 644,.
Plaques de Stüller, 170.
Plasmakugeln, 965.
Platine chauffante, J 48, 242 ; — de Ranvier, 148 ; — de Reichert, 148.
Pleuro pneumonie septique des veaux,
Pneumo -bacillus ligue faeiens bonis,
Pneumo-entérite du bœuf, 698.
Pneumonie contagieuse de la chèvre,
— du cobaye, 29 L.
Poisons du corps microbien, 313.
Poissons. Tuberculose, 539.
Polyarthrite des veaux, 835.
Polymorphisme des bactéries, 9.
Pomme de terre, 93 ; — lube, 27 ; eau de — , 78.
Ponction du cœur chez le cobaye, 302 ;
— transorbitaire du sinus caverneux,
Poule. Pseudo-tuberculose, 562.
Pouvoir, chromogène, 205, 207', — réducteur du lait, 457.
Précipitahililé, 221.
Précipitation de la malléine, 610.
Prélèvements sur l’animal vivant, 305 ;
— sur le cadavre, 307.
Préparateur, 358.
Préparations par impression, 483 ; — de viandes. Analyse, 458.
Pression. Régulateurs, 121.
Procédé — à l’acide phénique (analyse de l’eau), 423 ; — de Bordas, 432 ; — de Cambier, 424 ; — de Chantemesse et Widal, 423 ; — de Chauveau et S. Arloing, (analyse de l'eau), 1079 ; — de la culture filtrante, 435 ; d’Eijkmann, 428 ; — de FederoH, 432 ; — de Fol (analyse de l’eau), 4l)9 ; — de Miquel, (analyse de l’eau), 407 ; — de Péié, 424 ; — de Vallet, 429 ; — de Vincent, 423.
Produits solubles microbiens, 310 ; — conservation, 333 ; — nature, 320 ; — préparation, 322 ; — virulents, récolte, 303
— volatils des cultures, 243, 647.
Pronostic bactériologique, 470. Pseudo-rage, 893.
— tuberculeux, 555.
— tuberculose, 555 ; — des agneaux,
621 ; — d’origine bovine, 562 ;
— du chat, 562 ; — du cobaye, 291 ; cocco-bacillaire, 356 ; — du lapin, 290 ; — de la poule, 562 ;
— du veau, 564.
Psittacose, 844.
Purpurine, 235.
Pus bleu, 209.
Pustule maligne, 724.
Pyélo-uéphrite du bœuf, 634.
Pyobacille du mouton et de la chèvre»
630; coloration, 631; cultures, 630 ; forme, 631, habitat, 631 ; immunisation, 632 ; mobilité, 631 ; action pa-
thogène expérimentale, 632 ; action pathogène naturelle, 631.
Pyocvanase-immunprotéide, 648.
Pyocyanine, 208, 644.
Pyocyanique, modifications morphologiques, 10 ; (voir Bacille).
Pyocyanolysine, 318.
Pyoxanthose, 209.
Pyrogallate de potasse, 167.
Racines, comme milieux de culture, 97.
Radium, 346 ; action sur le virus rabique, 893.
Rage, 860 ; affaiblissement de la vii’ulence, 867; corps de Negri, 871 ; culture, 876 ; rage fur ieuse, 861 ; ganglion plexilorme, 869 ; diagnostic, 877 ; exaltation de la virulence, 863 ; glycosurie, 879 ; immunisation, 880, 890 ; lésions, 858, nature du virus, 876 ; action pathogène expérimentale, 862 ; action pathogène naturelle, 861 ; action du radium, 893 ; des rayons Rôntgen, 8°3 ; rage paralytique, 861 ; sérothérapie, 891 ; séro- vaccination, 892 ; siège du virus, 867, traitement, 881 ; vaccinations, 886 ; virulence, 863. 867 ; virus fixe, 863.
Raisin gélaliné, 101.
Ratinbazillus, 464.
Rats, destruction, 463.
Rayons Rôutgen, action sur les microbes, 346; action sur le virus rabique, 893.
Réactifs de l’oxygène, 187.
Réaction, de déviation du complément,
— d’Erlich, 214.
— de fixation dans la tuberculose,
— de Legal, 217.
— de précipitation, 525 ; du rouge
choléra, 216.
— à la tuberculine, 510.
— locales à la tuberculine, 518.
Réactivation du venin de cobra, 525.
Réceptivité. Augmentation, 295.
Récipients à cultures, 21.
Récolte des produits virulents, 303.
Reclo-réaction à la tuberculine, 519.
Redwater, 956.
Refroidissement. Action sür les microbes, 196.
Régulateurs, 110, 121; — à gaz, 12'4 ;
— à liquides, 122 ; — métalliques, 127 ; — de pression, 121 ; — pour températures élevées, 129;, — thermorégulateurs, 121 ; — Chauveau 125 ; — Lumière, 123; — Rohrbeck, 125.
Réinoculations de la tuberculose, 517.
Résorcine, 167.
Rhino-réaction à la tuberculine, 521.
Rhipicephalus cmnulatu& , 952 ; appendiculatus , 952 ; bursa , 952 ; Evertsi, 952; simus, 952.
Rinderseuche, 698.
Rongeurs. Pseudo-tuberculose coccobacillaire, 557.
Rouge-choléra, 216.
Rouget, 707.
Rubine, 235.
Sac de collodion,. 137.
SaEranine, 235.
Saignée des animaux producteurs de sérum, moment, 362 ; technique, 368.
Salage de l’eau, 402.
Sang, milieu de culture, 71.
Sang de rate, 724.
Sarcine, 12.
Sarcosine, 77.
Sclerolhrix Kochii, 472.
Sensibilisatrice, 338, 358.
Septicémie expérimentale aigüe,, 758 ;
— hémorragique, 698 ; — du lapin, 290 ; — des oiseaux, 292..
Seringue, 30 ; de Straus-Colin, 30 ; à piston d’amiante, 31 ; de Luier et Duguet, 32, d’inghilleri, 32.
Séro-diagnostic par agglutination de la morve, 604 ; de la tuberculose, 523.
Sérosités normales comme milieux de culture, 73, — pathologiques, 73.
Sérothérapie, 351 ; accidents, 363;
— du B. pyocyanique, 649.
— du botulisme, 842.
— du charbon bactérien, 740.
— de la gourme, 668.
— de la tuberculose, 527.
Sérum. Gélification, 90 ; glycériné, 92 ;
hémolytique, 222 ; liquide;, 68, 88 ; obtention,, 8&: stérilisation, 89i. S. thérapeutique : conservation, 379 ; mesure de leur activité, 378; — mode d’administration, 363.
