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PREFACE

Les ouvrages traitant des microbes et des
maladies microbiennes commencent & devenir
assez nombreux en France, et cependant il
nous a paru quun Frécis, du genre de ce-
lui-ci, avait sa place marquée parmi eux,
et comblerait une lacune qui nous a souvent
frappés au cours de nos études.

Plusieurs de ces ouvrages publiés en France
ne sonf que des traductions de livres étran-
cers, et ne répondent quimparfaitement aux
besoins du lecteur francais; d’autre parl, parmi
les trop rares livres francais, quel que soil
d'aillenrs leur mérite, il n'en est pas un qui
puisse étre regardé comme un guide élémen-
taire, un manuel de laboratoire, initiant 1'éleve
aux pratiques de la microbie, & sa technique,
et i ses applications a I'étude des maladies mi-
crobiennes.

(Fest ce guide ¢lémentaire et pratique que
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VI PREFACE.

nous avons voulu faire, et que nous présen-
tons au public médical et vétérinaire.

Nous espérons aussi que les médecins et
vétérinaires qui voudraient acquérir les no-
tions aujourd’hui indispensables sur ces ma-
tiéres, sans s’astreindre & la longue pratique
d'un laboratoire, trouveront dans notre Précis
un exposé sommaire suffisant de ces notions.

Notre ouvrage se divise naturellement en
deux parties : la premiére traite de la technique
générale; la seconde est la technique appli-
quée, 'étude spéciale des diverses maladies
microbiennes.

Un mot de chacune de ces parties, des ten-
dances et du but de notre Précis dans chacune
d’elles.

(’est en France qu'est née la microbie, car
c’est & M. Pasteur qu’elle doit son existence:
c'est en France aussi qu'elle a trouvé son ex-
pression la plus compléte et la plus achevée
dans les travaux de cet illustre savant et de
ses éléves: les Annales de Dlnstitut Pasteur
sont le vivant témoignage qu'aujourd’hui
encore notre école tient bien haut le drapeau
de cette science éminemment francaise. El
cependant dans quels traités francais ou
¢trangers la technique de 1'école francaise se
trouve-t-elle indiquée et exposdée?

Que les ouvrages allemands passent sous
silence les méthodes francaises et n'exposent
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que les procédés allemands dont R. Koch a
été 'initiateur, cela se concoil assez: mais
que dans les livres francais la technique de
I'école de Pasteur soit presque passce sous
silence, ou considérée comme n'ayant plus
quun intérét historique, ou enfin exposce
d'une facon incompléle ou dérisoire, cela ne
peut s’expliquer.

La technique francaise est toujours vivante,
et bien vivante; elle fait partie intégrante de
l[a science microbique au méme titre que la
technique plus récente de Koch.

Loin de nous la pensée de nier que celle-ci
ait fait faire un grand progreés 4 la microbie;
mais enscigner la technique de hoch et elle
seule, la présenter comme en tous points sul-
lisante, c¢’est commettre une injustice, une
inexactitude grave, c’est enfin n’enseigner
sciemment quune partie de la vérité. Les cul-
tures en milieu liquide, pour prendre un
exemple [rappant, ont-clles mérité de tomber
en désuétude, el est-ce a 'école de Koch que
nous devons les procédés si essentiels des enl-
tures dans le vide que ses déléves sonl si pen
aptes i pratiquer?

Eleves d'un maitre qui a gardé précicuse-
ment les traditions du laboratoire de 1'Ecole
Normale, nous avons cherché o allier dans ce
livre la technique francaise aux procédds alle-
mands, en élagnanl de ceux-ci tout ce quils
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contiennent trop souvent de grossier et d’im-
parfait, en ne gardant que ce qui a constitué
un véritable progrés; nous avons voulu faire
en un mot dans ce Précis ce que nous faisons
chaque jour au laboratoire.

Nous espérons quainsi concue et exposée,
notre premiere partie trouvera un accueil
favorable chez nos lecteurs.

La deuxieme partie, ¢’est-a-dire 1'étude spé-
ciale de chaque maladie microbienne, se divise
de la facon suivante :

Maladies communes & 'homme et aux ani-
maux;

Maladies spéciales aux animaux;

Maladies spéciales a 'homme.

Le lecteur ne rencontrera dans cette partie
que de rares indications bibliographiques; 1l
y trouvera au contraire, nous le crovons, tous
les détails nécessaires a 'étude expérimentale
et microbienne élémentaire de ces maladies.
Nous espdérons qu'en suivant notre exposd, en
se conformant aux quelques indications pra-
tiques qui y sont données, le lecteur pourra
répéter facilement dans le laboratoire toute la
série  d’expériences et de manipulations
qu'exige l'étude sommaire d’'une maladie mi-
crobienne, et arrivera & la connaissance, éldé-
mentaire assurément, mais nette et précise de
la maladie qu’il choisira pour étude.
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Nous n'avons passé en revue (uun nombre
tres limité de maladies microblennes; notre
excuse est simple: ce précis n'est pas un
exposé complet de la microbie, et seules les
maladies dont la. preuve mierobienne est
absolument faite doivent y trouver place;
seules aussi doivent s’y rencontrer celles qui
peuvent étre étudiées fructueusement, et &
peu pres complétement, dans le laboratoire,
par l'éléve.

Aingi s'expliquent les nombreuses lacunes
de cette deuxicme partie, lacunes, au reste,
souvent plus apparentes que réelles.

Chaque jour voit éclore la découverte de
microbes pathogeénes plus ou moins fantai-
sistes on mal étudiés sur lesquels le silence
ne tarde pas & se faire, et dont les lecteurs
d'un ouvrage élémentaire ne doivent avoir
nul souci.

Les maladies microbiennes communes &
I'"homme et aux animaux, et les maladies
exclusivement vétérinaires occupenl dans ce
Précis un rang beaucoup plus large que les
maladies microbiennes exclusivement hu-
maines: c'est qu'en effet les premieres se
prétent mieux et plus complétement & 1'étade
de laboratoire que les secondes, la preuve
expérimentale en étanl toujours possible;
peut-étre aussi cette catégorie de maladies
microbiennes nous est-elle plus familiere,
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ayant fait I'objet de préférence de nos études.
Nous pensons d’ailleurs que le public médical
ne nous saura pas mauvals gré d'avoir traité
d'une facon plus détaillée ces maladies qu'il
aura grand intérét, croyons-nous, a connaitre,
méme sommairement.

Un mol encore qui s’applique & tout ce
Précis : nous avons pris comme regle absolue
de ne parler que de ce que nous avions pu
étudier, répéter et controler nous-mémes. La
olt force nous était d’énoncer le dire des au-
teurs sans avoir pu faire aucune expérience
de vérification et de contrdle, nous avons eu
soin de prévenir le lecteur.

(e Précis a été concu et exécuté i 1'Ecole
d’Alfort, dans le laboratoire de notre cher
maitre M. Ed. Nocard, sous ses yeux, et tout ce
quil peut contenir de bon, nous le lui devons
certainement.

Qu’il nous permette de le remercier, et de
lui donner publiquement ce témoignage de
notre reconnaissance et de notre affection.

Notre éditeur, M. (i. Masson. a vouln faire de
ce modeste Précis presquun livre de luxe o les
figures en couleur ont, pour la premiére fois,
dans un volume de ce prix et de ce format,
une large part. Ces figures, ainsi d’ailleurs que
toutes celles que renferme notre Précis, ont été
dessinées sur nos préparations, a Alfort, avec
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le talent que le public médical et vétérinaire
apprécie depuis longtemps, par nolre ami
M. Nicolet. Il n'est que juste de lui adresser
ici nos remerciments.

Alfort, mars 1889.
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A. HISTORIQUE SOMMAIRE.

Pasteur et ses éléves. R. Koch.

« Celul qui comprendra enti¢crement la nature
des ferments et des fermentations sera probable-
ment, bien plus que celui qui ignore, en mesure
de rendre compte d'une maniére salisfaisante des
divers phénoménes présentés par plusicurs mala-

PR. DE MICROBIE. i



2 HISTORIQUE SOMMAIRE.

dies (les fievres aussi bien que les autres), phéno-
meénes qui ne seront probablement jamais bien
compris sans une connaissance intime de la doc-
trine des fermentations », éerivait le savant physi-
cien anglais R. Boyle, a une époque déja bien éloi-
gnée de nous (xvu® siecle). Cetle prophétie de
R. Boyle, il était réservé a M. Pasteur de la réaliser.
Avant lui, on trouve éparsesca et la dans la science,
a la fin du xvim® siecle et au commencement du
xix®, quelques expériences qui souleverent un peu
le voile obscur qui couvrait tous ces phénomenes
mystérieux de la vie des infiniment petits : telles
sont les expériences de Spallanzani (17635), de
Gay-Lussac(1810),de FranzSchulze (1836). Cagniard
Lalour et Schwann (1837) avaient méme reconnu
la nature animée de la levire qui produit la fer-
mentation alcoolique, mais la doctrine de la généd-
ration spontanée et la doclrine de Liebig (1839), qui
voulait que la présence d’'une matiére animale ou
veégétale en putréfaction fut la condition nécessaire
de toute fermentalion, régnaient sans rivales dans
la science. M. Pasteur par des expériences désor-
mais historiques renversa toutes ces théories. Il
monira, d'une part, que la génération spontanée
n'était qu'une fiction, résultant d’expériences
inexacles; de 'autre, que les fermentations sont
fonction de lu vie d'étres microscopiques auxquels il
donna le nom de ferments. 11 suffit de rappeler la
série de ses beaux travaux sur les fermentations
alcoolique, butyrique, acétique, sur la biére, sur les
maladies duw vin pour montrer le pas immense que
la science, créée tout entiere par lui, faisait en
quelques annces,

Ce n’est pas lout encore : le role des infiniment
petits dans la genese des maladies, ce role que
R. Boyle avait entrevu, M. Pasteur le démontrait
bientot dans ses Etudes sur la Maladie des vers &
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soie : la pébrine, la maladie des corpuscules ouvrait
cette série qui chaque jour s’accroit de quelque
nouvelle découverte.

In 1851, deux savants francais, Rayer et Davaine,
découvraient dans le sang des animaux morts du
sang de rate, de petites baguetles immobiles, aux-
quelles ils ne paraissaient pas d’ailleurs attacher
a cette époque une importance quelcongue. La
publication du mémoire de M. Pasteur sur le fer-
ment butvrique éelaira Davaine : il pensa que ces
baguettes, qu’il avait entrevues en 1851 avec Rayer,
¢laient la cause du Charpon, et ses dernicres anndées
furent consacrées i la démonstration de ce lail, a
la réfutation patiente et ingénieuse de toutes les
critiques que rencontra sa découverte. Le Charbon
est done incontestablement la premicre maladie
des animaux pour laguelle la démonstration de la
nature microbienne ait été faite,

Quelques points,cependant,étaientreslésobscurs
dans l'étiologie du Charbon, ¢t Davaine ¢élait im-
puissant a les éclaircir. La découverte de la spore
charbonneuse par un savant allemand, R. Koch,
dont le nom devait dans la suite acquérir une si
haule illustration, leva tous les doutes et dissipa
toutes les obscuritds.

Cependant M. Pasteur continuait la série de ses
déconvertes, et,se donnant toutentiera larecherche
du role des microbes dans la genese des maladies,
publiait successivement avee ses éleves Joubert,
Chamberland, Roux, Thuillier, ses ¢tudes sur le
Charbon, le Choléra des Poules, le Vibrion Sep-
ticque, le Rouget du Pore, la Rage; en méme Lemps
il dotait Ia science microbiologique de ses me-
thodes si precises de cullure dans les milicux
liquides, soit en présence, soit al'abri de Pair: en-
fin, mettant le sceau i tous ces admirables travaux,
il nous donnait les vaceins du Charbon, du Choléra
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des Poules, du Rouget, ete., en dernier lieu de la
Rage, vaccin dont il faisait lapplication & 'homme
lui-méme. En Allemagne R. Koch poursuivant ses
travaux créait la méthode des cultures sur milieux
solides, découvrait le bacille du Choléra asiatique,
celui de la Tuberculose, et se placait ainsi sans
conleste 4 la téte des microbiologistes allemands.

B. GENERALITES SUR LES MICROBES.

I. Lewrs formes; leur classification morphologique.
— Les microbes (1) se présentent sous des formes
tres  variées qui dépendent non seulement de
espece & laquelle ils appartiennent, mais aussi
des habilats de toute nature dans lesquels ils
évoluent. Leur aspect extérieur ne suffit pas a dis-
tinguer sarement les especes les unes des autres;
il ne peut donner qu'une présomption; la certitude
ne résulte que de la concordance parfaite des ren-
seignements tirés de la morphologie, de la réac-
tion aux matieres colorantes, des cultures et des
inoculations expérimentales. Il ne faul done atta-
cher a la forme des microbes quune importance
relative. 11 serait cependant trés intéressant de
connaitre les aspects différents que peut revétir un
microbe au cours de son évolution; mais cetle
étude est a peine ébauchée, sauf pour un petit
nombre d’especes bien connues aujourd’hui.

Nous prendrons pour exemple la bactéridie char-
bonneuse. Les travaux de Koch et de Pasteur ont
montré qu'elle accomplil son évolution complete
en passant par deux formes spéciales : la forme
sporwlaire ou initiale, puis la forme bacillaire ou

{. Microbe, bactérie, sont des mots synonymes ;: microbe est le mot

francais, bactérie le mot allemand; nous emploierons done le pre-
mier de préférence.
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adulte; nous savons de méme que dans les cultures
liquides elle évolue en prenant un aspect particu-
lier, une forme intermédiaire, la forme filamen-
tense.

Quelles que soient cependant la multiplicité et
la variabilité de formes sous lesquelles se preésen-
tent les microorganismes, ils peuverrt toujours
¢tre ramencs 4 deux types extrémes, le type rond
et le type droit; auxquels nous ajouterons un type
intermediaire, le Lype spiralé.

A lexemple de Hueppe, nous diviserons done
les microbes en Lrois groupes, comprenant : le pre-
mier, les microbes a forme arrondie; le deuxieme,
les microbes a forme allongée; le troisiéme, les
microbes a forme spiralée.

Lo Microbes a forme arrondie. — Le contour des
bacléries faisant partie de cette premicre catégorie
est généralement rond; quelquefois cependant il
est ovale. Les microbes qui afleclent cette forme
particuliére sont connus sous le nom de « Coccus ».

La plupart des Coccus, a cause de leur extréme
ténuité, sont qualifiés de « Micrococeus » par oppo-
sition & ceux qui sont d’un volume supéricur et que
'on désigne sous le nom de « Macrococcus ».

Les micrococeus recoivent suivant leurs diffé-
rents modes de groupement des noms spéciaux,

S’ils sont rangds sans aucun ordre visible on
leur donne simplement le nom de Micrococeus.
Exemple : Micrococcus prodigiosus.

S'ils sont réunis par deux, on les appelle « Diplo-
COCCUS »,

Réunis par quatre, ils prennent le nom de Micro-
coccus « en télrades ». Exemple @ Micrococeus Tetra-
genus, Dans certains cas, les (/trades peuvent se
juxtaposer, il en résulte alors une sorte de masse
cubique qualificée de « Sarcine. » Exemple : Sareina
luiea,



6 GENERALITES SUR LES MICROBES.

La réunion irréguliére de plusieurs micrococcus
est connue sous le nom de « Zooglées ». Celles-ci, a
contours irréguliers, plus ou moins élendues, peu-
vent quelquefois élre entourées d'une membrane
d’enveloppe ; elles prennent alors le nom « d’Asco-
coceus ». Exemple : Ascococcus Billrothii.

Les micrococcus peuvent se trouver placeés les uns
au bout des autres. Il en résulte un véritable cha-
pelet, ordinairement sinueux, plus ou moins long,
quelquefois si long qu’il donne lieu & des enche-
vétrements inextricables : on donne & ces micro-
coques ainsi disposés le nom de « Streptococcus »,
ou celui de « Torula ». Exemple : Streplococcus de
la mammaite contagieuse des vaches laitiéres.

Enfin les micrococcus peuvent étre groupés les
uns pres des autres de maniére a simuler une
grappe de raisin, dont chaque grain serait repre-
senlé par un mierococcus. Dans ce cas, on les
nomme « Staphylococcus ». Exemple : Staphylococcus
PYOGENES aureus.

20 Microbes a forme allongée. — Les microbes
rentrant dans cette deuxiéme catégorie prennent
la forme d'un bdton, droit lorsqu’ils sont courts,
sinueux lorsqu’ils sont longs @ les premiers portent
le nom de « bacilles »; les seconds celui de « lepto-
thriz ». Exemples : Bacillus subtilis; Leptothriz buc-
calis.

Le leptothrix est le plus généralement ondulé :
1l decrit alors des courbes capricieuses et d’une
régularité veéritablement géométrique. Dans quel-
ques cas, les leptothrix sont =i longs, qu'en se re-
pliant un grand nombre de fois sur eux-mémes,
ils forment des amas considérables rappelant les
écheveaux de fil de Brelagne : telle est 'apparence
que prend la bacléridie charbonneuse dans les
cultures.

On donne le nom de « Cladothriz » aux microbes
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ayant la forme droite, allongée, mais dont les
articles se ramilient en fausse dichotomisation :
tel est le microbe du farcin du beeuf.

Les bacilles, nettement limités par un profil
rectiligne sont dits « droits ». Ils sont dils « en
fuseau » lorsque leur partie centrale est plus ou
moins renflée.

Certains bacilles, généralement courts, présen-
tent dans leur miliew un point tres réfringent qui
n'a aucune affinité pour les matiéres coloranles,
(qui ne se colore pas, tandis qu'au contraire les
extrémités du bacille se colorent fortement. A
cette forme spéciale nous donnons le nom de « ba-
cilles a espace clair »; qualitication qui dépeint bien
clairement dans le langage le caractere Lypique de
ces microbes, Exemple : Bacilles a espace clair de
notre Septicémie du lapin. Bacilles a espace clair du
Choléra des poules.

Quelques bacilles présentent un renflement
brusque, nettement arrondi, & une de leurs extré-
mités. Telssontles bacilles que Nicolaier a observés
dans le Tétanos.

D’autres affectent la forme d’une poire allongée :
ce sont des « bacilles en baltant de cloche ».
Exemple : Bucilles dw charbon symptomatique.

30 Microbes @ forme spiralée. — Dans cette caté-
gorie, on range les agents qui prennent la forme
dun arc de cercle ou d'une spire, On les connait
sous les noms de « bacilies-virgules, komma-
bacilles, spirilles ».

Dans cerlains cas, et vus au microscope, ces mi-
crobes peuvent paraitre droits, hien que réelle-
ment ils soient incurvés. Ce fait est da simplement
a ce quils se présentent dans le champ microsco-
pique suivant un plan perpendiculaire & leur rayon
de courbure.
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CLASSIFICATION MORPHOLOGIDUE DES MICROBES.

Microcoeccus.

Diplococens.

Micrococeus en Tétrades.
—_ en Sarcines.
- - en Looglees.

Ascococcus.,

Staphylococeus.

Streptococeus ou Torula.

{* Forme arrondie...’

Bacilles droits.
— & espace clair.
—  en luseau.
a0 Forme allongee. — en lanterne.
— en battant de cloche.
| Leptothrix.
Cladothrix.

(]

Bacilles Virgule.
3o Forme spiralée... { Komma bacilles.
| Spirilles.

2. Structure des microbes. — Les microbes adultes
sont formés d’une cellule, protégée a la périphérie
par une membrane d’enveloppe : la premiérc con-
tient un véritable protoplasma incolore, réfrin-
gent, quelquefois granuleux, formé d’une sub-
stance albuminoide a laquelle Nencki a donneé le
nom de mycoprotéine; la seconde résulte fort
probablement de la condensation des couches
périphériques du protoplasma de la cellule. Elle
apparait au microscope sous forme d'une ligne
fine, légerement grisatre, formant aussi un con-
traste frappant avec le protoplasma intérieur qui
apparail neltement réfringent. Mais, pour la plu-
part des microbes, cette distinction ne peut étre
établie que si on les examine sans coloration.
Leur affinité pour les dérivés basiques colorants
d’aniline est en effet si grande et la puissance tine-
toriale de ces couleurs est si prononecée, que l'on
ne peut plus distingugr 'enveloppe de la cellule
sur les microbes colorés, Pour quelques-uns cepen-
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dant, cette distinction est possible, si on a soin
d'emplover pour les colorer des procédeés spéeiaux,
C'est ainsi que dans les preparations colorées de
pneumococcus, on voit parfaitement sur certains
d'entre eux la membrane d'enveloppe ou capsule
faiblement colorée, tandis qu’au contraire le con-
tenu de la cellule est tres fortement teintd.

Les cellules ne contiennent jamais de noyaux.
C'est la un caracléere d'une grande importance et
qui les distingue nettement de la plupart des
cellules organiques.

Elles ne conticnnent non plus jamais de chlo-
rophylle : ce n’est qu’a de trés rarves exceptions
pres quon rencontre dans leur intérieur cetle
substance verte, =i commune dans les cellules vi-
gétales.

Le protoplasma qui les forme est d'une grande
résistance a tel point qu’il résiste a 'action dis-
solvante des bases el des acides gui attaquent les
cellules animales,

L'iode colore le protoplasma en jaune : réaction
chimique qui nous montre que le contenu cellu-
laire ne renferme pas d'amidon.

3. Mowvement des microbes. — Parmi les microbes
les uns sont immobiles, tandis que les autres sont
susceptibles de se mouvoir quelique peu dans les
différents milieux liquides qui les conliennent,

Pour se rendre un compte exact de ces mouve-
thents, 1l importe d’abord de ne pas confondre le
mouvement brownien qui les agite tous, a la facon
d'une poussicre quelconque, d'une moléenle inor-
ganique, avee le mouvement propre, permettant
aux agents quien sont doués de se déplacer a leur
guwise dans e milieu qu’ils habitent et quelquelois
méme de résister dans une certaine mesure au
mouvement moléculaire.

Il est done nécessaire de distinguer ces deux

I ®
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mouvements qui difféerent essentiellement 1'un de
Pautre : c'est la d’ailleurs une étude treés simple
a fare.

Pour bien observer le mouvement brownien ou
moléculaire, il suflit d’'examiner au microscope
(Verick : oculaire 1, objeclif 4) une goutte de sang
charbonneux, sans coloration. La mise au point
une fois faite, on verra les globules sanguins,
empilés les uns sur les autres a la facon de piles
de monnaies, former de véritables ilots plus ou
moins considérables et nager dans un liquide qui
n’est autre chose que le sérum du sang; mais on
remarquera bien que la direction du mouvement
de ces globules se fait dans le méme sens que
celui du sérum lui-méme : ce fait indique donc
bien que ces globules sonl simplement entrainés
dans le courant du sérum, tout comme une barque
abandonnée, n’ayant par elle-méme aucun mouve-
ment inlrinseque, est entrainée par le courant de
I'ean qui la supporte. De méme, entre ces ilots,
formds par 'agglomération des globules sanguins,
on verra les bactéridies, représentées pardes baton-
nets courts, droits, réfringents, opposés souvent
deux a deux par un de leurs pdles, suivre exacte-
ment la méme marche que les globules : elles
sont, elles aussi, entrainées dans le courant du
sérum. Si l'on attend que le sérum soit empri-
sonné¢ dans la coagulation périphérique du sang
contenu sous la lamelle, on verra alors le courant,
¢i rapide auparavant, se ralentir de plus en plus
et finir par cesser complétement : 4 ce moment
les ilots globulaires sont immobiles ainsi que les
bacléridies, que 'on voit alors enlassées les unes
sur les aulres pres des bords des ilots.

Examinons maintenant, et de la méme facon
que nous venons de le faire, ¢’est-a-dire sans colo-
ration et & un petit grossissemenl, une goutte de
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sang provenant d'un sujet mort de la septicémie
de Pasteur, depuis quelques heures déja.

Nous verrons les globules sanguins entrainés
dans le courant du sérum; puis de longs lilaments
réfringents, ondulés, mais dont les courbes d’on-
dulation varient & chaque instant.

Aussitot que le courant du sérum aura cessé,
nous verrons ces longs filaments, qui ne sont
autre chose que des vibrions septiques, se mou-
voir au milicu des globules immobiles a la ma-
nicre des serpents: tout en écartant les globules
sanguins pour se livrer passage, ils décrivent soit
un grand cercle, et prennent dans ce cas la
forme d’un are, soit des lignes sinucuses: ils sonl
alors ondulés.

Les mouvements amiboides de eertains micro-
hes semblent dus 4 des cils, a de véritables fla-
gellums (ui seraient constilués par des prolonge-
ments filiformes du protoplasma cellulaire ou de
la. membrane d’enveloppe. Ces mouvemenlts sont
variables suivant les especes que l'on examine.

Certains microbes, notamment ceux qui se rat-
tachent au genre leptothrix, décrivent de vérita-
bles ecurbes géométriques, qui s‘opposent sou-
vent les unes aux autres et produisent ainsi I'effet
d'une véritable reptation. Au conlraire, d’aulres,
et ce sont les plus nombreux, semblent s’agiter
autour d'un axe central et donnent ainsi licu a
des oscillations variées @ ce mode de déplacement
restreint se¢ rencontre surtout chez les microbes
affectant la forme bacillaire.

Ces mouvements, quels qu'ils soient d’aillenrs,
ne peuvent avoir licu qu'a certaines condilions
ambiantes indispensables. Pour qu’il en soit ainsi,
il faut que les microbes se trouvent placds dans
un milieu liquide, exposé & une temperature voi-
sine de celle du corps (377).
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Les mouvements seront d’autant plus accentués
que le milieu sera moins visqueux ; ¢'est pourquoi
I'agitation cesse au bout d'un certain temps sur
les préparations non lutées dans lesquelles, par
suite de I'évaporation, la partie liquide finit par
disparaitre. Cette condition de milieu nous parait
plus indispensable que celle de température; ce-
pendant, lorsqu'on aura a faire un pareil examen,
il sera bon de se servir d'un microscope a platine
chauffante.

k. Modes de reproduction des microbes. — Sur ce
point, la microbiologie est encore peu avancée,
aussi traiterons-nous cette question le plus simple-
ment possible,

Jusqu'ici on peut dire que les microbes se repro-
duisent suivant deux modes distincts , les uns par
scissiparité, les autres par sporulation; ou, sui-
vant la terminologie de de Bary, la reproduction
se fait par arthrosporulation pour les premiers, et
par endosporulation pour les seconds.

La reproduction par scissiparité parait étre le
mode exclusil’ que 'on observe chez les germes
affectant la forme de coccus, tandis que la sporu-
lation fait partie du cycle des microbes filiformes,
c¢’est-i-dire de ceux classés dans la forme allongée :
bacilles, leptothrix, ete.

La reproduclion par scissiparilé s'effectue de la
facon suivante : le micrococcus de rond qu’il était
prend une forme ovale, sa partie movenne se ré-
trécit et finalement donne naissance par segmen-
tation & deux cellules filles qui ne tardent pas a
prendre la forme arrondie de la cellule-mere. Si
le micrococcus primitif est isolé des autres il
donne ainsi naissance a un diplococcus; si au
contraire plusieurs micrococcus sont les uns pres
des aulres, il en résulte une zooglée.

Si la seissiparité se fait dans une seule direction
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rectiligne, les cellules filles se trouvent les unes
au boul des autres et forment ainst un véritable
chapelet désigné, nous U'avons déja dit, sous le nom
de streptococcus ou de torula.

Si la scissiparité seffectue suivant deux direc-
tions distinetes, perpendiculaires 'une & laulre,
il en résulte une disposition des cellules filles en
tétrades.

Si la segmentation s'effectue en plusieurs sens
différents, et sans aucun systeme géométrique
(quelconque, elle donne naissance a une réunion
diffuse de cellules filles, connue sous le nom de
staphylococcus.

Mais il faul bien remarquer que chacun de ces
différents modes de reproduction par segmenta-
tion est toujours le méme pour une espece donnée;
¢'est ainst qu'un streplococeus donnera toujours
naissance a des streptococcus; qu'un germe en
tétrades reproduira toujours des télrades qui, par
leur agglomération, simuleront parfoisune zooglée;
mais, avec un peu d'atlention, il sera lacile de voir
que cette « fausse zooglée » est constituée par
'union de plusieurs tétrades.

La reproduction par sporulation est un mode
de génération plus élevé que le précédent et sem-
ble ainsi appartenir a des espéces plus complexes
(qque celles qui se multiplient par simple scissi-
parité. Les germes de forme bacillaire présentent
seuls ce phénoméne de reproduction.

Dans ce cas, il se forme a cerlains points de la
longueur du bacille, de véritables condensations
protoplasmiques qui deviennent d’aspect de plus
en plus réfringent; eces points réfringents s'ar-
rondissent, landis que le protoplasma qui les en-
globe finit par disparaitre par résorption.

Ces petits points réfringents connus sous le nom
de spores, ou de corpuscules-germes (Pasleur),
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sont ainsi mis en liberté. La spore posséde une
enveloppe extrémement résistante qui lui permet
de résister aux causes naturelles de destruction
et d’attendre les conditions de milieu et de tempé-
rature propices a sa fructitication.

Tandis que les bacilles meurent aussitot que le
milieu ou ils se trouvent ne contient plus les élé-
ments nécessaires a leur vitalité, les spores au
contraire vivent pour ainsi dire a l'état latent.
Elles sont en tout point ecomparables a la graine
des plantes que I'on peut conserver indéfiniment et
qui n’attend pour donner naissance a la plante
adulte que d’étre placée dans un milieu favorable
a son développement.

Tandis que la bactéridie filamenteuse est dé-
(ruite & une température inférieure a 65°, la spore
charbonneuse résiste & I'eau bouillante, & moins
(que cette action ne soit prolongée pendant deux
heures. Desséchées, les spores charbonneuses peu-
ventrésistermomentanémenta130° (Pasteuret Jou-
bert), température élevée a laquelle aucune forme
adulte ne serait susceptible de conserver la vie.

La résislance des spores a I'état latent est done
considérable; mais lorsqu’elles sont en formation
ou en fructilication surtout, elles sont bien moins
résistantes, quelquefois méme moins résistantes
que le bacille adulte lui-méme : se quise comprend
facilement. L'enveloppe de la spore, en effet, au
moment de la fructification, devient de moins en
moins résistante, presque célatineuse, afin de per-
metire Pallongement du jeune bacille auquel elle
va donner naissance : on concoit aisément qu’a ce
stade de développement, la spore ait une résis-
tance moins grande que celle du bacille adulte
lui-méme.

Outre 1'élat sporulaire et I’état adulte, il existe
une grande variélé de formes bizarres connues

e
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sous le nom de formes « involulives ». On n’est
pas bien fixé sur la cause et la signification des
formes involulives; on les considere générale-
ment comme l'expression d'un trouble dans la
nutrition ou Uévolution du microbe; nous n'y
insisterons pas pour le moment.

3. Nutrition des microbes; les aérobies, les anad-
robies. — Lewr diffusion dans la nature : microbes de
Cair, de Ueau, du sol.

Les microbes saprogénes, chromogénes et pathogenes.
— Les microbes, comme tous les végétaux pri-
vés de chlorophylle, ne possédent point le pou-
voirqu'ont les cellules chlorophylliennes de puiser
directement dans 1'air ou dans le sol les éléments
nutritifs.

Ainsi que les animaux et les champignons, il
leur faul pour vivre et se développer des malé-
riaux organiques tout préparés, des combinaisons
hvdrocarbonées et azotées. 1ls trouvent ces malé-
riaux dans les humeurs ou les tissus sur lesquels
ils vivent en parasiles; ou bien, en dehors de l'or-
ganisme animal vivant, ils les puisentl dans les
produits morts d’origine animale ou viégétale.

Ce qui est remarquable, c’est Pavidité qu'ils
ont pour l'oxygene.

[Is s'emparent de ce gaz de deux facons dilfé-
rentes: lesuns le prennent directement dans Uair,
les autres 'empruntent a cerlains milieux orga-
niques ou végétaux, en les décomposant, donnant
alnst naissance a des combinaisons chimiques
speciales, dégageant toujours une cerlaine quantite
d'acide carbonique.

On appelle « adrobies » les microbes qui vivenl
en présence de air, el « anaérobies », ceux (ui se
multiplient dans des milicux divers, privés dair.

Quelques microbes sont susceplibles de vivre
des deux I';u_'nn,-: fque nous venons 1|'i1|l|il|lH‘I“ . C&
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sont les « adro-anaérobies ». 1ls vivent donc aussi
bien en présence de l'air que sans air. On leur
donne encore le nom « d'aérobies facultatifs » par
opposition aux « aérobies striets » qui ne peuvenlt
se multiplier qu’en présence de 'oxygene libre.

("est en étudiant les fermentations que M. Pas-
teur a découvert que certains germes pouvalent
vivre sans air, tandis que d’autres ne pouvaient
se mulliplier qu’en présence de l'air.

Nous ne pouvons faire ici une étude complete
du role des microbes dans la fermentation, pas
plus que des réactions chimiques auxquelles ils
donnent naissance; mais nous étions obligés d’en
parler quelque peu dans le but pratique de faire
comprendre au lecteur ce qu’on entendait par
microbe aérobie strict, aérobie facultatif ou anaé-
robie. Ce sont des expressions qualiflicatives qui
demandaient a ¢tre expliquées au début de cet
ouvrage, car nous les emploierons souvent en trai-
tant de 'hisloire des microbes en particulier.

On appelle microbes saprogénes ceux qui, en
provoquant des putrétactions variables, dégagent
en méme temps une odeur spéciale, presque tou-
jours désagréable.

On nomme microbes chromogeénes, ceux qui, en
se développant sur les milicux de culture arti-
ficiels, produisent une culture colorée en brun, en
rougg, en jaune, etc.

Enfin, on nomme microbes pathogénes ceux qui
vivent en parasiles dans l'économie de I'’homme
ou des animaux et y déterminent des lésions di-
verses, géncéralement tres graves, qui ne tardent
pas aamener la mort rapide des sujetsinfectés.

Ce sont surtoulces bactéries pathogenes quinous
intéressenl au plus haut point, et c'est 4 cause
d’elles que la microbiologie a pris une place si
importante dans les études médicales.
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Les microbes pathogénes donnent lieu a des
maladies de forme pyémique ou de forme septique.
Une bactérie donnée peut, suivantl’espéce animale
dans laquelle elle se multiplie, provoquer une
maladie pyémique ou une septicémie. C'est ainsi
que le microbe du choléra des poules tue rapide-
ment les oiseaux par septicémie, sans (que jamais
on trouve trace de pus a l'aulopsie, tandis qu'au
contraire il produit chez le cobaye une allection
bénigne, se traduisant par la formation d'un abces
clos au point d'inoculation.

LLes microorganismes pathogenes agissent sur
I'organisme de 'homme ou sur celui des animaux,
non seulement parles troubles fonctionnels qu'ils
v provoquent, mais aussi par les détritus qu’ils y
laissent. Ces détritus, véritables produits de déchet
des microbessont dessubstancessolubles, toxiques,
produisant des effets aussi terribles que ceux des
poisons les plus violents : ils sont connus sous le
nom de ptomaines. Mais jusqu’ici leur étude chimi-
que est trés imparfaite. Quelques-uns d’entre eux
sont tellement toxiques, que les sujels meurent en
(uelques heures, et qu’a 'autopsie on est étonné de
la petite quantité de microbes que 'on rencontre
dans les tissus.

Les microbes qui paraissent produire les pto-
maines les plus toxiques sont ceux qui donnent
liew aux septicémies. Dans ces maladies, en efet,
les sujets atleints meurent avee une rapidilé sur-
prenante ; quelquefois on constale méme des cas
foudroyants.

La plupart des microbes pathogénes ne sont pas
chromogenes, ¢'est-a-dire que, cullivés sur cerlains
milicux solides, opaques ou transparents, leur cul-
lure reste blanche, mais ne prend jamais de Leinte
speciale jaune, rouge, verte, ete. 11 est quelques ex-
ceptions pourtant, dont la plus remarquable est la
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culture dubacille delamorve surlapomme de terre.

Les microorganismes sont répandus en grand
nombre surtout ce qui nous environne : on en ren-
contre dans l'air, dans les eaux de toutes natures,
sur le sol et méme dans la profondeur de la terre.

L’air conltient notamment un grand nombre de
microbes chromogenes et ce n’est, nous le pensons
du moins, que trés exceptionnellement qu'on y
observe des germes pathogenes. Cest qu’en effet
les microbes, comme d’ailleurs toutes les granu-
lations, méme les plus ténues, subissent l'action de
la pesanteur tout comme les autres corps, de sorte
qu’ils tendent toujours a se déposer sur la surface
du sol. En un mot 'air ne leur sert que de véhicule.

I1 faut d’ailleurs ne pas oublier que ces microbes
pathogeénes émanent des débris ou des excreta des
animaux infectés; or, ees matiéres sont plus ou
moins humides et retiennent ainsi les microbes
emprisonnés comme dans une sorte de bouillie,
de sorte que la contagion volatile ne se peut faire
qu'a la condition que ces matieres soient d’abord
desséchées, puis réduites en une poussiére assez
fine pour pouvoir étre diffusée dans 'atmosphere
par les courants d'air ou les coups de vent.

A ce poinl de vue, on peut considérer l'eau
comme le véhicule le plus ordinaire des microbes
pathogénes. L'histoire de la fievre typhoide et du
choléra en est un exemple frappant. On peut done
dans certaines circonstances v rencontrer des
germes virulents. Les eaux de source seules pas-
sent pour étre pures de tout germe vivant,

Il existe a la surface du sol une grande variété
de germes zymogenes, chromogenes et pathogénes.

L'intérieur du sol en renferme aussi un grand
nombre ; mais nous ne pouvons insister sur tous
ces détails : ce serait sorlir du cadre que nous
nous sommes trace,




GHAPITRE II

A. Isstavsests oe venneme : Pipettes Pasteur. — Matras Pasteur.
— Balions. — Ballons-pipettes Chamberland. — Tubes & essai.

— Plaques de verre. — Vases i sérum, — Appareils pour la
culture des microbes anacrobies, -

B. StériuizaTion pE La verrerik : Four & flamber de Pasteur.

A. INSTRUMENTS DE VERRERIE

Nous ne mentionnerons dans cet article que les
instruments d'un usage courant et géncral. Nous
rejetons absolument une foule d’appareils d'une
utilité ou contestable ou trop restreinte, qui ne
servent qu'a encombrer les laboratoires et a sur-
charger les descriptions techniques.

Nous omettons, pour l'instant aussi, cerlains
appareils dont ilsera parlé plus utilement ailleurs,
par exemple aux articles : milicuw de cullure, (ech-
nique des cullures.

Nous allons décrire successivement :

I. — La pipette Pasteur.
Il. — Les matras Pasteur.
ITl. — Les ballons.
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IV. — Les ballons-pipettes Chamberland.
V. — Les tubes a essai.

VI. — Les plaques de wverre pour cultures en
plaques.

VII. — Les vases a sérumnt.

VIII. — Les appareils pour la culture des microbes
anaérobies.

D'une facon générale tous ces appareils doivent
étre préparés a l'avance, lavés, stérilisés, et con-
servés dans le laboratoire, en atlendant qu’il en
soit fait usage, a l'abri de la poussiere.

I. Pipettes Pasteur.

La figure ci-contre (fig. 1) donne la representa-
tion de ce pefit instrument, qui est d'un usage
journalier dans la pratique de la bactériologie. La
préparation des pipeites Pasteur est d'une extréme
simplicité; un court apprentissage donnera 'habi-
leté manuelle nécessaire.

Prenez un tube de verre de cing a siz millimeétres
de diametre, d’épaisseur moyenne, longde 1™, 20 cen-
timetres environ ; essuvez-en soigneusement la
surface ; coupez-le par des traits de lime en quatre
fragments de trente cenlimétres environ ; vous
aurez ainsi quatre pelits tubes droits. Prenez un
de ces tubes, chauffez-le ala flamme du chalumeau
a gaz a sa partie moyenne en lui imprimant entre
les doigts un mouvement de rotation rapide :
quand le verre entre en fusion écartez de la
flamme et étirez lentement de facon 4 oblenir une
longue effilure ; séparez alors la partie effilée en
son milicu. Yous aurez ainsi deux pipettes ter-
minées par une extrémité capillaire que vous
scellerez immédiatement a la flamme,.
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Bordez alors a la flamme les bords de la grosse

extrémité non effilée, et garnissez
cette extrémité en A d'un tampon
d'oualte.