Sérum antidiphtérique. Action contre la.
diphtérie des poules, 349 ; — antitétanique, 364; — antituberculeux, 527 ; — antistreptococcique, 383 ; — antiaphteux, 905 ; — anticharbonneux, 740;
— anticlaveleux, 905 ; — anticolibaeillaire, 836 ; — autigangréneux, 770 ; — antigourmeux, 668; — antipyocyanique, 649 ; — antirabique, 891 ; — antistaphylococcique , 690; — S. contre l’agalaxie contagieuse, 903 ; — le bacille de la nécrose, 803 ; — bacillus botulmus , 84 ;
— la bactérie du choléra des poules, 705 ; — le charbon symptomatique, 755 ; — le microbe de la suppuration carieuse, 625 ; — la peste bovine, 912;
— la peste du cheval, 916 ;
— la peste du porc, 918 ; — le rouget, 713 ; — la vaccine,
Signe de Slraus, 598.
Sol. Microbes du —, 449.
Solutions chimiquement définies comme milieux de culture,. 75 ; — d’Ehrtich, 248 ; — de Lugol, 248.
Somatose, 86.
Souma, 939.
Souris, 282 ; — destruction, 463.
Sous-cuti-réaction à la tuberculine, 521.
Spermoloxine, 357.
Spores. Coloration, 252.
Sporulation^ 219.
Staphylocoque, 672.
— pyogène, 672^; agglutination, 679 ; bactériothérapie, 690 ; coloration, 676 ; cultures, 673 ; diagnostic, 689 ; forme, 676 ; habitat, 677 ; immunisation, 688 ; isolement, 673 ; mobilité. 617 ; action pathogène expérimentale, 680 , action pathogène naturelle, 680 ; pouvoir chromogène, 673 ; prédisposition, 688 ; sérothérapie, 690 ; spores, 677 ; toxines, 686 ; vitalité, 677 ; virulence,
Stegomia (Peste du cheval), 916.
Streptobacille, 12..
Streptococcus, 12.
Stheptocoque, &§0>; Streptocoque pyogène, 650:; agglutination, 656 ; différenciation par les hydrates de carbone; 652; espèces, 650; coloration, 655; diagnostic, 664 ; cultures, 65.1 ; forme, 655 ; habitat, 655 ; immunisation, 663 ; isolement, 651 ; mobilité, 655 ; action pathogène expérimentale, 659 ; action pathogène naturelle, 658; sérothérapie, 665 ; spores. 655 ;; toxines, 662 ; vitalité, 656 ; virulence, 656.
Streptocoque de la gourme , 665 ; coloration, 666 ; cultures, 665 ; forme, 666 ; immunisation, 668 ; action pathogène, 666 ; sérothérapie, 668.
— de la mammite contagieuse des
vaches laitières, 608 ; agglutination, 670 ; coloration, 670 ; cultures, 669 ; diaguostic, 671 ; forme, 670 ; habitat, 670 ; isolement, 669 ; action pathogène expérimentale, 671 ; action pathogène naturelle, 670'; vitalité, 670; virulence, 670.
Steplothrix, 12 ; actinomyces , 567 ; — du bétail de Calcutta, 581 ; — canis, 584 ; — caprœ , 584 ; — de Cuillé, 584; — eumculi, 795 ; — de Dean, 584 ; farcinica, 583 ; — necrophora, 795 ;
— pseudo-aetinomycosis polvmorphus,
Stérilisateur de Koch, 40.
Stérilisation, 34 ; par la chaleur, 34 ; par chauffage continu à 100° et audessus, 35 ; par flambage, 35 : par air chaud, 36 ; par la chaleur humide, 39- ; par la vapeur sans pression, 40 ; par la vapeur sous pression, 41 ; du sérum, 45 ; par des substances antiseptiques, 46 ; par filtration, 47 ; par rayons ultra-violets, 63.
Stomatite pseudo-aphb-use des bovidés, 905 ; — ulcéreuse du mouton, 801.
Substances, — solubles, modification par filtration, 48 ; — inertes imprégnées de liquides nutritifs, 109.
Sulfindigotate de soude, 167.
Sulfure de calcium, pour la culture des anaérobies, 797.
Suppuration caséeuse, 617.
Spirilles, 870;.
Spirillum , 12.
Spirochœta, 93.
Spirocl œta canis, 974 ; — equi, 974 ; gallinarum, 971 ; — Neveuxi, 971 ; — Nieollei, 971 ; — ovina , 974 ; — du porc, 974 ; — Theileri, 974 ; — Tsckischir, 975.
Spir ochète de l’oie, 973 ; — de la poule,
Spirochètes, 970.
Sporo-agglutination, 996.
Sporolrichose, 991.
Sporotrickum Beurmanni, 991 ; chimiothérapie, 996 ; coloration, 992 ; cultures, 991 ; diagnostic, 994 : habitat, 993 ; isolement, 991 ; action pathogène expérimentale. 993 ; action pathogène naturelle, 993 ; séro-diagnostic, 996 ; spores, 992 ; virulence, 993 ; toxines, 994 ; vitalité, 993.
Surmenage. Pénétration des» microbes dans le sang, 15.
Surra, 930.
Swamp fever, 914.
Symbiose fuso-spirillaire, 806.
Tahaga, 936.,
Tanin, 243.
Teignes, 998 ; classification, 999 ; coloration, 1001 ; cultures, 1001 examen microscopique, 1600,; prélèvement, 991
Theileria par va, 964 ; culture 965 ; distribution géographique, 965 ; forme, 964 ; immunisation, 966 ; action pathogène expérimentale, 966 ; action pathogène naturelle, 966'.
Températures eugénesiques pour les cultures, 195 ; — mortelles, 196.
Terre d’infusoires, 63.
Tétanos, 771 .
Tetragenus, micrococcus, 11.
Theileriose, 965.
Thermo-régulateurs, 121.
Théorie d’Ehrlich, 355.
Thionine, 235 ; — phéniquée, 245.
Thérapeutique bactériologique, 471.
Thermo-précipitation. 739.
Tiques. Développement des piroplasmes,
Tissu musculaire. Flore bactérienne,
Toxalbumines, 321.
Toxines, 343; albuminoïdes, 332; alcaloidiques, 330!. '
Toxino-diagnostic des infections à microbes de la suppuration caséeuse,
Toxinolhérapie, 352, 971 ; — de la tu- Toxoïdes, 356.
Toxines, 356.
Traitement pasteurien antirabique, 881.
Tricliophyton , 1002; — album , 1008.
— c aninum, 1006; cultures, 1006;
action pathogène expérimentale, 1006 ; action pathogène naturelle, 1006 ; aspect du poil parasité, 1007.
Tricophyton discoïdes, 1 008 : — ectothrix mégaspores, 1007.