A cet effet prenez un petit mor-
ccau d’ouate et i aide d'une pointe
mousse enfoncez-le dans la pipette
sous pression légere,

Préparez de méme chacun des
autres petits tubes droits, faisant
deux pipettes d'un méme fube, et
construisez dans la méme séance
le plus grand nombre possible de
pipettes, car il est indispensable
d’avoir toujours une certaine quan-
tité de ces petits instruments a sa
disposition,

Les pipeties terminées, on les
placera, pour les stériliser, dans le
four 4 Hlamber dont nous parle-
rons ci-dessous.

La figure ci-contre (fig. 2) mon-
tre des pipettes d'une forme un
peu différente des pipeltes Pas-
teur. On les obtient en étranglant
celles-ci & la flamme sur un point,
en B.

La petite extrémité est scellée
a la lampe; lautre exirémilé est
rodée a la flamme et garnie d’un
tampon d'ouale,

Ces pipetles servent & conserver
al'abri de I'air une petite provision
de maliére virulente (liquide de
culture ou produit pathologique);
nous en expliquerons le mode
d’emploi en temps et lieu.

Fig. 1.
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Ces pipettes sont, apres leur préparation, portées
également dans le four a flamber.

II. Matras Pasteur.

« C’est un petit ballon a fond plat en verre
léger, fermé par un bouchon
a I’'émer1 & recouvrement, qui
lui-méme n’est pas plein, mais
se termine par un tube de
verre obstrué par un tampon
de coton » (Duclaux) (fig. 3).

Mais avant de garnirle bou-
chon du matras Pasteur de
son tampon d'ouate, avant de
mettre linstrument en état
d'étre flambé, il est nécessaire
de le laver parfaitement, et
nous allons exposer ici, une
fois pour toutes, la facon dont
on doit procéder au lavage de
la verrerie.

Fig.3. — Matras Pasteur.

LAVAGE DE LA VERRERIE.

Lavez d’abord 1'objel avec une solution de po-
tasse; puis rincez a grande eau pour enlever
I'exces de polasse.

Plongez alors dans un bain d'eau acidulée & un
ou deux pour cent d'acide sulfurique; rincez a
I'eau pure et faites égoutter soigneusement. A
cet effet le mieux est de placer les objets humides
dans l'étuve seche que nous déerirons plus loin,
et de les y laisser jusqu’a complete siceité.

Lorsque le matras a été soigneusement laveé sui-
vant la méthode que nous venons d'indiquer, lors-
qu'il est bien see, il faut garnir le bouchon de
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verre d'un tampon d’ouate. On procédera comme
on I'a fait pour la pipetle, en faisant pénétrer,
sous légére pression, 4 'aide d’'une pointe mousse,
un pelit fragment d’ouate dans le tube étroit qui
termine le bouchon a sa partie supérieure. Il ne
reste plus alors qu'a stériliser le matras dans le
four a flamber.

Les matras Pasteur sont d’une extréme commo-
dité pour les cultures dans les liquides, telles que
les pratique IEcole francaise: ils doivent servir a
cette usage a l'exclusion
de tout autre appareil.

On se les procure faci-
lement dans le commerce.

III. Ballons.

On doitavoirun certain
nombre de ballons en
verre de dimensions diffé-
rentes, pouvant conlenir
250 & 1,000 c.c. (lig. &).

Ces ballons servent spd-
cialement dans la prépa-
ration des bouillons, ainsi
que nous le dirons en trai-
tant de ces milicux de
culture.

Les ballons seronl soi-
gneusement lavds et séches ;
on les bouchera alors avee
un tampon d’ouale. Voici
une bonne facon de préparer ces tampons.

Prenez dans un paquet d’ouate un fragment de
dimension variable, suivant le diamétre du tube
qu’il faut boucher, mais de forme a peu pres rec-
tangulaire.

N

Fig. 4.
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Pliez ce fragment en deux pour lui donner une

plus grande épaisseur; placez alors 'extrémité de
volre index gauche au centre de la surface ainsi
obtenue, et coiffez votre phalange avec 'ouate que
vous ramenerez et presserez doucement autour de
‘cette phalange ; retirez 1'index : vous aurez ainsi
un tampon d’ouate terminé par une surface lisse et

spurpraquey’) apadid-uojjeg — ¢ *Jiy

bien ar-
rondie
c'est la
un point
important que
cette petite ma-
nceuvre  bien
simple permet
d’atteindre facilement.
Bouchez alors la tubulure
du ballon avec votre tampon,
la partie arrondie, lisse, celle
qui coiffait 'extrémité de I'in-
dex étant dirigée en bas. En régle abso-
lue les bouchons d’ouate doivent étre peu
serrés et pénétrer dans les tubes qu'ils
obturent sous une légere pression.

IV. Ballon-pipette Chamberland.

Ce ballon figuré ci-contre (fig. 5) porte
d sa partie supérieure un léger rentle-
ment qui se prolonge par un tube Ain-
cliné & 43°. Ce tube ouvert a son extré-
mité supérieure porte un ou deux étran-
glements destinés a maintenirle tampon
d’ouale : un seul étranglement est néces-
saire,

A la partie sphérique du ballon est
soudé un tube B plus fin que le tube su-

R N o Rt ) %

L S—
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périeur, doublement recourbé qui se termine en
amincissant. Ce tube est désigné sous le nom
d’eftilure latérale. On lave soigneusement le ballon-
pipette; on garnit le tube supérieur d'un tampon
d’'ouate qu'on pousse en forcant jusqu’a I'étrangle-
ment; on scelle a la lampe Uextrémité de 'effilure
latérale, et on porte le ballon ainsi préparé dans le
four a flamber.

Ces ballons-pipettes sont destinés, ainsi que
nous l'expliquerons plus longuement ailleurs, a
conserver les bouillons stérilisés jus-
quaun moment de leur transvasement
dans les matras Pasleur.

V. Tubes a essai.

Ces tubes (fig. 6) servent aux cultures
sur milieux solides (gélatine, gélose, sé- ,
rum, etc.). Leur diametre est ordinaire- 'ﬁ
ment de un centimetre 1/2 a deux cenli- |
metres. [1s doivent se terminer a la par- L
tie supérieure par des bords droits; il |
faut rejeter les tubes dont les bords i
circonscrivant I'ouverture se renversent [
en dehors : cet évasement constitue une |

|
|

difficulté dans Tapplication des capu-

chons en papier-filtre dont nous par- | JJ
lerons plus loin. -

Les tubes a essai seront lavis, séchés I
et bouchés al'ouate. Nous avons, en par-
lant ci-dessus des ballons, déerit un
procédé commode pour confectionner les lampons
d'ouale : ce procédé trouve son application ici. Les
tubes a essai lavés, séchés, bouchés, seront stérili-
sés dans le four & flamber,

Fig. 6.
Tubhe

A essal.

[
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VI. Plagques de verre pour cultures en plagques
suivant la méthode de Koch.

On se sert dans ce procédé de culture, dont le
but et la technique seront décrits plus loin, de
plaques de verre
rectangulaires de
dimensions varia-
bles, 12/10 en
moyenne, et d'é-
paisseur un peu
supérieure a celle
des porte-objets
usités en micro-
graphie. (Les pla-
ques  employées
par les photogra-
phes et connues

il

Fig. 7. Fi

sous le nom de quarts de plaque seront d'un
bon wusage) (fig. 7). Les plaques préalablement
lavées et scchées seront placées pour subir la sté-
rilisalion dans une boite en tole de 0,14 de long
sur 0,18 de haut : la ligure repreésenle cette
boite et son couvercle (fig. 8).



VASES A SERUM.
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VII. Vases a sérum.

Prenez un vase (lig. 9) d'une assez grande capa-
citd, deux Li- A
tres environ, e
(celui que re-
présente la figure ci-
contre est dun bon
emploi), et faites choix
pour le boucher dun
bouchon de liege dont
le diametre soit un peu
infértewr au  diametre
intérieur ducol du vase.

Préparez d’autre part
un tube en verre A que
vous recourberez 4 an-
gledroit a son extrémité
supérieure, et que vous
fermerez & courte dis-
tance de la courbure. La
partie droite du tube A
doitavoir une longueur
suffisante pour plonger
d'une part jusqu’aun
fond du vase, et émer-
ger d'autre part au-
dessus du col.

Assemblez aiors les
deux parties, vase el
tube deverre, de lafacon
suivante : enlevez sur
lacirconférence du bou-
chon un petit coin de
licge qui donnera pas- . -
sage au tube de verre: Fig. 9. YVase & serum,
puis, pour houcher U'intervalle qui doit, ainsi que




28 INSTRUMENTS DE VERRERIE.

o

nous l'avons dit, exister entre le bouchon et le
col du vase, garnissez la circonférence du bou-
chon d'un anneau d'ouate; placez alors le bou-
chon, traversé par le tube et garni d'ouate & son
pourtour, sur-le col du vase. Donnez au tube de
verre dans le vasc une position telle que son
extrémité inférieure soit d'une part a courte
distance du fond du vase, et aflleure presque
d'autre part la circonférence de lappareil; on
évitera, en faisant ainsi, les éclaboussures du sang
tombant dans le récipient.

Le tube de verre élant en bonne place, faites sur
sa circonférence, prés de son extrémité fermée, un
trait au couleau a verre. ,

Une derniére opération consiste a filtrer lair
qul pénétrera dans l'appareil; pour cela on enve-
loppera la partie terminale du col du vase et
I'émergence du tube A d'une couche épaisse et
serrée d'ouate, qu'on maintient par quelques tours
de {il,

Il ne reste plus qu’a stériliser l'appareil en le
portant dans le four a flamber.

VIII. Appareils pour la culture des anaérobies.

19 Tube double de Pasteur. — Ce tube employé
autrefois par MM. Pasteur Joubert et Chamberland
pour cultiver le vibrion septique « consiste dans
un tube a deux branches anquel est soudé un tube
de verre ¢lranglé en A... chacune des branches
porte un pelit tube eftilé » (Roux). Pour le mettre
en élatde servir, lavez-le soigneusement, séchez-le,
garnissez le tube supérieur d'un tampon d'oualte
que vous pousserez jusqu'a 'étranglement A, et
fermez & la lampe les tubes effilés latéraux. Il ne
restera plus qu’a stériliser 'appareil dans le four
a flamber (fig. 10).
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2° Tube simple de Pasteur. — C'est un tube sim-
ple surmonté d'une tubulure étranglée en un
point A, et garni latérale-
ment d'un tube B recourbé
et effilé.

Lavez-le, séchez-le,
poussezuntampond’ouale

Fig. 10. Fig. 1.

en A, fermez le tube effilé latéral a la lampe et
portez dans le four a2 flamber (fig. 11).

3 Tube pour la culture des anacrobies dans la géla-
éine. — La figure ci-contre (fig. 12) montre cet
appareil. C'est un tube i essai surmonté dune
tubulure B a sa partie supdrieure,

A la tubulure B est soudée une tubulure A
quon étranglera en d,

[
.
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L’appareil sera lavé: on poussera un tampon
de coton jusqu'en d, on fermera B par un tampon
de coton placé a son extrémilé supérieure. Ainsi

e ———

B

Fig. 12 bis.

Fig. 12,

¥ Y l; ,' ¥ » ' 3 ;
apprété Lappareil sera porté dans le four a
Hamber,

&° Tube pour la culture en plagque des anadrobies.
— 1l consisle en un tube A, long de 25 & 30 centi-
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metres environ, d'un diameétre de 3 centimetres,
portant a chacune de ses extrémités un tube B, B’
de petit diametre. Ces tubes BB’ se recourbent a
angle droit, et sont fermés a leur extrémilé par
un tampon d'ouate (tig. 12 bis).

L'appareil ainsi préparé et lavé sera porté dans
le four & flamber (fig. 13).

B. STERILISATION DE LA VERRERIE

L'appareil le plus pratique pour la stérilisation
des instruments de verrerie est incontestable-
ment le four Pasteur (voyez fig. 13). C’est un ap-
pareil en tdle, a double paroi, a retour de lammes,
avec brialeur a gaz a la partie inférieure, et che-
minee latérale.

Les dimensions en sont trés variables. Ce four
est fermé a sa partie supérieure par un couvercle
percée d'un trou dans lequel on fera pénétrer un
houchon traversé par un thermometre,

Dans l'intérieur du four on disposera les instru-
ments a flamber; ces instruments seront a cet
effet placés, l'extrémité qui porte I'ouate tournce
en haut, dans un panicr en toile métallique, et ce
panier sera portédans la chambre du four. Lors-
que le panier chargé des objets a flamber est en
place, mettez le couvercle, placez le houchon por-
tant un thermométre, allumez le gaz, et laissez
monler la température a 170 ou 1800,

A ce moment réglez la température par liton-
nement en fermant et ouvrant le robinet d'amence
du gaz, de facon & oblenir une tempdérature
moyenne de 1700 que vous maintiendrez pendant
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une heure et demie a deux heures. Ce temps écoulé,
éteignez le gaz, laissez descendre le thermometre
et retirez le panier mélallique. L'ouate qui obture
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Iig. 13. — Four Pasteur.

les vases doit étre roussie et non carbonisée ; tout
reécipient dont louate serait carbonisée eslt inu-
tilisable.




GHAPITRE III

MILIEUX DE CULTURE : LEURS MODES DE PREPA-
RATION, LEURS MODES DE STERILISATION. —
L'AUTOCLAVE.

A. Micievx e curtune tiguines : Les bouillons. — Le lait. — L'urine,
— L'humeur aqueuse. — Le sérum liquide. — Liquide allantoidien
et liquide de l'hvdrocele.

B. Micievx pe cortune soripes : A. Milieux transparents : Gelatine,
gelose. — B. Milieux semi-transparents : Sérum. — €. Milieux
opaques : Pommes de terre, betteraves, ete.

L'Avtocrave : Son mode de fonctionnement.

Les microbes qui évoluent naturellement dans
I'économie de I'homme et des animaux, dans les
maltieres liquides putrescibles, ete., sont suscep-
tibles de vivre et de pulluler dans de véritables
terrains artificiels que les microbiologistes ont
composes, et auxquels on donne le nom de milicwr
e culture.

Ces milieux de eulture doivent, pour se préter a
la vie des microbes, remplir les deux conditions
suivantes :

1o Ils doivent contenir les principes ndeessaires a
la nutrition de ces organismes.

2" Ils doivent étre absolument stériles, c'est-i-
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dire ne contenir aucun germe avant leur ense-
mencement. Ajoutons enfin qu’ils doivent, sauf
quelques cas exceptionnels, étre de réaction neutre
ou légérement alcaline.

Le tableau ci-dessous résume la division systé-
matique et pratique des milieux de culture.

Bouillons.
Liquides minéraux.

1® Milieuz liguides. { Peu employés.
Ligquides vegétaux.

| Liquides organiques naturels.

) Gélatine,

—

| Transparents...... _
Gélose.

MILIEUX DE CULTURE

\ 2¢ Milieuxw solides. { Semi-transparent .. | Sérum.

i Pommes de terre,

\ Opaques..... sarss ) ete

Les milieux de culture liquides, dont le type le
plus parfait est assurément le bouillon, tel que
nous le décrivons ci-dessous, sont ignorés ou dé-
daigncusement rejelés dans certaines écoles étran-
geres. On a le droit d'étre singulierement étonné,
quand on conmait les immenses services que ces
milicux ont rendus dans la pratique des cultures
enlre les mains de Pasteur et de ses éleves, de
voir quelles fantastiques accusations on éleve
contre leur emploi, de lire, par exemple, dans cer-
tains ouvrages allemands, que les milicux liquides
ne peuvent donner que des cultures impures! 11
faut laisser passer cette accusation « en la saluant
d'un sourire » (Duclanx).

En France nous pratiquons et la culture sur
milieux solides, et la culture sur milieux liquides,
« en demandant a chacune ce qu’elle peut donner :
a la méthode des cultures sur gélatine et sur
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gélose un incomparable moyen de séparation et
d'isolement des microbes, et les renseignements
parfois tres intéressants que fournissent I'aspect
et l'examen des colonies; a4 la cullure dans les
milieux liquides, nous demandons non seulement
desrenseignements surlamorphologie du microbe,
qu'elle peut nous donner a l'égal de la précédente,
mais surtout des notionssur sa biologie, la nature
des aliments qu’il préfere, des transformations
quil leur fait subir, etc., toutes choses que la
methode de culture sur milieux solides ne nous
révele que d'une facon insuffisante » Duclaux).

A. MILIEUX DE CULTURE LIQUIDES

Les liquides minéraux ou veégétaux sont aujour-
d’hui, sauf pour certaines recherches spéciales, a
peu pres délaissés dans les laboratoires francais.
Nous ne parlerons done ici que des bouillons et
des liquides organiques naturels.

I. Les bouillons.

Les bouillons constituent par excellence les
milicux de culture liquides.

Préparalion. — On peut se servir de viande de
beeuf, de cheval, d'dne, de mulet, de veau, de mowlon,
de pore, de lapin, de poule, ete.

Nous conseillons entre toules la viande de baeuf,
de veau et de poule.

On prend 500 grammes de la viande choisie,
débarrussée des os, de la graisse, des lendons, des
aponcévroses, et hachée finement.,

On place ces 500 grammes de viande dans un
récipient contenant 1 000 grammes d'eau distillée.
Avec une spatule en porcelaine on mdlange soi-
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gncusement la viande a 1'eau, et on laisse macérer
pendant 2% hewres a froid.

On peut, pour gagner du temps, remplacer la
macération a froid par la macération a chaud : on
place alors les 500 grammes de viande dans
1 000 grammes d’eau distillée portée préalable-
ment & la température de - 50° environ, et on
laisse macérer dans 'autoclave pendant une demi-
heure a -} 50° environ; cette température ne doit
pas étre dépassée, car, au dela, I'albumine se
coagulerait, et retiendrait une certaine quantité
de matiéres solubles.

La macération & froid est préférable a la macé-
ration & chaud.

Apres 24 heures de maceration, on filtre sur un
linge mouillé, et I'on obtient une certaine quantité
d’'un bouillon légérement rougedtre : on pese
alors exactement ce bouillon, et on ajoute au-
tant de grammes d’eau distillée qu’il faut pour que
le poids du bouillon atteigne le double du poids
de la viande employée, soit 1000 grammes.

On introduit dans le bouillon un demi p. 100
de sel marin et une trace de phosphate de potasse :
le bouillon ainsi additionné est le bowillon pur.

On préparve encore des bouwillons peptonisés qui
sont d’excellents milicux de cullure : pour cela,
outre le sel marin (1/2 p. 100) et le phosphate de
potasse, on ajoule 1, 2, ou 3 p. 100 de peptone Cha-
poleaut. '

On porte le bouillon pur ou peptonisé dans
'autoclave ou on le fait bouillir (a 100°) pendant
une heure. On filtre sur un linge. 2

Lebouillon, reésultant de ces diverses opérations,
F{]llgil. plus ou moins le tournesol bleu; il est
acide et par conséquent impropre a faire un milieu
de culture : il faut le rendre alealin.

Pour cela, on ajoule par petites quantités une
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solution de potasse ou de carbonate de soude
jusqu’a ce que le papier de tournesol donne a
I'essai une réaction neulre, ou trés légérement al-
culine.

Le bouillon est alors soumis a l'autoclave a la
lempérature de -+ [15° pendant 10 minules, et on le
laisse ensuite reposer jusqu’au lendemain, afin que
la graisse se solidifie a la surface par le refroidisse-
ment, et que les matiéres insolubles se déposent.

Le lendemain, on décante le bouillon, en ayant
soin de laisser de coté la graisse, et le dépot s'il y
en a; puis on transvase le produit décanté dans
un ballon en verre bouché i l'ounate, préalablement
stérilisé ; on recouvre, apres l'opération, le ballon
de son tampon d'ouate, et sur celui-ci on place
un capuchon en papier filtre.

On porte le ballon ainsi rempli dans 'auloclave,
et on le soumet a -} 115° pendant un quart d’heure
au moins, une demi-heure au plus.

Au sortir de l'autoclave le bouillon est prét et
stérile : 1l ne reste qu'a le répartir dans ses réci-
pients, c¢'est-a-dire dans les matras Pasteur stéri-
lisés.,

L'opération se fait en deux temps de la facon
suivante : le bouillon est d'abord aspiré du ballon
qui le contient dans le ballon-pipette Chamber-
land, et de cette pipette il est ensuite distribué
dans les matras.