Tricliophyton equinum , 1006 ; cultures, 1006 ; action pathogène expérimentale, 1006 ; action pathogène naturelle, 1006 ; aspect du poil ' parasité, 1006.
— laviformes, 1009; cultures, 1008 ;
action pathogène expérimentale, 1009; action pathogène naturelle, 1008 ; aspect du poil parasité, 1007.
— mentagrophytes yar. granulosum.
1002 ; cultures, 1003 ; action pathogène expérimentale, 1004 ; action pathogène naturelle, 1004 ; aspect du poil parasité,
Tricliophyton ochraceum, 1001 ; — verrucosum, 1008.
Tricliophyton mentagrophytes var. astéroïdes, 1004; cultures, 1005; action pathogène expérimentale, 1006 ; action pathogène naturelle, 1005 ; aspect du poil parasité, 1004.
Tristezza, 936.
Trituration des microbes, 328.
Trompe à eau, 29, 174.
Tropéoline, 235.
Trypanbleu, 955.
Trypanosoma Annamense, 933 ; forme, 933 ; action pathogène expérimentale, 933 ; action pathogène naturelle, 933 ; répartition géographique, 933.
— Brucei, 933 ; forme, 933 ; modes
d’infection, 935 ; action pathogène expérimentale, 935 ; action pathogène naturelle, 934 ; répartition géographique, 934.
Trypanosoma Cazalboui, 939 ; forme,
939 ; modes d’infection, 940 ; action pathogène expérimentale,
940 ; action pathogène naturelle,
940 ; répartition géographique,
— congolense, 944 ; chimiothérapie,
945 ; forme, 944 ; modes d’infection, 945 ; action pathogène expérimentale, 745 ; action pathogène naturelle, 945 ; répartition géographique, 945.
— dimorphon, 943 ; forme, 943 ;
modes d’infection, 944 ; action pathogène expérimentale, 944 ; action pathogène naturelle, 944 ; répartition géographique,
— Evansi , 930 ; forme, 930 ; modes
d’infection, 932 ; action pathogène expérimentale, 931 ; action pathogène naturelle, 931 ; répartition géographique, 931.
— Evansi , var. M'borii, 9a2 ; forme,
932 ; action pathogène expérimentale, 933 ; action pathogène naturelle, 932 ; répartition géographique, 932.
— equinum, 937 ; forme, 937 ; modes
d’infection, 939 ; action pathogène expérimentale, 938 ; action pathogène naturelle, 938 ; répartition géographique,
— equiperdum, 941 ; chimiothéra-
pie, 943 ; diagnostic, 943 ; forme, 741 , modes d’infection, 943 ; action pathogène expérimentale,
941 ; action pathogène naturelle, 941 ; répartition géographique, 94.
— hippicum , 937 ; forme, 937 ;
modes d’infection, 937 ; action pathogène expérimentale, 937 ; action pathogène naturelle, 937 ; répartition géographique,
— nanum, 945 ; forme, 945 ; modes
d’infection, 946 ; action pathogène expérimentale, 946 ; action pathogène naturelle, 946 ; répartition géographique, 946.
— Pecaudi, 946 ; forme, 946 ; mode
d'infection, 948 ; action pathogène expérimentale, 947 ; action pathogène naturelle, 947 ; répartition géographique. 947.
T njpanosoma pecorum , 946 ; forme, 946 ;
mode d’infection, 946 ; action pathogène' expérimentale, 946 ; action pathogène naturelle, 946 ; répartition géographique, 946.
- soudanense, 936 ; forme, 936 ; modes d’infection, 937 ; action pathogène expérimentale, 936 ; action pathogène naturelle, 936 ; répartition géographique,
— togolense, 936 ; forme, 936 ; ac-
tion pathogène expérimentale, 936 ; action pathogène naturelle, 936 ; répartition géographique, 936.
— venezuelense, 937.
Trypanosomes, 923 ; coloration, 928 ;
cultures, 926 ; diagnostic bactériologique, 928 ; évolution, 923 ; fixation, 928 ; chimiothérapie, 930 ; classification, 930 ; inoculation, 929 ; modes de propagation, 9 24 ; morphologie, 923; action pathogène, 926 ; — du rat, 291 ;
— résistance, 926 ; — sérum des animaux atteints, 928 ; vitalité, 920.
Trypanrosan, 946.
Tsé.tsé, 924.
Tubes de verre, 19 ; — Pasteur, 22 ; — à pomme de terre, 27 ; — de sable, 155 ; — de Roux pour anaérobie, 17,
Tuberculeux, voir Bacille, 472.
Tuberculine, 328, 500. Injection souscutanée, 509. Doses, 513. Accoutumance, 514. Défaillances, 515. Réactions locales, 518.
Tuberculose, 472. Bactériothérapie, 427. Hémothérapie, 527 ; sérothérapie, 527. T. pisciaire, 539 ; du lapin, 200 ; zoologique, 556.
Typho- anémie infectieuse du cheval, 914; chimiothérapie, 915; immunisation, 915; nature du virus, 914; action pathogène expérimentale, 915 ; action pathogène naturelle, 914; résistance du virus, 915 ; sérothérapie, 915 ; siège du virus, 914.
Typholysine, 317.
Typhus du chien, 699.
Ultra-microscope, 231.
Unicité et dualité du B. tuberculeux,
Urine, milieu de culture, 72.
Vaccine, 905 ; cultures. 906 ; immunisation, 908 ; morphologie, 906 ; nature du virus, 906 ; action pathogène expérimentale, 906 ; préparation du vaccin, 909 ; rapports avec la variole, 910 ; résistance du virus, 908 ; sérothérapie, 909 ; siège du virus, 906.
Variole aviaire, 920.
— du porcelet, 918.
— Rapports' avec la vaccine, 910.
Veau. Pseudo-tuberculose, 564.
Venin de cobra, réactivation, 525.
Vert de méthyle, 235.
Vésuvine, 235.
Végétation des cultures, 194.
Vibrio, 12.
Vibrion cholérique des oiseaux, 843.
— de Koch, 437.
Vibrion septique, 758 ; agglutination, 763 ; cils, 760 ; coloration, 760 ; cultures, 758 ; diagnostic, 769 ; forme, 760 ; gaz, 763 ; habitat, 761 ; immunisation, 768 , isolement, 758 ; mobilité, 760 ; action pathogène naturelle, 763 :
action pathogène expérimentale, 763 ; sérothérapie, 770 ; spores, 760 ; toxines, 767 ; vitalité, 761 ; virulence,
Viandes. Analyse, 458.
Vieillissement, action sur les microbes,
Vin, 79.
Violet aniliné, 245 ; — dahlia, 235 ; — gentiane. 235; — méthyle, 235. Vibrio Metsclinikovi, 842.