Prenez une  pipetle  Chamberland slérilisce
V. chap. I), brisez Pextrémité de Ueffilure latérale
par un trait de couleau a verre, el stérilisez loute
la surface extéricure de cette effilure en la passant,
plusieurs fois dans la lamme de la lampe a alcool.
Saisissez dans la main gauche le ballon qui con-
tient le bouillon ; par surcroit de précaution, re-
passez une ou deux fois dans la lamme Ueffilore
latérale de la pipetle Chamberland, que lient la

. DE MICROBLIE, b
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main droite; avecle pouce 8t I'index de cetle méme
main enlevez le tampon d’ouate du ballon; plon-
gez dans ce ballon Veffilure de la pipette, que
vous ferez pénétrer dans le liquide, sans aller jus-
qu'au fond, ou un dépot s’est le plus souvent
formé; aspirez le liquide dans la pipette par le
tube supérieur de celle-ci.

Il faut ne pasrecueillir tout le liquide du ballon,
et notamment il faul arréter 'opération de facon
a ne pas aspirer la partie superficielle qui pen-
dant les manipulations aurait pu élre souillée
par quelque germe atmosphérique.

Le bouillon recueilli dans la pipette Cbamber-
land doit ¢élre maintenant distribué dans les ma-
tras Pasleur, »

On prend un maltras dans la main gauche, et on
Vineline de facon que son grand axe soif hovizontal :
cette position soustraira l'intérieur du vase dé-
bouché aux germes de l'atmospheére; on saisit la
pipetie Chamberland de la main droite; on stéri-
lise encore 'effilure latérale en la passant dans la
flamme; avec l¢ pouce et I'index de la main droite
on débouche le matras; on introduit Uextrémité
de l'effilure de la pipette dans le matras, on souffle
par le tube supérieur, et on emplit ainsi le matras
jusqu'au quart ou au cinquitme de sa contenance:
on retire alors U'effilure de la pipette, et on recou-
vre 1mmeédiatement le matras de son bouchon
protecteur.

On recommence pour chaque matras & remplir
Gﬂtliﬂ délicate opdration, qui doit ¢tre faite tres
rapidement, car plus on manipule vite, moins on
expose les matras aux souillures atmosphériques.

Les dEuxc:nmlii.immur:.-_:vnliu]]Ez;]unu*réussirsnut.:

1° Tenir les matras a remplir dans la position
horizontale et immobile,

2° Soit avant de recueillir le bouillon dans la pi-




MILIEUX ORGANIQUES NATURELS. 39

pette, soit avant la distribution dans chacun des
malras, avoirsoinde parfuitement stéviliser Ueffilure
latérale de la pipette dans la flamme de la lampe a
alcool.

Les matras Pasteur remplis seront portés dans
I'étuve Pasteur el soumis & -+ 37° pendant au
moins deux jours avant d’étre mis en usage.

Au bout de quarante-huit heures on les exa-
mine, et on rejette ceux dont le bouillon est
troublé, ce qui indique qu'une impurelé s’y est
introduite au cours des manipulations.

On ne doit conserver que les matras dans les-
fquels le bouillon est rigourcusement limpide et
transparent. Les bouillons ainsi préparés constli-
tuent un excellent milieu de culture dans lequel la
plupart des microbes pousscront trés vite.

Comme on a pu le remarquer, ces bouillons
concentrés, comme on les appelle, contiennent
une partie de viande pour deux parties d'eau dis-
tillée : la fraction 1/2 représenle donc fidelement
leur degré de concenlration.

Dans la pratique, on peut varier ce degré, el
faire & volonté des bouillons non concentrés au
1/3, au 1/4, au 1/5, etc. Cest ainsi que M. Chau-
veau cullive ses vaceins charbonneux dans du
bouillon de veau a 1/5.

On peut aussi, indépendamment de leur con-
centration, faire varier la composition des houil-
lons en leur ajoutant de la glycérine, du sucre, cte.

II. Les milieux organigques naturels.

Ces milicux sont : le [lait, DVurine, Vhumeur
aqqueunse, le sérum, le ligwide alluntoidien, ou de 1'hy-
drocele.

A. LAIT.

Dans quelques cas, que nous aurons i preciser
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plus tard, le lait forme un excellent milieu de
culture.

Préparation. — On prend une certaine quantité
de bon lait, a réaction alcaline, que I'on introduit
dans un ballon préalablement stérilisé ; on porte a
I'auloclave et on stérilise a -+ 115° pendant un
quart d’heure. On laisse reposer ensuite. Par le
refroidissement les parties grasses remontent a la
surface. On recueille alors dans une pipette Cham-
berland stérilisée, en ayantsoin de ne pas prendre
la graisse. Pour cela il suffit de plonger D'effilure
de la pipette jusqu'au fond du liquide, et de ne
plus aspirer des qu’il ne reste plus qu'un peu de
liquide au-dessous de la couche graisseuse super-
licielle. On distribue ensuite le lait dans des ma-
tras Pasteur.

Dans toute l'opération (aspiration du lait dans
la pipette Chamberland, distribution dans les ma-
tras), on s'entoure de toutes les précautions que
nous avons indiquées en traitant de la méme ma-
nipulation portant sur les bouillons.

On place les matras remplis au quart ou au cin-
quicme a I'étuve (37°), Apres vingt-quatre ou qua-
rante-huit heures on les examine; on rejelte ceux
dont le lait est coagulé ou couvert de moisissures.

Quant aux autres matras, il faut, avant de se
serviv pour le culture du lait qu’ils contiennent,
examiner ce lait au mlummpe comme on examine-
rait une culture, de facon a sassurer qu’il ne con-
lient pas de microbes.

Si on veut opérer avee plus de rigueur el de sui-
relé, on peul,avant de se servird'un de ces matras,
ensemencer un bowdlon avec une goutte du lait qu'il
contient; on porte le bouillon a I'étuve ; si apres
vingt-quatre heures ce bouillon a gardé toute sa
lunlm.lltu le lait éprouvé peut étre considéré
comme absolument pur. Ce procédé de vérification
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de la pureté du lait exige une perte de temps, il
est vrai; mais les occasions oua le lait servira
comme milicu de culture sont rares; il est done
preférable d'apporter dans cetie vérificalion toute
la rigueur voulue.

La haute température a laquelle on soumet le
lait pour le priver de germes modifie sa composi-
tion. « Il faut pouvoir conserver ce liquide dans
I'état méme ou il sort du pis de la vache. Il v a
plusieurs procédés pour cela.

« Le plus simple de tous, et le plus facile a
mettre en cuvre parlout, consisie a prendre des
tubes a essai » bouchés a 'ouate et stérilisés préa-
lablement. « Pour y introduire du lait, on lave bien
le pis de la vache, et quand les premiers mouve-
ments de mulsion ont bien neltoyé les parois du
canal, on enleve doucement avee une pince le
bouchon de coton qui ferme le tube, et 'on dirige
dans Uintérieur le liquide qui sécounle, en ayvant
soin de tenirle tube tout prés de la mamelle, sans
pourtant la toucher. On ne peut éviler qu'une
portion du lait ne coule a l'extérieur du tube ;
cela est sans importance, et il vaul mieux le perdre
que chercher a le recueillir, On remet le bouchon
quun aide a garde a U'extrémilé de la pince, el on
reporte le tout au laboratoire. ,

« On doit préparer ainsi plusieurs tubes; quel-
ques-uns salterent, cela est inévitable avee une
manipulation aussi délicate, mais il v en a lou-
jours un grand nombre qui restent inallérés, sion
a bien opéré. » (Duclaux, Annales de I'lnstitut
agronomique, 1882, p. 24.)

On sassurera de la pureté du lait an moment
de Uemploi par les procédés indiqués ci-dessus.

B. URINE.

C'estdans 'urine que M. Pasteur a cultive d'abord
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la bactéridie charbonneuse. C'est un milieu qui
peut a4 l'occasion rendre des services.

Préparation. — On recueille de l'urine; on la
filtre sur un papier Laurent; on l'alecalinise, puis
on la stérilise comme un bouillon. On la laisse
reposer, et on la distribue dans des malras Pasteur
que l'on place a I'é¢tuve; ceux qui se troublent
dans les vingt-quatre heures sont rejetes.

On peut ajouter a 'urine toute espéce de pro-
duits, sucre, glycérine, etc., etc.

C. HUMEUR AQUEUSE.

On emploie avantageusement '’humeur aqueuse
dans les cultures spéciales connues sous le nom
de cultures en cellules. Koch s’est servi de cette
culture en cellules avec I'humeur aqueuse pour
étudier 'évolution de la bactéridie charbonneuse.

Préparation. — On extirpe I'ceil d'un sujet sa-
crifié tout récemment; I'espéce de 'animal est
indifférente. On recueille alors purement 'humeur
aqueuse contenue dans la chambre antérieure de
cet @il de la facon suivante :

On saisit Uil dans la main gauche; on cautérise
la surface externe de la cornée avec l'extrémité
d'une baguette de verre chauffée dans la flamme
d'une lampe a alecool. On prend une pipette Pas-
teur préparée et stérilisée comme il est dit au
chapitre I, onen brise la pointe effilée, et on passe
'effilure plusieurs fois dans la flamme de la lampe
a alcool pour en stériliser la surface extérieure.
Avec cetle pipelle on ponctionne la cornée au
point cautérisé ; Fhumeur aqueuse g'éléve dans la
pipetle; une légére pression du globe oculaire
permet d‘obtenir la quantité de liquide voulue. On
relire la pipetle et 'on ferme son extrémilé a la
lampe. ¢
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D. SERUM PUR OU COUPE DE BOUILLON OU D'EAU
STERILISES,

Le sérum pur, recueilli comme nous le dirons
plus tard, et non gélatinisé, constitue un bon mi-
licu liquide de culture, utilisable dans certains
cas. Il sera avantageux de couper ce sérum d’eau
ou de bouillon stériliscs,

[£. LIQUIDE ALLANTOIDIEN ET LIQUIDE DE L'HYDROCELE.

Nous ne mentionnons ces liquides que pour mé-
moire. Leur usage n'enlre guere dans la pratique.

B. MILIEUX DE CULTURE SOLIDES

I. Milieux transparents.

Ces milicux sont la gélatine et la gélose.

Le but & atteindre dans la préparalion de ces
milieux est d’obtenir un produit solide, incolore,
aussi transparent que possible et stérile. Les
methodes que nous allons indiquer permetient
d’atteindre ce résultat dans la mesure du pos-
sible.

[l ne faut pas preparer la gélatine et la gélose en
trop grandes quantités a la fois, surtout pendant
I'été, car ces milieux, perdant par I'évaporation
l'eau qu’ils contiennent, se rétractent, deviennent
cassants et par suite difficilement utilisables.

A, GELATINE.

Pour préparer la gélatine, prenez 250 grammes
de viande de bhoeuf, de veau, de poule, de mou-
ton, ete., débarrassée des os, lendons, aponévroses,
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graisse, ete., hachée finement; mélangez a 500 gram-
mes d’eau distillée, etlaissezmacérer pendant ving!-
quatre heures a froid. Filtrez alors sur un linge ;
pesez le bouillon qui a passé, et ajoutez aulant
d’eau distillée qu’il faut pour que le bouillon
pese le double du poids de la viande, c¢’est-a-dire
500 grammes.

Placez ce bouillon dans un vase édmaillé et
ajoutez :

50 grammes de gélatine, soit 10 p. 100. (Cette géla-
tine est livrée dans le commerce sous forme de
plaques, et connue sous le nom de gélatine extra-
fine, blanc-manger.) 11 faut, avant de l'introduire
dans le bouillon, la couper en pelits morceaux
quon lave dans l'eau distillée ;

5 grammes de peptone Chapoleaut (soit 1 p. 100).

2 gr. 1/2 de sel marin (1/2 p. 100);

Une trace de phosphate de potasse.

On mélange bien le tout, et on fait bouillir une
heure a 100° dans 'autoclave.

On fillre ensuite a lravers un linge préalablement
mouillé; on newtralise (1) le liquide filtré par la
polasse ou le carbonalte de soude, et on porte dans
lautoclave a - 105° pendant 10 minutes.

On passe alors sur le papier-filtre. Le produit
recueilli doit ¢tre, si Uon a bien suivi ces indications,
absolument transparent, de teinte citrine.

A Tlaide d’'un pelit entonnoir, on le distribue
dans des tubes a essai préalablement stérilisés, en
ayant soin de ne pas laisser tomber de gélatine sur

(1) La neuatralisation exacte de la gélatine est fort importante ; si
cette neutralisation n'est pas parfaite, si le milieu est alealin, il
prendrea une couleur foncee quand on le soumettra aux hautes
températures nécessaires i la stérilisation. Nous conseillons de
comparer sur le papier de tournesol bleu et rouge la réaction de
la gélatine essayée avee la réaction d'une goutte d'eau distillée :
c'est le moven le plus simple et le plus efficace de bien neutraliser.
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la partie supéricure du tube destinée a loger le
tampon d'ouale; faute de cetle précaution, ce lam-
pon, apres le refroidissement, adhérerait au verre.
On remplit chaque tube jusqu'au quarlt ou au liers
inférieur environ.

Ceci fait, on met en place les tampons d'ouate,
et on les recouvre d'un capuchon en papier-filtre.

On stérilise ensuite une fois encore la gélatine
en soumettant les tubes dans 'autoclave a + 105°
pendant un quart dheure.

On les retire ; on en place un certain nombre,
destinés aux cultures en strie sur un plan incliné,
on laisse les autres dans la position verticale. Par
le refroidissement la gélatine fait prise et est préte
pour les ensemencements (1).

B. GELOSE.

La gélose est le produit colloide retiré par Payen
d’'une algue a laquelle les Allemands ont donné
le nom d'agur-agar : on trouve cetle gélose dans
le commerce.

Préparation. — On procede comme nous l'avons
dit pour la gélatine; on remplace 10 grammes de
gélatine par 1 gramme de gélose, soit 5 grammes
de gélose pour 500 grammes de bouillon. On ajoute
également 1 p. 100 de peptone, 1/2 p. 100 de sel
marin, ¢t une trace de phosphate de potasse.

La gélose avant son emploi doil étre coupde en
petits fragments et lavée dans 'eau distillée.

(1} Voici un moyen plus rapide de fabriquer la gélatine @ on
met dans le bouillon preparé comme il est dit ei-dessus la quantite
voulues de gf‘l:l'tiulmII do peptone, de sl marin, &t on porte v Lound
dans Vautoclave, On éléve la tempeeature i 1000, et tout aussitol a
H50. Lorsque cette températare est atteinte, on eteint le gaz. On
attend que le manométre descende a 0; on retive alors, on liltee el
on achéve comme ei-ilessus.
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On porte le mélange a 100° dans 'autoclave pen-
dant une heure; on «lcalinise; on laisse alors
tomber la tempdrature au-dessous de 50°, et on
ajoute un blanc d’euf que l'on agite fortement
dans le liquide. Le tout est ensuite mis & l'auto-
clave et porté jusqu'a la température de 115,

Dés que le manometre indique cette température,
on ¢teint le gaz. Lorsque le manometre est a 0, on
ouvre l'autoclave, on retire et on filtre sur un
papier ¢pais et dense préalablement mouillé. La
filtration se fait tres vite, et le liquide obtenu est
presque incolore et transparent.

Il ne reste plus alors qu'a distribuer la gélose
dans des tubesa essaistérilisés, comme nous ’'avons
dit pour la gélatine.

On stérilise les tubes remplis & 4+ 105° pendant
un quart d’heure; on peut méme sans inconvénient
porter la température jusqua -+ 115°,

Les tubes seront laissés, pour la solidification,
soit dans la position verticale, soit plutdt dans la
posittion inclinde, la gélose se prétant mieux, ainsi
que nous le dirons plus tard (chap. V) aux cultures
en surface, en slrie.

La gelose a sur la gélatine un grand avantage :
on peut Uexposer a la température de l'étuve
(37 & 41°) sans qu’elle se liquéfie, comme le ferait
la gélatine, qui fond au-dessus de + 18°. Le seul
reproche qu’on puisse lui faire, c’est qu'elle est
toujours légerement louche; cependant un peu
d’habitude et d'adresse fera obtenir un produit
presque lransparent.

On peut ajouler a la gélatine et a la aélose de
la glycérine, du glyeose, de la leucine, de la
dextrine, comme le font MM, Nocard et Roux pour
cultiver la tuberculose. Nous reparlerons en son
licu de cette pratique.
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II. Milieu de culture demi-transparent.
SERUM.

On le prépare en gélatinisant par la chaleur, le
serum du sang de beuf, de veau, de cheval, de mou-
ton, de chien. Les meilleurs sérums sont ceux du
mouton, du beeuf ou du cheval. Celui du chien n’est
pas aussi bon parce que la coagulation du sang
est trop rapide dans cette espece.

Récolte du sang sur Uanimal et solidification du
seérum d apres la techiigue de MM. No-
card et Rowr,

La mé¢thode que nous allons deé-
crire nous parait devoir, par la
sureté du procéde et l'excellence
des résultats oblenus, se substituer
entierement a la méthode de Koch
imparfaite, peu sire, et donnant
un sérum de mauvaise qualiteé et
de mauvais aspect.

On a préparé d’avance plusieurs
des vases que nous avons décrils
au chapitre Il sous le nom de vases
i SCrim,

On appréte tout d'abord la canule,
qui doit ¢étre enfoncee dans le vais-
seau de l'animal qui fournira le
sang.

Cette canule (fig. 14) se termine
d'une part parun becmousse taillé
en biseau, et de 'autre par une Fig. 14,
extrémité d’'un diamétre supdérieur
a celui du corps de la canule; sur eette extrémite
on adapte un tube de caoutchoue d’environ 0m,40
de loncg.

Lappareil formé par la canule et le tube de
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caoutchouc qui lui est adapté doit étre stérilisé.

A cet effet on introduit le bee de la canule dans
I'extrémité libre du caout-
chouc (V. fig. 15); I'appareil,
qui prend ainsi une forme
légerement ovale, est soumis
dans l'autoclave a —+ 115°
pendant un quart d’heure. La
stérilisation de la canule et de
la surface intérieure du tube
de caoutchouc sera ainsi par-
faitement realisce.

Il est bon de préparer deux
de ces appareils afin d’étre a
I'abri de tout accident opéra-
Loire.

LLa canule, le vase & sérum
¢lanl préts, on fait disposer pour I'opération 'ani-
mal que 'on a choisi,

L’opérateur place a sa portée sur une table une
lampe a alcool, une ou deux baguettes de verre,
un bistouri trés propre, une paire de ciseaux, des
pinces anatomiques, du fil a ligature, ainsi que les
récipients et les cannles stérilisés; 'extrémité en
bec de {late de ces derniéres demeure cachée dans
le tube de caoutchoue.

On peut prendre le sang dans la carotide ou
la jugulaire. Lorsqu’on choisit la jugulaire, 1'opé-
ration peut c¢lre faite simplement et sans plaie;
mmb_ll vaul miecux s’adresser a la carotide, la
pression arterielle favorisant I'arrivée du sang
dans le réeipient,

L'opération sur la carotide se fait de la facon
suivante: on met a nu le vaisseau et on le fait
saillir avec une pince passée en dessous. On en
caulérise la surface avee U'extrémile de la baguette
de verre fortement chauflée sur la lampe a alcool

s
e

SR e
g i

Fig. 15.
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et on incise avee le bistouri rapidement flambeé,
Le sang jaillit. On retire alors vivement le bec
de la canule du tube en caoutchoue, on en tflambe
la surface extéricure sur la flamme de la lampe a
alcool, et on U'introduit dans le vaisseau; les doigts
d'un aide en assurent la fixité. On fait aussi
comprimer le tube de caoulchoue pour éviter toute
perte de sang inutile. On saisit alors le vase a sé-
rum; on brise U'extrémité de la tige de verre qui
le surmonte, et sur laquelle on a fait a I'avance,
nous l'avons dit ailleurs, un trait de couteau i
verre pour faciliter cette ouverture; on flambe ra-
pidement les bords de celle-ci et on adapte la tige
de verre sur l'extrémité libre du tube de caout-
choue. On fait cesser la compression exercée sur ce
tube, et le sang coule librement dans le récipient.

Lorsque ce premier vase cst rempli, on fait a
nouveau comprimer le caoutchouc pour arréter
I'écoulement du sang, on retire le vase; on en
appréte rapidement un second, quon adaple au
tube de caoutchouc et qu'on laisse remplir comme
le premier, ete. Lorsquon a rempli le nombre de
recipients voulu, on retire la canule, on ligature
I'artére, et on ferme la plaic par quelques points
de sulure.

L'opération sur la jugulaire est plus simple
« les dimensions de ce vaisseau, sa situation sous
la peau rendent Vopération facile. » On prendra un
trocart stérilisé, tel que le tube de verre ajuste
sur le vase a sérum puisse péndétrer dans sa canule
et la fermer exactement,

« On pratiquera 'hémostase i la base du cou, el
la veine jugulaire apparait sous la forme d’un cor-
don eylindrique, saillant et fluctuant. On coupe
les poils au niveau du point ot Pon veul faire la
ponction, et on brale ensuile fortement la peau au
moyen d'une tige de fer rougie au feu. A travers la
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peau brilée on fait pénétrer le trocart flambé dans
la veine; on retire le dard, et dans la canule
restée en place, le tube de verre est introduit
aprés que son extrémilé a été coupce et passee
dans la flamme. Le sang s’écoule alors dans le re-
cipient & I'abri de toutes les impuretés. » (Nocard
et Roux, Annales Pasteur, t. 1, p. 21.)

On transporte les récipients dans un endroit
frais aprés avoir enlevé la tige de verre qui les
surmonte : il suffit pour cela de maintenir de
la main gauche le tampon d'ouate qui recouvre
le vase, tandis que la main droite enleve cette
tige : I'ouate comble immédiatement le vide laissé
par le passage de la tige.

La rétraction du caillot se fait en vingt-quatre ou
quarante-huit heures; il vaut mieux attendre qua-
rante-huit heures.

Lorsque la rétraction du caillot est complete,
on recueille le sérum.

Pour accomplir cette opération, prenez une pi-
pette Chamberland stérilisée; brisez 'extrémité
de Veffilure latérale et passez deux ou trois fois
cette eflilure dans la flamme de la lampe a alcool.
Soulevez alors légerement le tampon d'ouate du
vase de sérum, juste assez powr donner passage a
Uéffilure de la pipette, et plongez celle-ci dans le
serum, en ayant soin que son exlrémité ne touche
pas le caillot, mais se rapproche des parois du vase,
et aspirez,

Lorsque la pipette est remplie, on la retire, et
on ferme l'extrémité de son effilure & la lampe.
0+11 procede ensuite a emplissage d’'une nouvelle
pipette, ete.

On place les pipeties remplies de sérum dans un
endroit frais, et on laisse au repos douze heures
au moins, de r{lf;(ﬂl (que les ‘[llﬂlquﬂﬁ glﬂtjlllﬁ‘ﬁ
rouges en suspension se déposent au fond du vase.
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Cette série de manipulations donne un sérum
transparent, jaune citrin, que 'on peut conserver
dans les pipetles aussi longtemps qu'on le désire.

Distribution duw sérumdans les tubes a essai ; géluti-
nisation dans Uappareil de Koch ow de Rower,

On prend pour cette opération des tubes &4 essai
stérilisés et bouchés que l'on place sur une table,
en méme temps qu'un couteaun i verre, une lampe
a alcool, et la pipette Chamberland conlenant le
seérum.

On brise d'un trait de couteau a verre I'extreé-
mité de Peffilure latérale de la pipette; on prend
la pipette dans la main droite, et I'on stérilise
I'effilure dans toute sa longueur sur la flamme de
la lampe & alcool.

De la main gauche on saisit un tube & essai; on
appuic solidement cettemain surle bord delatable,
et 'on donne au tube qu’elle tient une direction
presque horizontale. Le tube et la main doivent
des lors rester immobiles pendant toute 'opération
du remplissage, car tout mouvement inopportun
ferait pénétrer de air dans le tube, et avec lair
des germes qui infecteraient le sérum. On passe
une fois encore leflfilure de la pipelte dans la
flamme, et des doigls libres de la main droite on
enleve le tampon d'ouate du tube & essai.

On introduit alors 'effilure dans le tiers supc-
ricur du tube; on souffle par la tubulure supc-
ricure dela pipette, et on remplit le quart du tube :
il ne faul pas dépasser cette hauteur, car la couche
de sérum trop epaisse se gélatiniserait diflicile-
ment. On retire Peffilure sans la laisser loucher
a la paroi du tube, et on recouvre celui-ci de son
tampon d’ounale. On recommence, pour chaque
tube & remplir, la méme opération.

Toutes ces manipulations doivent étre faites
vivermnent, ce qui diminue les chanees d'infection,
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Les tubes a essai remplis de sérum sont placés
dans l'appareil de Koch ou de Roux sur le plan
incliné du plancher, les lampons d’ouate en haut
(fig. 16).

:

Fig. 16. — Stérvilisateur a sérum.

Le sérum s’étale en couche oblique danslestubes.

On regle la température de Vappareil a -+ 68°,
et on surveille la solidification. Le sérum en se gé-
latinisant devient jaune clair, opalin, scmi-
Lransparent,

Les tubes solidifiés sont retirés de I'appareil ;
dés qu'ils sont refroidis, ils sont préts a étre mis
en usage.

MM. Roux et Nocard additionnent le sérum de
glycérine peptonisée et sucree ; nous reparlerons
de cette pratique en temps et lieu (V. Tuberculose).
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ITI. Milieux opaques.

Il1s sont de toutes espéces, mais nous parlerons
ici surtout des pommes de lerre; ce que nous di-
rons de celles-ci sera facilement, le cas échéant,
appliqué & tous autres milieux de culture opaques.

Nous préparons ces milieux suivant deux pro-
cedes différents :

o Le premier est le proeddd de Koch modifié. La

Fig. 17. — P'omme de terre en cristallisoir clos.

méthode que cet éminent savant avait imaginée
presentait plusieurs inconvénients marqués, tels
que longueur des manipulations, souillure a peu
pres inévitable des pommes de terre pendant la
préparation, ou a 'occasion de 'ensemencement
et de 'examen. La mdéthode que nous allons dé-
crire et qui n’est qu'une modification, une simpli-
fication du proceédé de Koch, supprime lous les
Inconveénients de celui-ci; elle est d’un usage cou-
rant dans les laboratoires.

2° Le second est le procddd indiqué par Rouz,
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procédé d’'une précision et d'une sureté parfaites.
te Procédé de R. Koch modifié. Culture sur pommes
de terre en grande surface, en cristallisowrs clos.

On prend des pommes de terre de bonne qualité;
on les lave avec une brosse, et on les plonge dans
une solution de sublimé a 1;1000¢ pendant une
heure.

On lave dans la solution de sublimé des cristal-
lisoirs 4 couvercle rode, de la forme représentée
ci-contre (V. fig. 17); on découpe dans une feuille
de papier-filire des disques que 1'on place sur le
fond de chaque cristallisoir. On divise alors les pom-
mes de terre en deux
moitiés égales, dont
chacune est placce
dans un cristallisoir,
surledisquede papier-
filtre, et 'on humecte
celui-ci avee la solu-
tion de sublimé,

Lescristallisoirsfer-
meés hermétiquement
par leurs couvercles
rodeés sont placés dans
I'autoclave, et soumis
a -+~ 100° pendant une
heure, puis a 4 11i°
pendant au moins un
quart d’heure. On
éteint le gaz de l'ap-
pareil; on laisse re-
froidir, et la pomme

Fig. 18. de terre est préte pour
I'ensemencement.

On peul aveec avanlage se servir de cristallisoirs
(lig. 18) présentant vers le tiers supérieur une
ouverture sphérique d'un centimetre de diameétre
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environ, qu'on obture avec un tampon de ouale.
Cette petite ouverture sert a l'ensemencement,
quelle rend plus simple et plus sur, ainsi que

nous le dirons au chapitre IV. Ces cris-
tallisoirs ont, comme les précédents, un
couvercle rodé; ils doivent étre a paroi
mince et en verre de Bohéme pour
pouvoir, sans se fendre, supporter les
hautes températures auxquelles on les
soumet,

20 Culture sur pommes de terrve par le
procéddé de Rowe,

M. Roux conseille de se servir, pour

la culture sur pommes de terre, de
tubes a essai de 2 centimetres et demi
de diametre environ (V. fig. 19). Ces
tubes porlent vers le quart inférieur un
« ¢tranglement qui empeche la tranche
de pomme de terre de tomber au fond;
dans la partie inféricure se rassem-
blera le liquide quisort de la pomme
de terre apres cuisson » (Roux). Ces
tubes sont bouchés a 'ouate, et 11 n'est
pas nécessaire (u’ils soient stérilisés a
I'avance.

On coupe des pommes de terre oudes
betteraves en tranches rectangulaires
d’environ Scentimetres de long sur un
centimetre de large au moins; on in-
troduit chaque fragment dans un (ube,
on recouvre le tube de son tampon

Fig. 10

Tube i [pom-

me doeterre
e Boux.

douate sur lequel on place un capuchon en pa-

picr-filtre.,

On place alors les tubes dans auloclave pen-
dant une demi-heure a 41002 et un quart d’heure

att moins & -+ 115 ou -}~ 1200,

On voit combien la préparation des pommes e
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terre est simple, par ce procede; ajoutons que I'en-
semencement se fait ici avec la méme sareté et la
méme rigueur que dans un tube de gélose ou de
gélatine, et qu'enfin, en modifiant légérement la
forme du tube, on peut faire sur pomme de terre
la culture des anaérobies, ce qui est absolument
impossible avec tout autre procédé (V. chap. V).

L'autoclave. — Son mode de fonctionnement.

L’autoclave de Chamberland est un précieux
instrument de stérilisation, d’un fonctionnement
parfait, remplissant également bien deux indi-
cations:

1° 11 fonctionne sans pression, comme une éluve
humide, ou la température peut ¢élre portée
a - 100°.

2° Il fonctionne avee pression, et la vapeur hwmide
sous pression peut y éire portée a une demi, une,
une et demie et deux atmosphéres, avec les tem-
pératures correspondantes (de 100° & 134°).

L’autoclave (fig. 20) se compose d'une marmite
cylindrique en cuivre pouvant étre fermée hermé-
tiquement par un couvercle en bronze, portant
sur une rondelle en caoutchouc, et maintenu par
des boulons mobiles. Ce couvercle est muni d'un
manometre M indiquant la pression et la tempé-
rature; d'un robinet R; d’une soupape de siureté
S. La marmile est supportée par une sorte de
boite en tole a la partie inférieure de laquelle se
trouvent deux rampes a gaz circulaires G et g de
diametres différents et indépendantes l'une de
Fautre. Un panier en fil de fer P, d'un diamétre
inférieur a celui de la marmite, est desliné a
recevoir les vases contenant les milieux i stériliser.

Mode de fonctionnement. — On verse d’abord
dans la marmile E 1 ou 2 litres d’eau, suivant
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le panier contenant les objels a stériliser, on
adapte le couvercle et on visse les boulons.

On ouvre le rohinet R, et on allume la petite
rampe de gaz g. Si la pression est trop forte, on
modere Parrivée du gaz. L'eau contenue dans la
marmite entre en ¢ébullition; un jet de vapeur
s'échappe par R; la tempcérature intéricure est
-+ 1009, tempéralure qui peut étre mainlenve pen-
dant une heure au moins,

Veul-on maintenant faire fonctionner l'auto-
clave sous pression pour atfeindre les fempéra-
tures au-dessus de -—-100°? voici comment on pro-
cede :

On met l'appareil en marche comme il vient
d’étre dit, puis, quand la température intérieure
atteint —100°, c’est-a-dire quand la vapeur
s'échappe violemment par le robinet R, on ferme
celui-ci et on serre & fond les boulons du cou-
vercle.

L'appareil entre en pression, et l'aiguille du
manometre monte lentement. Lorsqu’elle marque
la température voulue, 105°, 115° ete., on regle
I'arrivée du gaz par titonnement, en fermant plus
ou moins le robinet de la conduite, el on oblient
ainsi pendant un quart d’heure, une demi-heure, la
tempcrature fixe voulue pour la stérilisation (1),

Lorsqu’on juge la stérilisation suffisante, on
éteint compléetement le gaz, on attend que I'aiguille
du manometre descende a4 0: on ouvre alors le
robinet R; un léger sifflement indique la rentrée
de T'air dans la marmite; on desserre les boulons,

(1) I est bou, dansle fonctionnement de I'sutoclave sous pression,
de pratiquer une ou deux détentes de vapeur, comme cela se [ait
dans Ia maneuvre des appareils de désinfection par la vapeur
humide sous pression dusysteme Herscher : pour cela, dés que 1'ai-
guille du manométre commence i monter. on ouvre le robinet R et
on le renferme aprés quelques instants : on répete cette manceuvre
une ou deux fois.
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on enléve le couvercle et on retire les objets
stérilises,

Telle est la mancuvre, vraiment simple, de
"autoclave, qui remplace & lui seul toutes les
étuves et tous les bains-marie plus ou moins
compliqués dont s’est inutilement surchargée la
technique bactériologique.



GHAPITRE IV

EXPERIENCES SUR LES ANIMAUX.

A. Des ixocuramions. Matiéres d'inoculation. — Procédés divers
d'inoculation : inoculations sous-cutanées; inoculations intra-
péritonéules; inoculations dans les veines; inoculations dans la
chambre antérieure de I'eeil ; inoculations par les voies digestives,

B. RécorTe pES pRODULTS PATHOLOGIQUES SUR L..l."H!IAL VIVANT.

C. Avropsie pes suvsers : maniére de fixer les divers sujets; ouver-
ture des cadavres; recolte des produits organiques (humeurs et
tissus.

). CoNSERVATION DES PIECES ANATOMIQUES.

E. Désinrec1108% DES CADAVRES,

Les animaux sur lesquels porteront les expé-
riences bactériologiques sont presque exclusive-
ment le cobaye, le lapin, la souris, le pigeon, la
poule et le moineau.

Le chien, d'un si grand emploi en physiologie,
est réfraclaire & la plupart des maladies bacté-
riennes que nous passerons en revue : on n‘aura
done que rarement 1'occasion d'expérimenter sur
lui.

Le mouton et le pore sont exceptionnellement
employés & cause de leur valeur pécuniaire. Quant
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aux animaux de grande taille, ils sont beaucoup
plus couteux, par conséquent plus impropres
encorc aux expcériences simples de laboratoire :
nous n'en parlerons donc pas ici.

A. DES INOCULATIONS

Nous allons exposer rapidement la conduite
générale a lenir dans la pratique des inoculations;
nous reviendrons en temps et lieu sur les cas spé-
ciaux. Nous conscillons de se servir exclusivement
pour les inoculations (les inoculations super-
licielles, dermiques exceptées) de la seringue de
Pravaz. Elle permet un dosage exact de la malicre
inoculée, elle est 'un maniement facile, a la diffé-
rence de la seringue a ballon imaginée par Koch,
seringue dont les pieces s‘ajustent mal et laissent
trop souvent fuir le liquide pendant les ma-
neeuvres opératoires; enlin elle se stérilise lacile-
ment si l'on veut bien choisir un liquide qui,
comme le erdsyl ou ercoline, est un bon désinfee-
tant et ne détériore aucune des pieces de appa-
reil. Dans U'intervalle des inoculalions, la seringue
de Pravaz sera remplie du liquide désinfectant; au
moment ol l'on devra en faire usage, on chassera
le désinfeclant et 'on rincera plusicurs fois le
corps de pompe a 'eau distillée.

I. Matiéres d'inoculation.

[.es matieres d'inoculation sont de deux sortes :

L* Produits de cullure ;
29 Produits pathologiques.

L° Produits de culture. — Les cultures proviennent
lantot de milieux liquides, tantot de milieux so-
lides.

-—

PFRR. DE MICRORIE,
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Pour les cultures liquides (bouillon, gelatine
liquéfiée), nulle difticulté. Recueillez purement (1)
avec une pipetle Pasteur une portion du liquide
de culture, versez-la dans un petit verre a pied, ou
dans une capsule bien nettoyée, et remplissez votre
seringue de la quantité voulue. Il est facile, avec
un peu d’adresse, et il est préférable, d’emplir
directement la seringue de Pravaz a la pipetle, en
engageant l'extrémité de 'aiguille dans l'effilure
de celle-ci et en aspirant.

Pour inoculer les produits de cultures sur mi-
lieux solides (gélatine, gélose, sérum, pomme de
terre, etc.) prenez purement avec unc aiguille de
platine stérilisée une parcelle de la culture, dé-
layez-la dans une petite quantité de bouillon sté-
rilisé (I'opération se fait dans une capsule de
verre, etc.), et emplissez votre seringue de la
quantité voulue de ce mélange.

20 Produits pathologiques. — Ces produits sont
¢galement ou solides ou liquides.

Les produits liguides (sang, pus, liquides péri-
tonéaux, ete.) ayant été recueillis purement dans
une pipette Pasteur, d’aprés une méthode que
nous allons exposer ci-dessous, on ouvrira la pi-
pelte suivant un procédé que l'on trouvera decrit
dans la Technique gt,nera,ln des cultures, et on ¥
puisera avec la seringue de Pravaz la quantité
nécessaire a l'inoc H]{L[l{l]"l

Les produits pathologiques solides (fragments
de rale, de ganglions, de muscles, de substances
nerveuses, ete.) seront pour I'inoculation préparés
de la facon suivante :

Placez le fragment dont vous voulez inoculer la

(1) On trouvera a l'article Technique générale des cultures tous
les détails néeessaires sur la manicre d'ouvrir purement les tubes

ou matras de culture, et sur la maniére d'aller y prelever une
parcelle de la culture.
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substance dans un petit mortier bien propre;
versez dans le mortier une pelite quantité de
bouillon ou d’eau stérilisés; avec le pilon du mor-
tier écrasez le fragment dans le liquide ; lorsqu’il
est suflisament broyé, passez sur un linge fin ou
sur un papier liltre, et recueillez la substanece filtrée
dans un petit verre a pied. Remplissez la seringue
Pravaz de la quantité voulue du liquide filtré.

II. Procédés divers d'inoculation.

Lo Inoculations superficielles, endermiques. — Apres
avoir rasé les poils de la région ol 'on veut effec-
tuer I'inoculation, on fait au bistouri de petites
plaies paralleles, en ayant soin de n'intéresser que
la partie superficielle du derme. Lorsque I'hémor-
rhagie, presque nulle d'ailleurs, a cess¢, on dépose
i la surface des scarifications la substance viru-
lente, que l'on étale par frictions.

20 Inoculations sous-cutanées. — Elles 'sont treés
simples : Coupez les poils de la partie sur laquelle
portera l'inoculation; arrachez quelques plumes
s'il sagit d’'un oiseau. Tout lavage avec la solution
de sublimé de la partie ainsi dénudée nous parait
inutile; si 'on désirait réaliser une stérilisation
parfaite de cette région, on y pratiquerait une
cautérisation avee l'extrémité d’une baguette de
verre fortement chauffée sur la flamme d’une
lampe a alcool, d’'un bec Bunsen, ete.

[animal éfant bien maintenu par un aide,
faites un pli a la peau et enfoncez 'aiguille a la
base de ce pli. Poussez alors doucement la quan-
tité de liquide voulue, quantité qu’on aura marquée
d'avance au moyen du curseur sur la tige du pis-
ton, et assurez-vous que le liquide a bien pénétre
dans I'hypoderme.

Chez les cobayes, les lapins, nous choisissons



64 EXPERIENCES SUR LES ANIMAUX.

d'une facon générale comme lieu d'inoculation sous-
cutanée, la face interne des cuisses, ou la paroi
antérieure de 'abdomen; chez les souris, la base
de la queue ou la face interne des cuisses; chez les
pigeons et les poules, la région pectorale.

L’inoculation sous-cutanée exige chez la souris,
particulicrement lorsqu’il s’agit d’injecter une
assez forte quantité de liquide, un manuel opéra-
toire un peu spécial. L'introduction d'une aiguille
a pointe effilée, comme l'aiguille ordinaire, peut
causer des lésions mortelles chez ce pelit animal
lorsque l'aiguille est poussée un peu profonde-
ment : on risque ainsi de faire pénétrer, par exem-
ple, laiguille dans la cavité péritonéale, alors quon
se proposait de faire I'injection dans le tissu cel-
lulaire de la base de la cuisse.

Pour éviter tous ces accidents, opérez de la
facon suivante :

Prenez une aiguille & extrémité mousse, pou-
vant, cela va sans dire, sadapter sur le corps de
pompe de la seringue de Pravaz. Introduisez dans
cette aiguille un petit trocart @ extrémité pointue.
Faites avec cet appareil une ponction dans le tissu
cellulaire au lieu choisi. Relirez le trocart, laissez
en place l'aiguille mousse ainsi transformée en
canule; adaptez sur sa grosse extrémilé la seringue
de Pravaz remplie du liquide d’inoculation, et
poussez 'injection. L’aiguille mousse pourra che-
11"1inr.-1' aussi profondément qu’on le voudra dans
hypoderme sans y causer de dégils.