Virus filtrants, 13, 851 ; culture, 853 ; filtrabilité, 851; invisibilité, 852; nature, 852; action pathogène, 853.
Virus fixe (rage), 863.
— des rues (rage), 862.
— sensibilisé, contre la clavelée, 902.
Wildseuche, 699.
Zoogléc, 12.
Zwischenkorper, 358.
TABLE ALPHABETIQUE DES NOMS D’AUTEURS
Aliba, 874.
Abbe, 228.
Abbot, 553.
Abrami, 986.
Aclialnie, 653, 658.
Achard, 661, 672, 683, 685, 697, 838.
Adil, 906, 911.
Albien, 544.
Alleaux, 171, 795.
Alvarez, 550.
Amici, 227.
Angelici, 599, 603.
Archibald, 690.
Arloing, 83, 114, 153, 211, 320, 407, 412, 478, 497", 498, 499, 501, 503, 515, 516, 517, 524,530, 534, 538, 564, 650, 658r 680, 743, 758, 859.
Arloing (F.), 518.
Armani, 699.
Arnauld, 75, 641.
Aronson, 487.
Arpad, 604.
Avsonval (D ), 784.
Artault, 643.
Aruch, 596.
Asakawa, 786.
Ascoli, 709, 738.
Auch 6, 538, 541.
Auclair, 501.
Aujeszky, 540, 891, 893.
Baalbeck, 539.
Babès, 602, 825, 848, 867, 949.
Baccelli, 794.
Bach, 524.
Bachmann, 763.
Bahr, 584, 803.
Bail, 339, 727.
Balas, 895.
Baldrev, 950.
Baldwin, 517.
Balthazard, 208.
Bancel, 210.
Bang (B.), 510, 522, 543, 546, 547, 548, 549, 795, 807.
Bang (0.), 529, 538, 548, 804, 922.
Bardach, 868.
Barrai, 954.
Barrier, 977.
Barrv (De), 146, 685.
Barrel, 516.
Baruchello, 598, 646, 656, 665, 900.
Baschieri, 873.
Basile, 968.
Bass, 952.
Basset, '557, 560, 803, 913.
Bataillon, 539, 541.
Baudelier, 501.
Bauermeister, 707.
Baumgarten, 232, 504.
Bazin, 679.
Beach, 813.
Beck, 524, 551.
Becker, 672.
Beckmann, 232.
Béclère, 909.
Béco, 825.
Behring, 353, 490, 501, 527, 722, 740,
Belin, 906.
Belilzer, 870, 961.
Bemelmans, 913.
Bensaude, 838,
Bérard, 569, 572, 573.
Berestneff, 584.
Berget, 628.
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Bergeron, 507.
Bergman, 748.
Bert, 863.
Bertarelli, 500, 868.
Berthelot (A.), 83.
Berlin, 527.
Bertrand, 77.
Besnoit, 692.
Besredka. 73, 664.
Besson, 672, 750.
Betegh, 540, 922.
Beurmann (De), 912.
Bevans, 968.
Beyerinck, 171.
Bezançon, 93, 107, 474, 505, 507, 661.
Biaggf, 576.
Binot, 550, 783.
Blagovetschenskv, 649.
Blasi (De), 559, 902.
Blieck (De), 611, 615.
Blucher, 190.
Blumenlhal, 596, 668, 785.
Bobroff, 685.
Boellcher. 143, lis. *
Bochia, 500.
Bodin, 729, 999.
Bofinger, 529, 554.
Bolune, 874.
Bolitz, 918.
Bollinger, 567, 743.
Bolton, 619, 678, 917.
Bombici, 663.
Bongert, 543, 568, 707, 836.
Bongiovanni, 893.
Bonome, 525, 663, 682.
Bonvicini, 905.
Boquet, 902.
Bordas, 432.
Bordet, 85, 169, 222, 615, 658, 665, 776, 848, 854.
Borgeaud, 669.
Bormans, 874.
Borrel, 501, 517, 538,554, 782, 854,895,
Bosc, 895.
Bossi, 520.
Bostroem, 567, 569.
Botkine, 190.
Bouchard, 15, 208, 584, 647, 679, 687.
Bourges, 604.
Bournay, 666.
Bouveault, 533.
Braem, 678.
Brau, 646.
Brefeld, 108, 151, 153.
Breinl, 951.
Bremond, 898.
Breton, 474, 496, 517, 521, 526, 663,
Breymann, 648.
Bridré, 618, 692, 902, 977.
Brieger, 728,792, 841.
Brien (O’), 291.
Brion, 839.
Broughton, 691.
Bruce, 820, 921.
Brücke, 524.
Brüll, 813.
Briinner, 783.
Bruscbettini, 785.
Bryde (M'), 917.
Buchner, 146, 168, 252, 710.
Budjwid, 685, 686.
Bugge, 544, 838, 905.
Bulloch, 589, 648.
Burckhardt, 919.
Burg (Van der), 587.
Bureau, 693.
Burnet, 540, 921.
Burri, 252.
Buschke. 782.
Byron, 795.
Cadéac, 593, 643, 748.
Gadiot, 527. 528, 529, 536.
Calabrese, 877.
Calamida, 919.
Galmetle. 490. 496, 498, 499, 504, 517, 521, 526, 528, 878.
Cambier, 153, 225, 434.
Camus, 524.
Canala, 821.
Cantacuzène, 237, 502, 973.
Cantani, 471.
Capaldi, 93.
Capitan, 585.
Capmann, 688.
Car aven, 993.
Carbone, 599.
Carini, 906.
Carnot, 155, 225.
Cardvvath, 922.
Carougeau, 598, 865, 993.
Carpano, 588, 805, 960.
Carré, 599, 617, 624, 630, 895, 902, 905, 914, 917.
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Garrol, 607.
Carter, 645.
Cartliy(M’), 871.
Casagrandi, 906.
Casper, 627.
Caltani, 783.
Cazalbou, 1007.
Cclli, 893, 902.
Centanni, 881, 919.
Cernovodeanu, 483, 789.
Certes, 403.
Césari, 171, 626, 795,
Chamberland, 24, 42, 50, 54, 722, 730.
Chambon, 909.
Chantemesse, 103, 107, 161, 417, 423, 432, 439, 561.
Chantre, 659.
Charrin, 10, 15, 75, 88, 207, 20&, 220, 243, 557, 585/641, 646, 680, 727, 784.
Chatin, 161, 448.
Chauffard, 695.
Chaussai, 291.
Chaussé, 495, 497, 498, -572, 573, 693,
Chauveau, 22, 79, 114, 125, 153, 311, 312, 407, 716, 722, 730, ’735, 758, 906,
Chénier, 977.
Chenot, 527, 596.
Chevalier, 993.
Chevrel. 839.
Cheyne, 501.
Chmelewsky, 678.