3° Inoculations intrapiritondales. — Coupez les
poils ou arrachez les plumes sur une cerlaine
¢tendue de la région abdominale; cautérisez, si
vous le voulez, la surface dénudée avec Iextrémité
d'une baguette de verre forlement chauflée.

Gonliezl animal & un aide qui le maintiendra soli-
dement; faites un pli qui comprenne toute I'épais-
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seur de la paroi abdominale, ce qui est facile chez
les animaux de petite taille, lapins, cobayes, ele.,
dont nous traitons ici, et enfoncez l'aiguille a la
base de ce pli. Abandonnez le pli el assurez-vous
que laiguille est libre dans la cavité
abdominale; ajustez le corps de pompe .
sur laiguille et injectez la quantité
voulue de liquide.

L'inoculation intrapéritonéale prati- "'
quée comme nous venons de le dire est H
simple et n’offre aucun danger le plus
souvent, chez le cobaye et le lapin; il
n'en serait pas de N
meéme chez le pigeon et T
les animaux de treés pe-
Lite taille, chez lescquels
on risquerait fort, par | B
le procédé indiqué, de |
blesser l'intestin et d’a- [
mener une perforation. i
Voici un procédé que
nous devons a MM. No- |
card et Roux, el qui met
al'abride tout accident.
(Fest sur le pigeon que
nous le mettons en pra-
ticque; il va sans dire ;
(qu’il réussirait de méme
sur tout autre animal.

Les figures 21, 24 bis !
et 21 ler représentent le
jeu d’aiguilles nécessai-
res a l'opération.

A est une aicuille
creusequi s’adapte d'une
part sur la seringue de Pravaz el se lermine de
Lautre par une extrémité mousse. B estune aiguille

Fig. 21, Fig. 21 bis. Fig. 21 ter.

r
.
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creuse terminée par une extrémité poinfue, et d'un
diameétre intérieur tel qu'elle peut recevoir A.
Ajoutons, et c’est la le point essentiel, que la tige
A estplus longue que la tige B, de telle sorte que
I'extrénrité mousse de A, lorsque cette aiguille est
engagée dans l'intérieur de I'aiguille B, dépasse de
un demi-centimetre environ l'extrémité pointue
de B.

Lorsqu’on veut pratiquer une inoculation intra-
péritonéale sur un pigeon, on conlie I'animal a un
aide qui le tient le ventre en l'air et les pattes
ramences en avant,

Avec une éponge imbibée d'une solution désin-
fectante on écarte le duvet entre la pointe du ster-
num et le cloaque. On saisit entre les mors d'une
petite pince anatomique la peau et la paroi mus-
culaire abdominale sur la ligne médiane a1 cen-
timeétre du sternum, et on souléve la pince,

On a d'autre part disposé une aiguille a coudre
portant un fil trempé d’abord dans une solution
désinfectante; on enfonce l'aiguille & la base de la
partie soulevée par la pince, on passe le fil, qui
lraverse ainsi le péritoine el pénetre dans la cavité
abdominale; on abandonne alors la pince.

De la main gauche on saisit les deux extrémités
du fil, qu'on attire en haut et en avant, et de la
main droite on ponctionne avec laiguille B 4 la
base du pli; l'aiguille B ne doit pénétrer que trés
pew dans la cavité péritoncale.

On prend alors la seringue de Pravaz chargée
de la matiere & inoculer et sur laquelle on a adapté
I'aiguille mousse A; on engage A dans le canal de
B et T'extrémité mousse de A vient saillir dans le
peritoine en avant de B, dont la pointe est ainsi
entierement masquée. On abandonne le fil; la
partie soulevée retombe; on retire le fil et 1'on
pousse linjection : tout danger de perforation
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intestinale est écarté par cette petite maneuvre,

&0 Inoculations dans les veines. — Ces inoculations
précienses dans certains cas, que nous précisérons
plus tard, se pratiquent aisément chez le lapin, la
poule et le pigeon.

lci, plus que dans tout autre mode d’inoculation,
il ne faut employer que des matiéres soigneu-
sement prépavées, et filtrées : une embolie mor-
telle serait le résultat de la pénétration de tout
fragment solide dans le systeme circulatoire.

Chez les lapinsg, on choisit la veine du bord pos-
téro-caeterne de Uoreille, on fait saillir la veine par
compression digitale ; on introduit alors 'aiguille
dans le vaisseau : une goutte de sang sourd, indi-
quant que 'aiguille est en bonne place; on pousse
alors doucement U'injection.

Si le liguide se répand dans le tissu périvascu-
laire, I'inoculation est manquée; il faut la recom-
mencer du coté opposé.

Chez la poule et le pigeon on pratique facilement
I'inoculation intraveineuse sur la veine du bras :
on arrache quelques plumes pour mettre a décou-
vert le vaisseau, triés saillant d’ailleurs et tres visi-
ble. On le fait gonfler par une compression a la
base du membre et on opére comme chez le lapin.

8o Inoculations dans la chambre antérieure de Uail.
— Utilisées déja par Conheim, par Baumgarien
pour ses experiences sur la tuberculose, ces ino-
culations sont devenues entre les mains de MM. No-
card et Roux le moyen simple le plus ellicace de
conférer la rage aux animaux.

La pratique de ces inoculations est simple : on
insensibilise d’abord la surface oculaire en y versant
quelques goutles de cocaine; on allend quelques
instants pour oblenir insensibilisation complete,
puis on fait pénétrer Vaiguille de la seringue dans
la chambre antéricure et on pousse 'injection.
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Go Inoculations par voies digestives. — Mettant a
part le procédé tout spécial de Koch pour l'ino-
culation au cobaye du bacille-virgule, procédé dont
il sera question plus tard, le moyen le plus simple
est de faire pénétrer les substances virulenles avec
les aliments.

Les animaux inoculés seront places aussitot dans
des cages; mention sera faite sur une étiquetle
de la nature de la maladie inoculée, ainsi que de
la date de 'opération.

B. RECOLTE DES PRODUITS PATHOLOGIQUES
SUR L’ANIMAL VIVANT

Au cours de plusieurs maladies inoculées (tuber-
culose, morve, farcin du beeuf, ete.) on peut avoir
a examiner du vivant de 'animal certains produits
pathologiques en évolution.

Le plus souvent il sagit d'un ganglion superfi-
ciel, envahi par la maladie, a extirper, d'un abces
sous-culané, ganglionnaire ou non, dont on veut se
procurer le contenu pour I’'examen, la culture, ou
une nouvelle inoculation.

Les ganglions superficiels s'extirpent facilement :
on les traite ensuile comme nous le dirons en par-
lant des autopsies des sujels.

Pour les abees superlficiels, voici comment il faut
proceéder : coupez les poils de la région qui re-
couvre 'abets ; avec une baguette de verre chauffée
fortement sur la flumme d’une lampe a alcool,
cauteriscz la région ainsi dénudée : mieux que
tout lavage désinfectant, ce procédé stérilisera la
peau.

Prenezune pipette Pasteur, brisez-en I'extrémité
fermée, soit directement avec le doigt, soit, et
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¢'est mieux ainsi, avec le couteau a verre; passez
deux ou trois lois U'effilure dans la flamme de la
lampe, de facon a débarrasser sa surface extérieure
de tous les germes aériens qui s’y sont deposés;
enfoncez U'effilure de la pipette dans 'abeés a tra-
vers la paroi cutanée cautérisée, et aspirez le pus.
Yous aurez ainsi recueilli purement le contenu de
I"abees.

C. AUTOPSIE DES SUJETS

lo Maniére de fixer les divers sujets. — Pour les
souris prenez une planchette de liege et fixez 'ani-
mal & la planchette, le ventre en l'air, par quatre
épingles plantées sur les paties élendues.

Les moineawr seront lixés également sur une
planchette en litge par trois épingles; une traver-
sera le cou, les deux autres seront plantées sur les
pattes : inulile de dire que la partie correspon-
dante a la planchette est le dos, le ventre étant
dirigé en haut.

Les cobayes, les lapins, les poules, les pigeons,
seront étendus sur des planches de plus grande
dimension en bois, en zinc, ete. ; ces planches de-
vront porter prés des angles, sur la face ou sera
fixé 'animal, des crochets ou des clous 4 extrémité
superieure recourbée a angle droit sur la partice
s'enfoncant dans la planchette.

Les cobayes, les lapins seront disposés le ventre
en l'air sur la planchette; sur chacune des pattes
on nouera 'extrémité d'un fil ou d’'un ruban, dont
l'autre extrémité sera attachée de court au crochet
ou clou correspondant de 'angle de la planchette:
il est nécessaire que les membres soient forlement
etendus et les neeuds tres serrés.

Les pigeons et les poules seront élendus sur la
planchette le venlre en 'air; on devra au préa-
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lable couper les ailes; le cou recevra une anse
de fil ou de ruban; cette anse correspondra au
milieu du lien dont les extrémités seront a droite
et & gauche nouces sur le clou ou crochet dont il a
été question. Les deux patles seront ensuite atta-
chées comme il a été dit pour les membres pos-
térieurs des lapins et des cobayes.

La fixation des sujets a autopsier est fort impor-
tante; on ne saurait bien faire une autopsie si
I'animal est mal attaché ou simplement disposé
dans un plateau, une cuvette.

L’animal étant fixé, on coupe soigneusement les
poils des lapins et des cobayes sur toute la face
antérieure de la poitrine et de 'abdomen; on
arrache surlesmémesrégions les plumes des vola-
tiles.

20 Cuverture des cadavres. — Sur les lapins, les
cobayes, faites une inecision verticale allant de la
fourchette sternale a la partie inférieure de I’ab-
domen; disséquez soigneusement la peau, et pour
donner plus de jeu, prolongez l'incision sur la
naissance de chacun des membres. Faites une bou-
tonniére a la paroi musculaire abdominale sur la
ligne médiane, et ouvrezalors cette paroi sur toute
la longueur; la cavité abdominale sera ainsi mise
a nu,.

Pour découvrirles organes thoraciques incisez le
diaphragme, coupez les cotes sur les parties laté-
rales, relevez et rabattez en haut le plastron costal
ainsi obtenu.

Tel est le manuel opératoire de I'autopsie ordi-
naire. 8’il est nécessaire de pousser 'autopsie plus
a fond, d’enlever les centres nerveux par exemple,
on procédera a cetle opération, que nous n'avons
pas a déerire ici.

L'ouverture des cadavres des pigeons, poules et
moineaux se fera d'une facon un peu différente :
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apres dissection de la peau on pratiquera une inci-
sion courbe, profonde, partant de Pextrémité
superieure du thorax, passant sur les cotés de la
poitrine, descendant au-dessous de la pointe du
sternum qu’elle embrassera dans sa concavité, et
remontant sur le edlé opposé du thorax; la partie
inférieure de cetle incision ouvrira la cavité abdo-
minale au niveau du foie; un coup de ciseau sur
la ligne médiane achevera en bas 'ouverture de la
cavite abdominale; on découvrira le thorax en
sectionnant la cage osseuse dans la direction de
I'incision ; on coupera les deux clavicules, et le
plastron thoracique sera rabaltu en haunt et enlevé.

De Pautopsie des gros animaux nous n’avons
rien a dire : elle se fait suivant les regles propres
pour chaque espece et sortirait du cadre de notre
sujet.

3° Récolle des produils organiques. — Humeurs et
tissus. — C'est la partie essentielle de I'autopsie,
celle qui doit fournir le micro-organisme a étu-
dier, les matieres de semence et d'inoculation
elle exige des conditions de purelé absolue,

Nous n'avons jusqu’ici, on 'a vu, prescrit aucun
lavage désinfectant du sujel, aucune stérilisalion
de la peau ou des instruments d’autopsie; ces
pratiques nous paraissent inutiles et superflues :
la, technique que nous allons indiquer réalise dans
la récolte des produits organiques toutes les con-
ditions de pureté désirables,

Envisagiée d'une facon générale, 'opération com-
prend trois temps :

A, Stevilisation parfaite de la swrface de Uorgane
qui doil fowrnir la maticre;

B. Prise de la wmaticre a étal de pureté parfaite
dans les profondewrs de Uorgane;

(. Conservation pure e la matiére récollie,

A. La stérilisation parfaite de la surface de 'or-
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gane s’obtient en cautérisant cette surface avec
I'extrémité d’une baguette en verre, fortement
chauffée dansla flamme d'une lampe a alcool, d'un
bec Bunsen, elc.

B. La prise pure de matiére se fait dans la pro-
fondeur de 'organe, a l'abri de tout germe aérien,
avec une pipette Pasteur parfaitement stérilisée a
l'intérieur et a l'exlérieur.

La stérilisation de l'intérieur de la pipelte a été
réalisée par le flambage dans le four Pasteur; au
moment de se servir de la pipette on brise son
extrémité fermée, on passe a plusieurs reprises
I'effilure dans la flamme de la lampe a alcool, ete.,
de facon a en stériliser entiérement la surface
extérieure ; on la fait pénétrer dans l'organe du
sujet auniveau de lu surface cautérisée et on aspire.

C. Pour conserver pur le produit récolté, on
ferme & la lampe l'extrémité effilée de la pipette,
et par surcroit de précaution, on chauffe fortement
Pextrémité par laquelle on a aspiré. Il arrive en
effet que, surtout lorsque 'opération a été difficile
et a exigé des efforts d’aspiration, l'extrémité
supérieure de la pipette se remplit de salive qui
vient souiller le tampon d’ouate; il faut chasser
cette salive et purifier entierement le bouchon
d’ouate; c’est ce qu’on réalise en chauffant forte-
ment le bout ouvert de la pipette et ses parois, au
niveau du tampon.

Telle est la technique générale de I'opération;
elle réalise enticrement les conditions de pureté
exigtes. C'est dans la profondeur de l'organe
itact, non ouvert, qu'on récolte les matieres; cette
récolte se fait dans un instrument parfaitement
stérile+d l'intérieur et a lextérieur, n'apportant
auncun germe capable de souiller la récolte; enfin
cest a travers une surface stérilisée que l'instru-
ment pénetre dans I'organe.
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Cette technique entierement francaise differe de
la technique allemande, dont voici I'économie géné-
rale :

L'organe du sujet étant soigneusement lavé au
sublimé a 1/1 000, de facon & débarrasser sa sur-
face de tout germe, on l'inecise avec un bistouri
stérilisé, et on recueille les maticres avec des fils
de platine stérilisés.

Cette technique présente les inconvénients sui-
rants @ la matiere a recueillir, matiére dont la pu-
reté parfaite est indispensable, se lrouve exposée
a l'air, se souille et devient-inutilisable auw bout de
pew de temps ; de plus il est impossible par ce pro-
cédé d’en recueillir et d’en conserver purement
une certaine quantité pour une étude ullérieure.
Toutes les opéralions d’'examen, d'ensemencement
doivent ctre faites sur-le-champ el sans perdre de
temps, sous peme de n'avoir plus qu'un produit
impur.

Nous allons maintenant entrer dans le détail et
montrer comment on doit traiter chaque organe
ou 'on veut prélever de la matiére.

Lopérateur disposera pres de lul une lampe a
alcool, une on plusicurs baguettes de verre, un
certain nombre de pipettes Pasteur, préalablement
stériliseées, et un couteau a verre pour briser l'ex-
trémité des pipeltes,

. ABCES SUPERFICIELS soUs-cUTANES. — On en re-
cueillera le produit avant 'ouverture du cadavre.

Coupez les poils a leur niveau, cautérisez la sur-
face cutanée avec la baguelte de verre, enfoncez la
pipelte, ouverle et flambée o Pextérieur, dans
'abees au niveau de la surface caulérisce, ol
aspirez. Fermez immdaédiatlement ou laites d’abord
les opérations d'examen, d'ensemencement néces-
saires, opérations que nous décrirons plus loin.

PFit. PE MICKOBIE. 0
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2. LIQUIDES INTRA-PERITONEAUX., — La parol muscu-
laire abdominale étant a nu, cautérisez un point
de sa surface avec une baguette de verre, faites
en ce point une boutonniére avec des ciseaux
flambés, et glissez par 'ouverture la pipette ouverte
et flambée dans les régions latérales, entre le
paquet intestinal et la paroi; aspirez doucement
en promenant la pipette. Fermez immédiatement
ou apres avoir fait avee le liquide recueilli les exa-
mens el opérations nécessaires.

3. SanG. — C'est dans le ceur qu’il convient de
prendre le sang. Incisez le péricarde de maniére a
metlre a nu la surface musculaire du ceeur, cauté-
risez sur I'un ou sur l'autre ventricule preés de la
base, et enfoncez votre pipelte ouverte et flambée
a travers la parol musculaire dans la cavité ventri-
culaire. Cette manwuvre ne présente aucune diffi-
culté ; l'organe fuit parfois sous la pression de la
pipette, il suffit alors de le maintenir légerement
avec la main en évitant de toucher & la surface
cautérisée et a U'effilure de la pipette.

Dés que la pipette a pénétré dans la cavité ven-
triculaire, le sang monte dans effilure; aspirez
pour emplir la pipette; retirez-la et fermez immeé-
dialement ou apres les opérations nécessaires
(ensemencement, examen, etc.).

On peut facilement recommencer l'opération et
remplir une seconde ou plusieurs autres pipettes,
sulvant l'espece et la taille du sujet; on suivra
alors la voie déja frayée apreés une nouvelle cauté-
risation a la baguette de verre, si I'opération est
faite immdédiatement aprés le premiére. Dans le
cas ou la nouvelle opération ne serait faite qu’au
bout d'un certain temps, il est préférable de puiser
dans le ventricule encore intact.

4. RaTE. — Détachez entierement la rate ; saisis-
sez-la enlre lextrémité du pouce et de deux ou
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trois doigts de la main gauche, laissant saillir au-
dessus de ces doigls une des extrémités de l'organe.
Cautérisez cette exirémité avec la baguelle en
verre, enfoncez la pipette ouverte et flambée dans
la profondeur de 'organe, en ayant soin de ne pas
perforer la capsule ailleurs qu’au point d'introduc-
lion, et aspirez fortement en méme temps que des
doigts de la main gauche, vous presserez douce-
ment 'organe, de facon a faire monter la pulpe
dans la pipette. 11 va sans dire que la pression
exercée sur la rate, par les doigts de la main
gauche, devra varier avec le plus ou moins de
densité de la pulpe. 11 est des cas, le charbon par
exemple, ou l'organe est d’une friabilité telle que
tout son contenu peut étre aspiré sans effort dans
la pipette et ou une pression intempestive risque-
rait d’amener une rupture de I'organe, el par suite
la non-réussite absolue de 'opération.

L'opéralion est assez délicate, mais un trés court
apprentissage permettra d’arriver & d'excellents
resultats.

5. Gancrions. — Les ganglions seront traités
comme la rate; cautérisation d'un point de la sur-
face avec la baguette de verre; maintien de 'or-
gane entre le bout des doigls de la main gauche,
aspiration avec la pipette aidée par la pression
exercee sur l'organe par ces doigts, ete.

6. MOELLE DES 0s. — Brisez un os long, perpen-
diculairement a sa surface, de manicre a décou-
vrir le canal médullaire. Cautérisez la surface de
section avec la baguetle de verre; faites péndétrer
profondément la pipette ouverte et flambée dans
le canal médullaire et aspirez.

7. Foie. — L'organe restant en place ou élant
détaché, caulérisez sa surface, enfoncez la pipetle
ouverte et flambdée, dans l'épaisseur du paren-
chyme et aspirez.
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8. SUBSTANCE NERVEUSE. — 1° Moelle. — Le cordon
médullaire étant mis a nu, incisez les méninges
de facon a découvrir la substance nerveuse, cau-
térisez directement cette substance avee la baguette
de verre et aspirez dans la pipetie enfoncée obli-
quement au centre de cetle substance.

20 Bulbe. — Le procedé est exactement le méme,
on opérera sur le plancher du quatricme ventri-
cule ou sur la surface des olives.

9. Unine. — Liez 'urethre ; cautérisez la surface
de la vessie etaspirez dans la pipette plongée dans
la cavité vésicale au niveau de la surface cauté-
T15ee.

Ces exemples s’appliquant aux prises les plus
ordinaires de malieres organiques dicleront la
conduite atenir dans les eas que nous ne décrivons
pas ici, conduite qu’il sera toujours facile d’'ima-
giner quand on connait les principes généraux
qui doivent servir de guides.

D. CONSERVATION DE PIECES PATHOLOGIQUES

Ilest souvent nécessaire de conserver des pieces
pathologiques. Tantot il s'agit de liquide ou de
pulpes pris sur Panimal vivantou sur le cadavre,
et dont on ajourne les inoculations, les cultures,
les examens & une époque ullérieure plusou moins
¢loignée (comme cela a lieu dans une expédition
scientifique ou I'installation indispensable fait
defaut sur les licux); tantot, ne pouvant examiner
sol-meme ces liquides ou ces pulpes, on veut en
faire I'envoi & quelque personne plus compélente;
tantot enfin on desire garder pour des expériences
futures soit de la semence, soit de la matiére
d'inoculation.
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Il arrive encore journellement qu'apres une
autopsie on désire conserver pour des coupes
histologiques ultérieures des fragments d'organes.

Un mot de la technique de ces petiles opérations,
qu’il est indispensable de bien savoir pratiquer,
est done nécessaire.

[. Les liquides et les pulpes peuvent étre con-
servis dans les pipettes mémes ou ils ont été
recueillis : cela se fait journellement dans les
laboratoires. La.pipette remplie est fermée & son
extré mité effilée et munie dune étiquette indi-
quant la nature de la matiére qu’elle contient;
elle est dé posée, 'eflilure en bas, dans un tube a
essal garni de coton dans sa partie profonde, de
maniere a preserver effilure de tout choc.

Mais lorsqu’il sagit d’un envoi ou de la conser-
vation d'une maliére qui perd ses propriéles viru-
lentes au contact de I'air, il faut agir différemment.
Voici deux procédes uliles dans ces circonslances,

a. L'effilure de la pipette étant remplie 4 une
hauteur plus ou moins grande de la substance
donnée, on ferme son extrémité inféricure, puis
tenant cette effilure horizontalement ou oblique-
ment au-dessus de la lampe & aleool on dirige la
flamme de celle-ci de telle facon qu’elle fonde le
verre enun point voisin du niveau supérieur de la
substance recueillie, mais au-dessous de ce point :
la séparation se fera donc de lelle sorte que le
pefit tube constitué par leffilure sera entiérement,
rempli par la substance & conserver, et qu’il n'y
restera pas trace d'air libre. Le pelit tube sera
déposé alors dans un tube a essai garni de coton
a ses deux extrémités et porteur d'une éliquette
indicuant la substance contenue dans le pelit tube.

h. La pipette Pasteur telle que la représente la
figure 2, ¢'est-a-dire étranglée en un point B au-
dessous du tampon d'ouate, convient & merveille
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pour la conservation, a I'abri de 'air, d'une quan-
tité plus forte de substance, surtout quand cette
récolte est destinée & un envoi.

On remplit la pipette jusqu'en B: on fond le
verre en B, puis on le fond au niveau du col de la
pipette la ot commence I'effilure. Il ne reste pas
d’air ou seulement une trace qui sera bientit
absorbée. On a ainsi un tube résistant qui peut
¢tre mis dans une boite garnie de coton et expédié
sans aucun risque.

2. La conservation des fragments d’organes pour
coupes se fait dans l'alcool absolu, d’aprés une
technique trés connue en histologie : 1'essentiel
est que les fragments soient de petites dimensions,
un centimetre carré au plus.

E. DESINFECTION DES CADAVRES

L’autopsie lermineée, il faut faire disparaitre le
cadavre ou du moins écarter tout danger prove-
nant de sa virulence. Pour cela, plongez-le dans
une solution de sulfate de cuivre a 5 0/0, ou dans
'acide sulfurique d’apreés le procédé Aimé Girard
(I'acide est conservé dans des vases en plomb). On
peut encore briler le cadavre dans un petit four
crematoire.




GHAPITRE V

TECHNIQUE GENERALE DES CULTURES.

A. CULTURE DES MICRODES AERODLES.

I. Culture dans les milieux liquides : culture dans les bouillons, le
lait, ete.

[I. Culture dans les milieux solides transparents et demi-transpa-
rents : gelatine, geélose, sérum,

[Il. Colture sur milieux opaques : pommes de terre.

1V. Culture en plaques.

B. Covrune pes sicnones asaénontes @ Culture dans les bouillons, le
lait etc., sur gelatine, sur gelose, sur pommes de terre, en plaques.

Les cultures se font fantit en présence de lair,
tantot a 'abri de l'air, soit dans le vide, soit en
présence d'un gaz inerte.

Le premier procédé convient aux microbes aéro-
bies, le deuxiecme aux microbes absolument ou fa-
cultativement anaérobies.

Nous décrirons done suceessivement, :

A. La culture des microbes aérobies ;

B. La culture des microbes anadrobies.

A. CULTURE DES MICROBES AEROBIES
. L]

Les milicux de culture employés sont, ainsi que
nous U'avons dit ailleurs, liquides ou solides, et les
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milieux solides sont eux-mémes transparents, demi-
transparents, opaques. Nous aurons donc a traiter
successivement de la culture sur ces différents
milieux.

Mais avant d’aborder notre sujet, disons vn mot
de 'emploi de deux appareils gqui sont les instru-
ments essentiels de la pratique des cultures : la
pipette Pasteur et le fil de plaline.

Pipettes Pasteur. — Nous avons indiqué ailleurs
(V. chap. II) ce qu’était la pipette Pasteur, com-
ment on la construisait, comment on la stérilisait
a I'inlérieur : nous avons dit aussi dans une autre
partie (V. chap. IV) quelles précautions on devait
observer quand on se sert de cet appareil. Une
rapide redite a ce sujet ne saurait cependant étre
inutile.

Pour faire usage de la pipette, préparez-la de fa-
con suivante : prenez un de ces pelits appareils
préalablement flambés dans le four Pasteur: déta-
chez-en la pointe (1) en laissant a l'effilure une
longueur variable : lorsque la pipette doit étre
portée dans un vase a culture, matras ou tube,
Ueffilure doit rester assezlongue. Flambez la sur-
face extérieure de l'effilure sur la lampe a alcool,
de facon a y détruire tous les germes atmosphé-
riques qui s’y sont déposés pendant l'exposition
a l'air; la pipette est alors préte pour l'usage
voulu.

Fils de platine. — On doit.avoir des fils de pla-
tine dedifférents diamelres, et il est indispensable
d’en posséder dont I'extrémité libre soit aplatie a
la facon d’une pelite palette (fig. 22 et 22 bis).

Les fils de platine doivent étre d’une longueur
supérieure a celle des tubes a essai; ils sont mon-

(1) On détache la pointe d'une pipette soit avec iu doigt direc-

tement, soit aprés avoir marqué un trait de lime 4 Uendroit choisi
pour la coupure,
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tés sur le petit appareil connu en
histologie sous le nom de porte-
aiguille, appareil dont la garniture
en cuivre permet de variera volonté
la longueur du fil qu'elle engaine,
et assure la [fixité parfaite de
celui-cl.

Les Allemands montent ordinai-
rement les fils de platine sur une
baguette de verre plein, et cette
monture se fait extemporanément.
Nous ne la conseillons pas, car il
est impossible avee elle de varier
la longueur du fil; la fixité est
moins grande; et la pratique du
flambage faita tout instant éclaler
lextrémité du verre dans laquelle
s'enchdsse le fil de platine.

Lorsqu’'on doit se servir du fil
de platine, on commence par le
stériliser, ce qui se fait en le por-
tant aurouge danstoutesonélendue
surla flamme de la lampe a alcool,
d'un bec Bunsen, ete., et on attend
qu’il soit refroidi, ce qui n’exige,
on le sait, que quelques secondes;
Fappareilestalors prét pourl'usage
voulu, mais il faut s’en servir dis
qu’il est froid, sans délai, cous peine
de perdre tout le bénélice de la
stérilisation.

En reégle absolue, dis que le fil
de platine a été mis en usage, il
dait étre soigneusement stévilise, de
facon a ce qu’il ne reste i la surface
aucune parcelle de substance viru-
lente,

81
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I. Culture dans les milieux liquides. Culture dans
les bouillons.

Nous ne parlerons dans cet article que de la cul-
ture dans les bouillons; ce que nous en dirons
sera facilement appliqué, s’il y a lieu, au /lait, a
L'urine, aux liquides minérauz, etc.

On prend un matras Pasteur conlenantun bouil-
lon stérilisé suivant les régles indiquées, et ayant,
sans se troubler, supporté I'épreuve d’un séjour
prolongé a l'étuve entre 35° et 40°, La technique
générale de la culture qu'on se propose de faire
dans ce bouillon comprend deux opérations:

A. L'ensemencement ;

B. Lamise a la température voulue.

— A. Ensemencement. Cette opération comporle :

a) L’ouverture du matras;

b) L’ensemencement proprement dit, c'est-a-
dire l'acte de déposerla semence dansle bouillon;

¢) La fermeture du matras.

Savoir ouvrir et fermer purement un matras, c’est-
a-dire de facon a n’y introduire aucun germe
élranger, est chose essentielle; qu’il sagisse de
porter ou de prélever la semence dans le maltras,
la. maneuvre est identiquement la méme: elle
exige les mémes précaulions. Nous allons, une fois
pour toutes, décrire la maniére de 'exécuter.

Pour owvrir un matras, placez-le dans la paume
de la main gauche tenue horizontalement; inclines-
le de telle facon que son ventre repose dans la
paume de cette main, et que son col fasse avec
celle-ci un angle de 45° tout au plus.

Mainienez le matras en position avec le pouce et
les doigls de la main gauche. Débouchez-le de la
main droite. tenez le houchon entre le troisiéme et
le quatrieme doigls de la main droite, et, sans
changer la position du ballon, sans bouger la main
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qui le tient, effectuez l'opération (ensemencement
ou prelevement de semence).

Pour fermer le matras, rebouchez-le, mainte-
nant toujours et l'inclinaison du ballon et 1'tnumo-
bilité de la main; quand il est bouché, vous pouvez
le redresser, mais seulement alors.

En ouvrant et en fermant lemalras suivant cette
technique, vous éviterez que les poussieres atmos-
phériques ne viennent en souiller le conlenu.

L'ensemencement proprement dit consiste, dés
que le matras est ouvert, a porter avec la main
droite la semence contenue dans une pipetie Pas-
teur ou a U'extrémité d’'un fil de platine stérilisé
sur le fond du ballon. On dépose en cet endroil
rapidement la semence, el on retire aussitot la
pipette ou le fil de platine.

Les malras enscmencés doivent élre pourvus
tout aussitot d'une éliquette indiguant la nature
de la culture, sa provenance, et la date de 'opé-
ration.

Telle estla technique générale de 'ensemencement
d'un bouillon; nous allons maintenant passer en
revue les divers cas (ui peuvent se presenter dans
la pratique de cet ensemencemont,

|. Ensemencement immédiat des produits recueillis
@ Vautopsie. — Ces produits sont, ainsi que nous
vavons dit (V. chap. IV.) recueillis dans des pipel-
tes Pasteur. Dés que la semence est prélevée dans
I'organe, sans fermer la pipette, prenez un des ma-
tras Pasteur que vous aurez placés i votlre portée,
disposez-le dans la main gauche, ainsi qu’il a éte
dit, dé¢bouchez-le et portez rapidement 'extrémild
de la pipette sur le fond. Si la semence est liquide,
une goulle tombera d'elle: méme en donnant a la
pipette une légere inclinaison; si la semence est
plus épaisse, soufflez & travers le tampon d’ouale
par la grosse extrémile de la pipette, de facon &
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faire tomber une parcelle de cette semence sur le
fond du matras.

Dans certains cas (quelques lésions tuberculeu-
ses par exemple), 'ensemensement des pulpes
exige certaines précautions préalables; il faut
broyer la pulpe pour mettre les bacilles en liberté ;
on devra, dans ces cas, renoncer a l'ensemence-
ment immédiat, fermer la pipette, et agir comme
nous allons le dire ci-dessous.

2, Ensemencement tardif des produits recueillis a
Uautopsic. — Dans ce cas les pipetles ont été fer-
meées el c¢’est dans leur intérieur qu’il faut aller
prélever la semence.

Disposez a volre portée le matras a ensemencer,
une pipette B ou un fil de platine. Prenez la pi-
pette A qui renferme la semence, enfonces le tam-
pon d’ouate dans 'intérieur du tube jusqu’a petite
distance dela face supérieure dela semence; faites
sur le verre, au niveau du milieu du tampon
d’ouate un {rait de lime circulaire, et coupez en cet
endroit la pipette avec le charbon de Berzélius ou
une pointe de verre rougie a blane sur le chalu-
meau i gaz.

Préparez alors la pipette B, c'est-a-dire brisez
son extrémité effilée et flambez sa surface externe,
ou le fil de platine, c’est-a-dire passez-le dans la
flamme.

Enlevez le tampon d'ouate de la pipette A que
vous venez de couper, flambez son extrémité ou-
verte (1) et portez la pipette B, ou le fil de platine,
dans l'effilure ol est contenue la semence.

(1) Cette pratique est fort importante : elle a pour but de dé-
truire tous les germes qui se sont déposés sur la surface extérieure
de la pipette au niveau du point oi 'on a fait ouverture. Ces ger-
mes pourraient souiller 'extrémité de la pipette B ou du fil de pla-
tine si, au moment ou on va les porter dans 'effilure de la pipette
A, ces instruments venaicnt & entrer en contact avec cette surface.
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Si vous fuites usage de la pipette pour prélever la
semence, opérez de la fdcon suivante : la main
gauche tenant la pipette A, aussiinclinée que pos-
sible, avec la main droite portez 'eflilure de la
pipette B sur la semence et aspirez,

Rejetez aussitot la pipette A, ef, sans déposer la
pipette B, qui restera dans la main droile, saisis-
sez le matras, disposez-le dans la main gauche,
ouvrez-le et portez-y la semence. :

Si vous fuaites usage du fil de platine, il sera com-
mode de placer horizontalement la pipette A dé-
bouchée, ouverte et lambée a son extrémité entre
deux des doigls de la main gauche; dans cette
méme main on disposera le maltras, on le débou-
chera, et la main droite tenant le fil de platine
stérilisé le plongera dans 'effilure de la pipette A,
et immédiatement apres le portera dans le matras.

Dans certains cas, avons-nous dit, la pulpe doit
étre broycéeavantd'étre ensemencée. Cette pratique
a pour but de mettre en liberté les microbes em-
prisonnes dans les tissus. L'opération se fait faci-
lement avec un fil de platine fort, de diamétre un
peu inférieur au diametre intérieur de Deflilure
de la pipette qui contientla semence. On introduit
le fil de platine stérilisé el refroidi dans leffilure
de cette pipette coupée, ouverte et flambée, comme
nous l'avons dit ; on imprime au fil de platine des
mouvements de rotation, de va-et-vienl, et lors-
quon juge que la trituration est suflisante, on
procede a 'ensemencement du matras soil avee ce
méme fil de platine, soit avec une pipetle qu'on
plonge dans la substance broyée. Une précaution
fort importante i observer est de laisser 'extre-
mité du (il de platine cachée dans Ueffilure de la
pipette, si on se sertde cet appareil, jusqu’au mo-
ment precis de 'ensemencement.,

3. Ensemencement de malras « matras. — Dans
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un maltras A contenant la culture donnée, préle-
vez purement avec une' pipette quelques gouttes
de liquide.

La manceuvre est simple : nous en avons indiqué,
en traitant de la facon d'ouvrir et de fermer pure-
ment les matras, les éléments essentiels.

Ouvrez donc purement le matras A ; allez, avec
une :pipette bien flambée & lextérieur, cueillir
quelques goultes du liquide qu’il contient; fermez
le matras A, prenez immediatement, et sans de-
poser la pipette (1), le matras B 4 ensemencer, ou-
vrez-le et porlez-y une goutte de la semence dont
est chargée la pipetle. '

4, Ensemencement dans un bouillon d'une culture
provenant d'un miliew solide. Que la 'culture pro-
vienne d'un tube gélatine, de gélose, de sérum,
d’'une pomme de terre, la technique est la méme.
Recueillie purement avec un fil de platine, sui-
vant des procédés que nous indiquerons en trai-
tant des cultures sur milieux solides, la parcelle
de culture prélevée est portée tout aussitot dans
le matras Pasteur, en observant toutes les précau-
tions de regle.

B. Mise de la culture a la température voulue. —
La température extérieure avec ses variations in-
finies, ses minima trés bas, convient peu au dé-
veloppement cyclique parfait des cultures. Il est
donc nécessaire de soumettre celles-ci, quand
le miliew de culture ne s'y oppose pas, a une tempé-
rature de 35 a 40° qui permettra une multipli-
calion réguliére, normale et rapide des germes.

I’étuve de M. Pasteur représentée ci-contre

(1) Il arrive parfois qu'une pipette chargée de semence ne peut
ctre utilisée im mediatement, mais seulement aprés un court délai;
ilconviendra dans ce cas de rejeter, en les laissant ecouler de la
pipette sur un papier-filtre (que 'on brilera ensuite) les premiéres
gouttes de la semence ; on ensemencera ensuite sans crainte.




CULTURE DES MICROBES AEROBIES. 87

(fig. 23) remplit parfaitement le but, et se préte
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Fig. 23. — Etuve Pasteur,

aux températures jusqu'a - 450, Clest une éluve
en bois, avec double paroi, double porte vilrée,
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chauffée par la vapeur d’eau circulant a la partie
inférieure de I’étuve, ce quipermet d’obtenir des
températures différentes d'environ 2° par élage,
allant en décroissant vers la partie supérieure de
I'étuve. L’appareil de chauffage est en cuivre brasé
et est muni d'un régulateur.

Les matras ensemencés seront donc placés dans
I'étuve Pasteur; on choisira 'étage qui convient
Ie mieux a la température cherchée; un thermo-
metre devra toujours, a cet effet, étre placé a
chaque étage.

Pour certaines expériences (et nous citerons ici
I'atténuation des virus, la recherche du degré de
résistance a la chaleur ete.) il est de toute néces-
sité d’avoir des éluves avec régulateur permettant
de lixer la température, d’'une facon invariable
pendant un temps indéfini. Cette condition est
entierement réalisée par 'appareil de M. le Dr d’Ar-
sonval représenté ci-contre et que nous allons
sommairement décrire, tel que l'ont fait les der-
nieres modifications que 'auleur a apportées a sa
construction (fig. 24%).

L'appareil & double paroi se compose d'un
cylindre vertical terminé par deux cones. L'étuve
s‘ouvre par une porte latérale, et est divisée par
une tablette en deux étages indépendants. Le cone
inféricur porte le régulateur entierement meétal-
lique et les deux braleurs munis chacun dun ro-
binet d’arrét. Le cone supérieur porte & son som-
met la douille par laquelle se fait I'emplissage.

L'espace annulaire qui existe entre les deux
corps de l'étuve est rempli d’eau.

Cette eau est chauffée parla flamme des braleurs
(qui s’engage dans des tubes traversant le liquide,
mode de chauffage analogue a celui d'une chau-
diere tubulaire.

Pour mettre l'appareil en marche, on verse par
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la douille centrale située au sommet du eone su-
périeur, de l'eau bouillie récemment, c’est-a-dire
privée d’air. On allume les braleurs.

Quand on veut fixer une température, il suffit de
boucher cette douille avee le bouchon qui porte
un tube de verre vertical; ce réglage est fait une
fois pour toutes pour une température déterminee.
Si on éteint 1'étuve, elle retombera exactement au
méme point quand on la rallumera : I'appareil par
sa construction métallique est indéréglable.

Lors donc que l'on voudra faire agir sur une
culture en milieu liquide une température fixe et
devant étre maintenue telle pendant un temps dé-
lerminé, on placera le matras qui contient la cul-
ture dans I'étuve de d’Arsonval (1).

II. Culture dans les milieux solides transparents et
demi-transparents.

Ces milieux sont, ainsi qu’on le sait, la gélatine,
la gélose (simple ou additionnée de glycérine,
glycose, dextrine, etc.) et le sérum.

La culture dans 'un quelconque de ces milieux
comprend deux opérations :

1° L'ensemencement du milieu ;

2° La mise a la température voulue.

La gélatine, la gélose et le sérum sont ren-
fermés, pour la culture, dans des tubes d'essai
bouchés a 'ouate.