Ghoromansky, 603.
Christmas(De), 686.
Christophers, 954.
Ciuca, 593, 661, 739, 779.
Clado, 825.
Clairmont, 865.
Claude, 494, 519.
Claudius, 251.
Cocciante, 903,
Cohn, 74, 524.
Colasanti, 862.
Ccdeina, 782.
Colin, 483.
Colombo, 728.
Colzi, 682.
Conkey, 557.
Connaway, 958.
Conradi, 460, 587, 839.
Conseil, 822.
Conte, 891.
Cornet, 239.
Cornevin, 743.
Constantin, 989.
Cotton, 810.
Courmont (J.), 63, 152, 165, 171, 207, 240, 500, 503, 517, 528, 534, 536, 562, 661, 672, 681, 685, 759, 776.
Courmont (P.), 477, 522, 530, 531, 532,
Cuillé, 584, 870.
Curt, 678.
Czapelwski, 507.
Daddi, 870.
Dalrymphe, 958.
Dammann, 659.
Danilewskv, 291.
Danysz, 464.
Dassonville, 668, 814, 998.
Dastre, 281.
Davaine, 151, 716.
Davis, 993.
Dean, 584, 846.
Debrans, 288, 790.
Debuck, 788.
Deduline, 596, 610.
Delattre, 519, 521, 522.
Drlbanco, 557.
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Deléarde, 569, 575,
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Delvos, 668.
Demme, 981.
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Descos, 503, 552, 553.
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Enderlen, 634.
Engelmann, 206, 240.
Erlenmeyer, 24.
Ermengen, 171, 257, 841.
Ernst, 795.
Errera, 252.
Es (Van), 914.
Escherich, 825.
Esmarch, 158.
Eternod, 910.
Etienne, 655.
Ellinger, 788.
Fadyean (M’). 544, 545, 548, -589, 604. 733,807,916,917,958.
Fally, 848, 922.
Federolf, 432.
Fehleisen, 650, 659, 686.
Feltz, 731.
Fermi, 792, 865.
Fernandez, 521.
Ferraro, 685.
Ferré, 848.
Fernbach, 24.
Feser, 743.
’Ficker, 425.
Finger, 595.
Finzi, 221, 525, 637.
Fiscbel, 210, 530.
Fischer, 218, 910.
Fisclioeder, 734.
Flalan, 78S.
Flexner, 804.
Fliiïge, 493.
Fol, 409.
Fordos, 208.
Forgeot (!’.), 025, 626.
Forner, 906.
Forster, 210, 740.
Foth, 519, 522, 593, 602, 744.
Foulerton, 589.
Fournier, 225, 844.
Fraenkel, 494, 192, 197, 253, 263, 450.
Franke, 734.
Frankland, 446.
Freudenreich (De), 392, 4 il, 435.
Friedman, 504, 541.
Frisch, 196.
Froment, 879.
Frosrh, 904.
Frothingham, 543, 873, 913.
Frouin, 77.
Fuclis, 641.
Gabbett, 263.
G.iffkv, 417, 758, 695, 699.
Gaillard, 208, 674, 678, 697.
Galavielle, 553, 562, 881.
Gallez, 848.
Galii-Vallerio, 291, 557, 594.
Galtier, 594, 602, 698, 860.
Garnier, 155, 251.
Garros, 62.
Gasperini, 977.
Lasser, 102.
Gautier, 246.
Gav, 615. ■ H
TABLE ALPHABÉTIQUE DES NOMS D’AUTEURS
Gehucliten (Van), 8G9.
Gemelli, 258.
Gengou, 86.
Gercst, 86.
Gerlaf h, 233.
Geiss'er, 146.
Gessard, 92, 202, 644.
Gessncr, 678.
Gheorgliiewsky, 649.
Giard, 210.
Giernsa, 231.
Giesen, 873.
Gilbert, 528, 536, 681, 823, 844.
Gilburth, 639.
Girard, 201.
Glasser, 620.
Gmeiner, 680, 690.
Coldschreider, 788.
Golgi, 868.
Gonder, 965.
Good, 8i4.
Gordon, 666.
Gotti, 746 Goltstein, 550.
Gouger, 500.
Gougerot, 992.
Goupil, 304.
Graham-Smilb, 95 L .
Gram, 246, 248.
Grancher, 561.
Grandi (De;, 755.
Grassberger, 673, 743, 749.
Gralia, 848.
Grawitz, 617, 621, 685.
Gray, 966.
Grenet, 52.
Griffon, 93, 107, 474, 505.
Grimbert, 85, 101, 831.
Grips, 627.
Grixoni, 168.
Gromakowskv, 658, 66.4.
Gros, 291.
Grosso, 747.
Gruber, 220, 919.
Grunwald, 898.
Gualdici, 905.
Guéniot, 93.
Guérin, 490, 496, 504, 519, 846.
Guignard, 10, 88, 4i6, 643.
Guillebeau, 635, 608.
Guillemonat, 647.
Guinard, 501, 617.
Guiraud, 246.
Gumprecht, 782.
Gullmann, 510.
Gvodianskv, 84.
Haaland, 290.
Haan (del, 614, 997.
Haccino, 910.
Hadley, 813.
Ilammerschlag, 487, 500.
Haukin, 728.
Hans, 324.
Uaring, 922.
Hawden, 956.
Haroak, 658.
Ilarras, 168.
Harrison, 427.
Ilarlig, 233.
Harvey, 645.
Ilarz, 567.
Ilauser, 261.
Ilébraut, 870.
Iïeiberg, 232.
Ilclman, 594. 600, 863.
H-nri, 483, 789.
Ilerbelte, 522.
Héricourt, 353, 527, 529, 538.
Herman, 15, 264, 681, 685, 686.
Hervieux, 217. •
Hess 635, 669.
Hesse, 409, 445, 759.
Heuss. 488.
Heyden (Van der), 321.
Heydenreich, 416.
Heymans, 503.
Heyrovsky, 729.
Hindle, 951.
Hirsclifeid, 501 .
Ilobbs, 538, 541.
Hofflich. 634, 635.
Hoffmann, 147, 425, 305.
Hôgyes, 865.
Hohkeck, 777.
Holmes, 581, 931.
Holt, 545, 548, 549, 810.
Hoogkamnier, 997.
Hordenpyl, 500.
Ilorne, 549.
Houdemer, 980.
Hougliton, 604, 607.
Hübener, 918.
Huber, 656.
Ilue pe, 73, 229, 252, 641, 61*8.
Hüfner, 791.
TABLE ALPHABÉTIQUE DES NOMS D’AUTEURS
Hugouneng, 76.
Hunter, 501, 648.
Huon, 909.
Husson, 210.
Hutyra, 504, 510, 516, 586, 602, 895,
Hyde. 993.
Ingram, 544, 545, 547, 548, 549.
Irimescu, 554.
Irr, 519.
Isabolinsky, 895.
Israël, 567, 569.
lwicki, 7u9 . /
Jaboulay, 661, 681, 685.
Jacob, 785.
Jakobstlial, 740.
Janicke, 659.
Jeanselme, 193.
Jeanset, 855.
Jemel, 690.
Jensen, 604, 665, 706, 707, 757, 836.
Johne, 543, 569, 732.
Jolies, 501 .
Joltrain, 986.
Joly, 668.
Jong (De), 498, 538, 549*, 8 J 4.
Jordan, 644, 645.
Jorgensen, 185.
Josias, 794.
Josserand, 682.
Josué, 794.
Jouan, 855.
Jouberl, 507.
Joukowski, 789.
Jourgueliunass, 741.
Jousset, 507.
Jowett, 960.
Jugeât, 519, 521.
Jullien, 776.
Jupille, 73.
Jürgens, 839.
Kalning, 594, 600.
Karlinski, 400, 550, 55L, 680.
Kartulis, 785.
Kata, 168.
Kaufmann, 551.
Kayser, 839.
Kedrovsky, 171.
Ivellar, 596.
Kelsch, 910.
Kempner, 841.
Kempner-Rabinowitsch, 524.
Kern. 498.
Kilborne, 814, 949.
King, 604, 607, 975.
Kinghorn, 517.
Kinoshita, 951.
Kinsley, 690.
Kilasato, 55, i67, 215, 353, 77i.
Knt, 514, 668, 700, 705, 743, 749.
Klebs, 152, 190, 501, 672.
Kleine, 589, 919, 924.
Klemensiewicz, 829.
Klemperer, 554.
Klett, 732.
Ivlemmer, 504.
Knorr, 527, 782.
Knud Faber, 790.
Knulh. 952.
Koch (M.), 530.
Koch (R.), 40, 73, 88, 90, 91, 151, 155, 189, 232, 260, 437, 472', 498, 500, 504, 509, 524, 527, 550, 659, 695, 720, 758, 954.
Kofoid, 922.
Kohlslock, 548.
Kolle, 912, 957.
Konew, 901.
Kosc, 688.
Koske, 645, 647.
Kos»el, 956.
Kovarsik, 290.
lvowal'ki, 893.
Krasmitski, 881.
Ivraus, 865, 888.
Krause, 221, 672, 676.
Krauss. 498.
Kreissl, 888.
Krickendt, 464.
Krokiewicz, 893.
Krompecher, 540.
Krumvidie, 488, 497.
Kryjanowsky, 870.
Kuhne, 245, 262, 551.
Künnemann, 629.
Kunz, 679.
Kurth, 838.
Kurtz, 891.
Kulscher, 557, 598, 680.
Labbé, 693.
Lacomme, 428, 57 _
Lafforgue, 841.
TABLE ALPHABÉTIQUE DES NOMS D’AU LEURS
Oellingen, 171.
Ogston, 650, 658, 072.
Oit, G72, 706, 733.
Oreste, 699.
Ortli, 516.
Osborne. 440.
Oskor, 079.
Osterlag, 506, 511,627,659, 905,914,917.
Ottinger, 516.
Otto, 680, C88.
Ouchiusky, 76, 789.
Oyuela (A.), 606.
Pagoiez, 524.
Paige, 993.
Paladino-Blandini, 732.
Paltchichowski, 690,
Panissct, 214, 217, 227, 524, 554, 500, 597, 610, 623, 646, 700, 748, 750.
Panizza, 520.
Pantou, 529.
Paolis (De). 664.
Parascaudulo, 688.
Park, 497.
Parietti, 424, 561.
Passet, 658, 672, 673, 825.
Pasteur, 74, 150, 151, 162, 196, 312, 390, 440, 650, 672, 673, 700, 702, 703, 706, 713, 716, 730, 758, 860.
Patzewilsch, 395.
Paviot, 788, 861.
Pawlowsky, 686.
Payeu, 103.
Pechoutre, 788.
Pécus, 1004.
Péhu, 779.
Pélissier, 880.
Penso, 171.
Perdrix, 419.
Péré, 214, 424.
Pernossi, 792.
Perroncito, 700.
Pestana, 785.
Petit (G.), 556.
Petit (L.j, 521, 787.
Pétri, 26, 446, 550.
Petril, 291.
Petrini, 596.
Petruchsky, 84, 426, 659, 825.
Pettenkofer, 451.
Peuch, 899.
PfeilTer, 220, 561, 759.
Pfeiler, 608, 616.
Pferodorfï, 740.
Pflüjjcr, 209.
Pfühl, 168.
Philibert, 507.
Pliisalix, 93, 207, 644. 722, 896.
Picq, 527, 596.
Pickr., 196.
Picroni, 519.
Pinoy, 540, 567, 571, 994.
Piorkoxvski, 101.
Pirquet (Von), 518, 519.
Poels, 645. 665, 710.
Poenaru. 918.
Poincarré, 416.
Pollaci, 821.
Pollet, 746.
Poncet, 576, 692.
Ponfick, 569.
Porcher, 214, 217, 700, 862.
Porkschischewtsky, 604.
Potet, 553.
Pourquier, 900.
Preisz, 545, 617, 627, 720, 917.
Prettner, 596.
Prico o, 666, 667.
Procliownick, 678.
Prôscher, 680, 690, 906.
Protopopoff, 594.
l’rowazek, 920.
Prudden, 197, 500.
Puccinelli, 108.
Puscariu, 848.
Pusch, 426.
Putz, 627.
Pulzeys, 603.
Rahieaux, 499, 604, 862, 870.
Rabe, 584, 598.
Raiiigei\ 733, 836.
Rabiuowitsch, 488, 516, 529, 530, 533, 534, 552.
Radais, 644, 645.
Ramoud, lu3, 538, 540, 695.
Ransoni, 782.
Ramier, 145, 148, 288.
Rappin, 504.
Ratz, 748, §95.
Raubilschek, 640.
Raulin, 74.
Ravaut, 538, 540.
Ravenel, 871.
Rayer, 716.
Raynaud, 824.
TABLE ALPHABETIQUE DES NOMS D AUTEURS
Redon, 527.
Reeser, 515, 913.
Regaud, 116.
Reichert, 123, 148 .
Remlinger. 426, 707, 861.
Renault, 763.
Ribadeau-Dunias, 839.
Ribbert, 528, 682.
Richet, 353, 527, 529, 538.
Richter, 521.
Richters, 952.
Riegler, 593.
Rietsch, 401, 437.
Rimbaud, 841.
Rivière, 776, 814.
Rivolta, 528, 567, 665, 977.
Rochaix, 483, 688.
Rocco Marra, 903.
Rodet, 96, 151, 207, 418, 503, 517, 553, 663, 672, 678, 687, 767, 841, 881.
Roeckl, 510.
Roger, 15, 96, 502, 528, 536, 644, 654, 660, 663, 664, 727, 749, 788.
Rohrbeck, 125.
Roig, 966.
Roquet, 988.
Rosenbach, 650, 658, 672, 673.
Rosenthal, 165, 717, 805.
Rossi (De), 221, 258, 441.
Rossignol, 503, 504, 512.
Rothberger, 85, 427.
Rouget, 777.
Rouslacroix, 993.
Roux (E), 26, 84, 92, 104, 106, 114, 127, 170, 192, 242, 474, 504, 538, 722, 730, 743, 755, 854, 905.
Roux (G), 78, 97, 161, 393, 414, 418.
Rubinstein, 841.
Rumpf, 645.
Rüppel, 541, 658.
Russ, 648.
Ruzicka, 723.
Sabouraud, 1000.
Sabrazès, 679, 728, 776.
Sacquépée, 839.
Sakaroff, 595.
Salimbeni, 52, 484.
Salkowski, 214, 791.
Salmon, 917.
Salomoni, 865.
Salomonsen, 38, 119, 147, 170, 185, 254,
Sanarelli, 437.
Sand, 665.
Sanfelice, 741, 746, 762, 921, 977.
Savage, 427.
Schafer, 868 .
Schattenfroh, 743, 749.
Schaudinn, 970.
Seheel, 568.
Schepilewski, 436.
Schiffmaun, 919.
Schilling, 464, 951.
Schindler, 865.
Schlegel, 656.
Schmicdhoffer, 894.
Schuiilt, 838.
Schmorl, 795, 804.
Schneider, 426.
Schnetzler, 206.
Schnürer, 5i9, 595. 600, 601, 603, 604. Scholtelius, 207, 438, 498, 674, 707.
Schotlmüller, 666, 838.
Schreiber, 705.
Schribaux, 114.
Schrœder, 499, 522, 810.
Schrœter, 206.
Schubert. 611.
Schultze, 553.
Schütz, 504, 510, 585, 604, 607, 611, 665, 711, 956.
Schwarz, 234.
Schweinitz, 501, 917.
Schwer, 291.
Sclavo, 741 .
Seligman, 529r Sellards, 170.
Semmer, 700, 912.
Sendrail, 666.
Sergent, 241, 925.
Sever-Sterling, 695.
ShaUock, 529, 594.
Shaw, 823.
Sheather, 545.
Shibayama, 464.
Sicard, 844.
Sicre, 428.
Siedentopf, 226.
Siegel, 904.
Silberschmidt, 584.
Simon, 502.
Sinagaglia, 895.
Slatiueanu, 521.
Smith, 501, 811, 814, 949 , 997.
Sobernheim, 741.
TABLE ALPHABÉTIQUE DES NOMS D AUTEURS
Landsteiner, 729.
Lanfranchi. 520.
Lange, 943, 972.
Langer, 563, 838. *
Langeron, îQOQ.
Langrand, 707.
Lannelongue, 601, 662, 683, 685.
Lanz, 825.
Larson, 813.
Lassar, 210.
Latapie, 69, 288, 294.
Laulanié, 556.
Laveran, 923, 957.
Lazarus, 718.
Leber, 686.
Leblanc, 962.
Leclainche, 543, 705, 714, 743, 763, 767,
Ledoux- Lebard, 561.
Legal, 217.
Legrain, 103.
Legros, 85.
Lehmann, 240, 722.
Leishman, 929.
Lejeune, 77.
Lemaire, 521.
Lemoine, 655.
Le Monuier, 133.
Lentz, 895.
Lepierre, 76, 212.
Lépine, 527.
Lequeux, 120.
Lesage, 824.
Lesieur, 154, 220, 225, 43 4, 494, 497, 498, 499, 507, 54i, 679, 690, 861.
Lesné, 782.
Le Sourd, 524.
Létienne, 678.
Letulle. 693.
Levaditi, 484, 972.
Levy, 504, 596, 668.
Libbertz, 541.
Liborius, 165, 167, 170, 189.
Lichtenheld, 965.
Liebreich, 679.
Liénaux, 543, 569, 599, 848, 905.
Lignières, 96, 290, 515| 519, 557, 561, 567, 576, 661, 666, 698, 814, 895, 938, 951, 958.
Lingard, 975.
Lingelsheim, 501, 517, 655.
Linossier, 763.
Lion, 681, 825.
Lipschütz, 920.
*Lode, 728, 919.
Lôffler, 245, 505, 585, 594, 706, 795, 804, 846, 904.
Loir, 846.
Loiseau, 599, 625.
Lôte, 865.
Lorenz, 708, 711.
Lortet, 417, 761.
Lôwe, 647, 648.
Lubarsch, 553.
Lubinsky, 78.
Lubowsky, 711.
Lucet, 290, 567, 686, 989.
Lücke, 672.
Luckey, 522.
Ludwig, 210.
Luhs, 954, 958.
Lüpke, 733.
Luginger, 584.
Lumière, 5, 69, 123, 476.
Lustgarteu, 550.
Lutz, 993.
Luzzani, 874.
Lydtin, 510.
Macé, 104, 240, 590, 593.
Madsen, 336.
Matîucci, 527, 528.
Maggiora, 449, 919.
Magrou, 694, 994.
Maillé, 63.
Malassez, 287, 557.
Maljean, 775.
Mallet, 593.
Malm, 514, 515, 602, 727.
Maltseff, 686.
Malvoz, 835.
Mandereau, 569.
Manfeutel, 922.
Manfredi, 662.
Mann, 873.
Manouélian, 870.
Manloux, 520.
Maragliano, 500, 501, 527.
Marcano, 688.
Marchoux, 552, 291, 731,741, 919.
Marcone, 919, 977.
Marek, 511, 512, 516, 586, 602, 914.
Marie, 785, 863.
Marinesco, 788.
Mari no, 191.
Marinier, 662,728.
TABLE ALPHABÉTIQUE DES NOMS D’AUTEURS
Marmorek, 86, 481, 517, 524, 527, 650, 651, <- 58, 662, 664.
Marshall, 846.
Martel, 603, 727, 901.
Marleus, 679.
Martin (II.), 55, 86, 556.
Mariim, 291.
Marx, 587, 920.
Marxer, 596, 668.
Massart, 86.
Mass** lin, 104, 290, 561, 569.
Massol, 526,528, 474.
Mastbaum, 714.
Matruchot, 998.
Maudry, 290.
Mavrojanis, 219.
Mayenne, 450.
Mayer, 74, 522, 658.
Mayr, 705.
Medynski, 637, 640.
Megnin, 557.
Ménard, 909.
Mendez, 741.
Mery, 604.
Mesnil, 714, 923.
Metlam, 549, 690.
Mettaru, 515.
Metchnikoff, 87, 560, 439, 727, 741,782. Meyer, 486, 782, 965.
Miessner, 221, 547, 548, 549, 602, 604, 607, 6u8. 609, 610, 611, 615, 958.
Migula, 389.
Minardi. 905.
Miquel, 73, 83, 104, 108, 150, 392, 396, 407, 413, 441, 776.
Mironoff, 664. 665.
Miltchell, 197, 950.
Moliler, 522,529, 680, 795, 810, 993.
Molleieau, 668.
Montgomery, 971.
Monti, 658.
Moore, 604, 607, 609, 870.
Moreau, 391.
Morax, 594, 787.
Morel, 521, 747, 767.
Morey, 499.
Mori, 960.
Mosny, 557, 688, 690.
Motas, 950
Moussu, 504, 518, 520.
Much, 485.
Mülhauser, 507.
Müller, 599, 608, 740.
Mustapha, 891.
Naegeli, 9, 153.
Nageolle, 788.
Nœggeralh, 102.
Nagy, 869.
Napias, 718.
Nattan-Larrier, 496, 507.
Nawrolzky, 959.
Nebel, 507.
Neat(M’), 926.
Neelson, 641.
Nègre, 824, 977.
Négri, 871, 906.
Neisser, 253, 659, 672, 688.
Nélis, 869.
Netter, 672, 674,804, 839.
Neufeld, 339, 504.
Neuhaus, 258.
Neumaun, 464.
Neumann (L.-G.), 986.
Nicatti, 437.
Nicolaïer, 450, 771.
NicolaïeV, 556.
Nicolas (E.), 862.
Nicolas (J.), 152, 171, 530,541, 562, 572, 596, 679, 685, 759, 781, 867.
Nicolle (Ch.), 79, 221, 822.
Nicolle (M.), 107, 171, 222, 237, 270, 291, 335, 557, 589, 592, 595, 618, 625, 643, 707, 749, 906, 911.
Niemann, 527.
Niles, 918.
Nitsch, 863.
Nobécourt, 825.
Nobele (de), 486,- 840.
Nocard, 84, 92, 106, 474, 498, 510. 512, 5-9, 556, 561, 583, 593, 598, 600, 617, 668, 691, 727, 763, 844, 854, 898, 905. 916, 950.
Nogier, 63.
Noguchi, 861, 876, 970.
Noog, 171.
Norgaard, 753.
Novy, 925.
Nowak, 808.
Nuesch, 210. |
Nuovoletti, 565.
Nuttall, 758, 951, 960.
Obcrmeyer, 234.
Oehlecker, 497.
Oergel, 782.
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Sorgo, 500.
Soulié, 900, 906.
Soyka, 26, 97.
Spath, 678.
Spengler, 503, 527.
Spieler, 516.
Spina. 162.
Spitz, 567, 576.
Splendore, 993.
Standfuss, 895.
Starcovici, 895.
Stazzi, 504, 871.
Stefanski, 291, 552.
Steinhaus 681, 685.
Sticker, 920.
Stiennon, 603, 720.
Stockman, 807, 917, 958.
Stœheli, 671.
Stoicescu, 739.
Storch, 515.
Straus, 446, 493, 500, 528, 529, 562, 594, 595, 598, 727.
Streng, 615, 616.
Strickland, 960.
Strieboldt, 807.
Stüller, 170.
Stuurman, 547.
Suffran, IC 12.
Suis, 1012.
Surface, 814.
Sustmann, 609.
Sven wall. 813.
Szekely, 722.
Takaki, 787.
Tappeiner, 497.
Tarnier, 678.
Tarozzi, 168, 171.
Tartakowski, 291, 464.
Tauber, 786.
Taute, 935.
Tcherevkov, 865.
Tedeschi, 594.
Teissier, 696.
Teppaz, 977.
Terre, 539, 541.
Theiler, 916, 959, 967.
Thévenot, 538, 576.
Thiltges, 7-8.
Thiroux, 977.
Thiry, 2u6.
Thoinot, 104, 290.
Thomas, 743.
Thomassen, 568.
Thompson, 440.
Thuillier, 713.
Tieghem (Van), 153, 206.
Tiffeneau, 788.
Tils, 416.
Tiraboschi, 514.
Titze. 504, 538, 838.
Tizzoni, 783. 877.
Tokishige, 757, 977.
Toussaint, 311, 312, 498, 700, 716, 727. Trapp. 547, 611, 615.
Trasbot, 594.
Traum, 810.
Traversa, 662.
Tresrop, 181.
Tr^visan, 698.
Trillat, 213.
Trincas, 897.
Tripier, 534.
Trouette, 977.
Truchè, 335.
Truchot, 650.
Trudeau, 517.
Tsuboï, 714.
Turner, 911.
Turro. 169, 595.
Twort, 544, 545, 547, 548, 549.
Tyndall, 44, 90, 150.
TJcke, 654.
Uhlcnhuth, 505, 917, 922.
Ulmann, 416.
Vaillard, 777, 786.
Valenti, 615, 740, 919.
Vallée, 221, 498, 503, 504, 514, 516, 517, 520, 522, 525, 528, 565, 603, 637, 743, 750, 865, 870, 905, 914, 917. Vallet, 418, 429.
Van de Velde, 688, 690, 825.
Vanev, 709.
Vansteenberghe, 877.
Veillon, 106, 160, 573, 855.
Vellat, 161, 448.
Veska (Di), 527, 866.
Vherry. 435.
Vignal, 190, 557, 678, 679.
Villemur, 497, 556.
Vincent, 390, 420, 423, 653, 658, 673,
Vindelbandt, 436.
Viquerat, 688.
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Viseur, 498.
Voges, 711.
Volpino, 808.
Wa^le (De), 908.
Wagner, 233, 728.
Washliurn, 529. 680.
Wassermann, 221, 524, 647, 787.
Wasserzug, 207, 209, 644, 674. Walerberg. 912.
Wnlson-Cheyne, 681.
Wav, 870.
Weber, 291, 488, 504, 529, 559, 016.
Weclisberg, 688.
Weicliel, 838.
Weigert, 233, 264.
Weil, 73, 721.
Welcb. 758.
Wertbeim, 107.
Wesely, 501.
Westpliil, 234.
Weyl, 187, 487, 500, SOI.
W ici al, 161, 220, 417, 423, 524, 050, 001, 825, 844, 986.
Wiedenmann, 668.
Wilbert, 997.
Willems, 858.
Wmkler, 94.
Winogradski, 451.
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