(1) Les objets placés dans des étuves (Pasteur, d'Arsonval, ete.) i
air ne se mettent que trés lentement en équilibre de température
avec 'air ambiant. C'est un inconvénient grave, lorsqu'on veut pre-
parer des vaccins, étudier linfluence d'une température donnée
pendant un temps long sur tel ou tel mierobe. Il faut alors ou em-
ployer des ballons séjournant depuis plusieurs jours a la tempéra-
ture déterminde, ou, ce qui vaut micux, les plonger i demi dans l'ean
d'une étuve & eau munie d'un regulateur quelconque (Schlésing,
Roux, ete.).
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Ensemencer un de ces tubes comprend trois
phases:

a) L'ouverture du tube;

h) L'ensemencement proprement dit, ou inocu-
lation, c'est-a-dire l'acle de déposer la semence
dans I'épaisseur ou a la surface du milieu;

¢) la fermeture du tube.

Indiquons tout d'abord, et en téte de cet article,
la manicre dowvrir et de fermer un tube de culture
purement, c’est-a-dire de facon a n’y introduire
aucun germe étranger. Qu'il s’agisse d'un tube de
gélatine, de gélose ou de sérum; qu'il sagisse de
porter la semence dans le tube ou de 'y prélever,
la technique est la méme: en I'exposant ici nous
éviterons des redites incessantes.

Pour ouwvrir purement un tube de culture, placez-
le entre le pouce et l'index gauche, le pouce en
dessus, l'index en-dessous; donnez-lui enlre ces
deux doigts une position ou horizontale ou a peine
inclinée (1); enlevez le bouchon d'ouate, en Iui im-
primant un mouvement de torsion, avec la main
droite, et placez-le entre deux des doigls de la
main gauche.

Dés quiil est débouché le tube doit rester im-
mobile dans la main qui le tient, et celle-ci doit
pendant toute lopération, quelle qu’elle soit,
garder une position invariable. On évitera, en
suivant strictement ces regles, que les germes
atmosphériques ne viennent souiller la surface
du milieu de culture.

Pour fermer le tube, replacez le bouchon et seu-
lement alors redressez le tube; chauffez ensuile
fortement les parois du tube au niveau du tampon

(1) Dans le cas tout particulier oi Vopération porte sur un tube
ide gélatine liquefice il va sans dire que Ia position & donner ne
peut dtre Phorizontale, On se hornera i placer le tube dans une po-
sition aussi peu inclinfe que possible,
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d’ouate sur la flamme de la lampe a aleool, en
ayant soin de ne pas carboniser I'ouate ; ce flam-
bage détruira tous les germes dont le tampon
oualé aurait pu se charger pendant son exposition
a lair. Enfin pour préserver l'ouate de toute
souillure ultérieure, pour éviter I'évaporation,
coiffez le tube du manchon de papier filtre dont
il était pourvu avant l'opération, ou d'un capu-
chon de caoutchoue : cette derniére pratique doit
étre préférée quand il s’agit de cultures qu'on
veut garder longlemps.

CULTURES SUR LA GELATINE.

La gélatine est répartie dans les tubes d’essai de
deux facons, ainsi que nous l'avons dit ailleurs.

(a) Elle forme un eylindre remplissant exacte-
ment le tiers inférieur du tube;

(b) Elle est étalee en couche oblique reposant
sur une seule paroi, et allant en s‘aminecissant
vers la partie supérieure du tube.

Nous désignerons, par ellipse, les tubes de la
premiere catégorie sous le nom de tubes droits,
ceux de la deuxieme sous le nom de fubes obliques,

Les tubes droits seront ensemenceés par piqguire;
les tubes obliques seront ensemences par strie.

I'NSEMENCEMENT DE LA GELATINE PAR PIQURE. —
1o Technique générale. — Le tube de gélatine étant
ouvert avec toutes les précautions de regle, portez
avec la main droite le fil de platine stérilisé et
charge de la semence 4 son extrémité dans l'in-
térieur du tube, et piquez-le droit dans l'axe du
cylindre gélatineux, en ayant soin de le pousser
jusqu’au fond du tube: ceci fait, retirezdoucement
le fil de platine, et fermez le tube.

20 TL'EFJ'.IHIQ-!H,‘ des divers ensemencements par pfr}ﬁ?‘ﬂ
dans la gélatine. — Comme nous 'avons fait pour
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les ensemencements dans les milicux liguides,
nous allons passer rapidement en revue les cas
divers qui se présentenl dans la pratique des
ensemencements par piqure.

L. Ensemencement des produitsvecueillis al' aulopsie,
— Ces produits sont contenus dans des pipettes
fermées, 'ensemencement immeédiat et direct avee
la pipette n'é¢tant pas possible ici comme il I'était
pour les matras.

L'opération comprend deux temps: on va
d'abord, suivanl la technique que nous avons
exposee ailleurs, cueillir avee le fil de platine
stérilisd, lasemence dans la pipetle owverte et flambée
a son extrémité; puis on porte par piquare cette
semence dans le tube de gélatine.

2. Ensemencement d'une cullure provenant d'un
miliew liguide. — Ouvrez purement le malras qui
contient la culture ; avec le fil de plaline stérilise
allez cueillir une goutte de liquide, et piquez-la
dans le tube de geélatine,

3. Ensemencement «(une cullure provenant dun
miliew solide transparent ow demi-opague. — La
technique est la méme, que le tube ou l'on va
puiser la semence soit un tube de gélatine, de
gelose ou de sérum, et qu'il conlienne ces milicux
nulritifs sous forme de cylindre droit ou sous
forme de couche oblique.

Placez les deux tubes, le tube qui porte la cul-
ture et le tube a ensemencer, cote a cole entre le
pouce et I'index gauches, le pouce étant en dessus
et donnez-leur une position exactement horizonltale,
ou trés égerement inelinde. Inlevez les bouchons
d'ouate de 'un el Pautre tube, el posez-les culre
les doigts libres de la main gauche dans le méme
intervalle ou a des intervalles différents. Avee
Faiguille de platine stérilisée, allez puiser la cul-
ture dans le tube ensemencé, et piquez-la imme-



04 TECHNIQUE DES CULTURES.

diatement dans l'autre tube. Achevez l'opération
en fermant aussitot les deux tubes.

Un cas particulier est celui ou la semence doit
étre puisée dans un tube de gélatine liquéfiée ; il
faudra dans ce cas donner aux deux tubes disposés
cntre le pouce et 'index gauches, non plus la
position horizontale que la liquéfaction de l'un
d’eux rend impossible, mais une position aussi-
voisine qu’il se pourra de Ihorizontale.

'opération se fera d’ailleurs, sauf cette modi-
fication, comme nous l'avons indiqué ci-dessus.

k. Ensemencement d'une culture provenant d'un
miliew opaque. — Allez prendre purement (nous
dirons plus tard de quelle facon) sur la pomme de
terre, etc., une parcelle de semence, a l'aide du
[il de platine stérilisé, et piquez-la dans la gela-
tine.

ENSEMENCEMENT DE LA GELATINE PAR STRIE. — En
regle générale, pourréussir un ensemencement par
strie, il faut choisir de la gélatine fraichement
préparée. La gélatine ancienne s'écaille sous la
pointe du fil de platine ou sous la friction de la
palette de platine et le résultat obtenu est défec-
tueux. Cette regle s’applique également a la
gélose.

1° Technique générale. — Le tube étant ouvert,
inlroduisez le fil ou la palette de platine chargés
de la semence, et promenez-en doucement 'extré-
mité sur la surface de la gélatine de la profondeur
du tube vers 'ouverture. La strie peut sefaire aussi
a l'aide de la pipette chargée de semence liquide,
et dont on proméne doucement Uextrémité fine-
ment elfilée sur la surface gélatineuse : une goutte
de semence se dépose en trainée.

2° Des divers ensemencements par strie sur la géla-
tine. — (e serait une redite inutile que de décrire
ici I'ensemencement par strie sur la gélatine des
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produits recucillis a Uautopsic dans des pipettes,
des cultures provenant de milicux solides, transpa-
rents, demi-opagues et opagues. La technique spé-
ciale est la méme en tout point que dans le cas
d’ensemencement par piqare, et nous prions le
lecteur de s’y reporter. Seul le mode d'inoculation
differe : le fil de platine porteur de la semence est
promené sur la surface de la gélatine, au lieu
d'étre piqué dans son épaisseur.

Pour les produits en provenance de milieux de
culture liquides ou liquéliés (gélatine liquéliée)
nous conseillons de rejeter le fil de platine et de
procéder avee la pipette de la facon suivante :
eftilez trés finement sur la lampe aalcool lextrémite
d'une pipette, de facon a la terminer par wun tube
capillaire dont vous briserez la pointe. Allez
cueillirpurement avec cetle pipette, dansle matras
de bouillon ou dans le tube de gélatine liquéliée,
quelques goutles du liquide de culture ; inlroduisez
la pipette dans le tube de gélaline, el promenez
son extrémité sur la surface de la gélatine : le
liquide s’y déposera en fine traince.

Ce procédé élégant nous conduit a parler d'une
méthode géndrale de transplantation des cullures
en provenance d'un milieu solide, quel qu'il soif
(gélatine, gélose, sérum, pomme de terre) sur un
nouveau milieu solide quel gu'il soit.

Le procédé que nous avons déerit pour trans-
porter sur la gélatine une. cullure sur milieu
solide en provenance de la gélatine, de la gélose,
du sérum, de la pomme de lerre, se résume en
ceci : aller avec un fil de platine recueillir la
semence sur le milieu solide, et la piquer dans le
eylindre gélatineux, ou la déposcer en train¢e sur
la surface étalée dela gélaline avec ee fil de platine,

Ce procédé est bon et correct, mais il présente le
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léger inconvénient que voicl : la semence fail une
trainée apparente sur le nouveau milieu, etl’'obser-
vation de son développement sen trouve généee.

Pour éviter cet inconvénient, qui se reproduit
avec la gélose, le sérum et la pomme de terre
comme avec la gélatine, procédez de la facon sui-
vanie :

Recueillez avee un {il de platine stérilisé la
semence sur le milieu solide; portez-la dans une
pipette stérile A que vous aurez remplie de bouil-
lon stérile et qui, pour recevoir la semence, sera
coupie, ouverte et flambée comme il a été dit
bien des fois. Répandez la semence dans le bouil-
lon en agitant le liquide avec le il de platine.

Retirez alors le fil de platine qui ne porte plus
aucune parcelle compacle de semence a la surface,
mais est seulement mouillé par le bouillon en-
semence, et piquez-le dans le tube de gélatine droit
qui doit étre ecnsemence,

Sil'opération doit porter sur la gélatine, la gélose,
le sérum a surface obliqguement étalée ou sur la
pomme de terre, introduisez dans la pipette A ol
la semence vient d'éfre. délayée une pipefte B
fincment effilée a son extrémité: cueillez quelques
goulles du liquide de A et portezla pipette B dans
le tube de gélatine, gélose ou sérum, ou sur la
pomme de terre; la pipetle promencée i la surface
de ces milicux y déposera le liquide d'ensemence-
ment en fine trainde.

Cetle manceuvre, qui est infiniment moins com-
pliquie que ladescription ne le laisserait supposer,
donnera avec un peu dadresse et dhabitude
d'excellents résultals : la semence étant déposée
sous forme insensible 4 la surface du milieu de
cullure, son développement sera aussi facile qu'in-
Léressant & suivre

Les cullures sur gélatine, précieuses parce
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qu'elles permetlent d'observer des formes de
développement souvent caractéristiques, ont 1'in-
conveénient de ne pouvoir étre portées a I'éluve,
ol elles se liquélient ; elles seront done laissées a
la température almosphérique, et placées soit
dans des vases garnis de coton au fond, soit dans
des supports en bois.

CULTURES SUR LA GELOSE.

La gélose est, ainsi que nous 'avons dit, réparlie
dans les tubes a essai soit en cylindre plein, soit,
et plulot, en plaque élalée. Toul ce que nous avons
dit sur U'ensemencement des tubes de gélatine par
pigqire et par strie, sur la manicre d'owvrir et de
fermer purement les tubes, d’'v transporter la semence
de provenances diverses sapplique absolument aux
cultures sur la gélose : il est done inutile de ré-
peter icl Particle précédent.

Les cullures sur gélose seront mises a 1'étuve
Pasteur, ou a I'étuve d’Arsonval suivant le cas.

CULTURES SUR SERUM.

Nous pouvons dire de la culture sur le sérum
ce que nous disions de la culture sur la gélose,
c'est-a~dire renvoyer le lecteur pour la pratique
de ces cullures a notre article sur la gélatine.

Ajoutons seulement que le sérum ne se cultive
que sous forme étalée; son peu de transparence
en ferait un milieu impropre & 'observation du
developpement des cultures, s'il élait réparti dans
les tubes en cylindre plein.

III. Cultures sur milieux opaques.

Le mode de culture comprend la culture sur

PR. DE MICROBIF. [
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pomme de terre, etc. Nous ne parlerons ici que de
la culture sur pomme de terre: on appliquera
aux autres milieux opaques tout ce que nous
dirons de la pomme de terre.

On doit, nous l'avons dit au chapitre IV, cul-
tiver la pomme de terre suivant deux procédés.

1o Enpetits cristallisoirs clos, suivant la méthode
de Koch modiliée;

20 En tubes d’essaf, d'apreés la méthode de Roux.

{° CULTURE EN CRISTALLISOIRS cLos. — La tech-
nique générale differe trés légérement suivant que
le cristallisoir est ou non muni d'une ouverture
latérale.

a)Cristallisoirs sans ouverture latérale. — Soulevez
obliquement, et trés peu, le couvercle du cristal-
lisoir; portez la pipette ou le fil de platine chargés
de la semence sur la surface de la pomme de terre
el déposez, en lracant des stries superficielles, la
semence sur cette surface. Replacez le couvercle,
et portez 'appareil a 'étuve.

b) Cristallisoirs a ouverture latérale. — Enlevez
le tampon d’ouate qui garnit l'ouverture; glissez
par lorifice la pipette ou le fil de platine portant
la semence, et déposez cette semence en stries sur
la. pomme de terre; replacez le tampon douate
apres I'avoir passé rapidement dans la flamme, et
portez l'appareil a I'étuve.

Nous conseillons d’employer la pipette a extré-
mate fincment effilée pour l'ensemencement des
pommes de terre aussi souvent qu’il sera possible
de le faire. Avec la pipette on portera directement
sur la pomme de lerre les cultures provenant de
milieux liquides ou liquéfiés; on y portera aussi
suivant la méthode générale que nous avons
exposée ci-dessus tous les produits de culture en
provenance de milieux solides.

Le fil de platine et surtout la palette de platine
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seront employés a défaut de la pipetle, et dans les
circonstances ou celle=ci est inulilisable; ils rem-
plissent d’ailleurs parfaitement le but.

20 Mérnone pE Rovux. — Dans les tubes conlenant
une tranche de pomme de terre, tubes dont la
forme et la préparalion ont été décrites ailleurs,
I'ensemencement est dune extréme facilité, et se
fait comme dans untube de gélatine ou de gélose.

Ouvrez le tube qui contient la pomme de terre
avec les précautions d'usage, c’est-a-dire en lui
donnant une inclinaison telle que les germes
atmosphériques ne puissent y tomber. Portez la
semence contenue dansune pipette finement effilée,
ou a l'extrémité d'un fil de platine, sur la surface
de la pomme de terre, et déposez-la en tracant .
quelques stries superficielles.

Rebouchez le tube, flambez le verre auniveau du
tampon d'ouate, couvrez l'extrémité d'un capuchon
de papier filtre ou de caoutchouec, et portez a
I'étuve,

Tel est ce procédé qui fait de la culture sur
pomme de terre, autrefois si compliquée, si peu
sure, un procédé qui égale en simplicité et en
siureté laculture surmilieux transparents.

IV. Cultures sur plaques.

Nous allons décrire ici un procédé toul spéeial,
imaginé par Koch, et qui, malgré quelquds imper-
fections, rend les plus grands services.

La culture sur plaques se fait soit dans la géla-
tine pure, soit dans la gélatine additionnée d’'une
petite quantité de gélose, ce qui rend le milieu
plus rapidement solidifiable, et moins facilement
liquéfiable aux hautes températures de 'été.

Le principe général de la mdéthode est le sui-
vant :
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On répand dans une faible quantité de gélatine
(ou de gélatine-gélose) liquéfiée un nombre de
germes aussi faible que possible. Puis on fait so-
lidifier le miliecu en l'étalant sur une surface
plane. Les germes se diffusent et se développent,
chacun isolément, la ol ils ont été emprisonnés
par la solidification.

La culture sur plaques se préte admirablement
i trois opérations:

{o Isolement des divers germes contenus dans
un milieu quelconque : eau, sol, matiéres fécales,
tissus, ete.

2° Purification d'une culture impure par la sépa-
ration des especes microbiennes qu’elle contient.

3° Etude de la forme que prend la colonie pure
de tel ou tel microbe; cette forme est parfois
caractéristique pour un microbe (fievre typhoide,
choléra, etc.).

Nous décrirons :

1 Le procédé classique de Koch ;

. Une modification de ce pmrmle qui dans
cer L'llllb cas peut remplacer avec avantage la mé-
thode un peu compliquée de Koch {méthﬂde d’ Es-
march) ;

C. Enfin un excellent procédé dua a Roux, pro-
céde dont Uindication a été donnée par lui dans
les Annales de UInstitut Pastewr (1887, p. 25).

A. CuLTURES SUR PLAQUES PAR LA METHODE DE KOCH.

Nous exposerons ceprocédé en supprimant tout
ce (qui n'est pas essentiel, et constilue une sur-
charge d’appareils inutile. Les instruments néces-
saires sont :

1° Un triangle en bois a vis calantes ([i

2° Un niveau & bulle d’air;

3¢ Une large plaque de verre ;

ir 2;_:.

8 =23
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4° Des petits bancs en verre (lig. 26);
5° Des plaques de verre stérilisées et conlenues
jusqu'au moment ol elles devront étre mises en

Fig. 25. — Triangle en bois i vis calantes,

usage dans une boite en tole stérilisée ; nous avons
décrit ailleurs cetle partie de I'appareil et sa stéri-
lisation {voyez chap. II);

e
......
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Fig. 26. — Petit bane en verre.

6° Une cloche en verre composdée de deux par-
ties : a) un eristallisoir recouvert par, h) un cou-
vercle de méme forme, plus grand et portant sursa
face supérieure un bouton de verre (fig. 27).
(.
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Pour mieux faire saisir 'économie générale de
I'opération nous choisirons un exemple:

On a dans un tube de gélatine, dans un matras,
une culture impure contenant un grand nombre
degermes différents, ou bien encore onvient d’en-
semencer un tube de gelatine, un matras avec
une goulte, une parcelle d'une substance quon
sait chargée d’une quantité de germes divers (eau,
terre, matieres fécales, etc.).

Il s'agit de trier ces germes, de les isoler, d'en
faire, en un mot, la culture sur plaques.

L'opérateur commence par se laver et brosgser
soigneusement les mains, qu’il trempe ensuite
dans la solution de sublimé & un millieme.

[1lave ensuite, dans la méme solution, la plaque
de verre (3), dispose cette plaque sur le triangle a
vis calanles (1) et établitl’appareil dans I'horizonta-
lité parfaite & I'aide du niveau a bulle d’air (2}; il
suffit pour cela de visser et dévisser les vis calantes,
juatlu’il ce que le résultat soit obtenu.

I faut alors préparer la cloche (6), en faire,
suivant 'expression connue, une chambre humide
aseptique et antiseptique. A cet eflfet les deux parties
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qui la composent ayant été d’abord soigneusement
nettoyées, on place dans le cristallisoir inférieur
une feuille de papier filtre taillée en rond, et d’un
diametre un peu moindre que le diametre intéricur
de ce cristallisoir. On verse dans chacune des deux
parties de la cloche une solution de sublimé a
{ p.1000; on la promeéne sur toute la surface in-
térieure du cristallisoir; on vide completement le
cristallisoir supérieur, mais on ne fait écouler
qu’en partie la solution désinfectante du cristalli-
soir inférieur; on y laisse la quantité nécessaire
pour tenir le papier filtre humide. On ferme la
cloche, et on la place sur la plaque de verre.

On dispose alors a portée, dans unrécipient rem-
plide subliméau millicme, trois bancs de verre, et
aussi dans ce méme récipient trois bandes de pa-
pier filtre de lalargeur et de la longueur des banes
deverre; onnumérote I IL III. ces bandes de papier.

On place encore a portée la boite en tdle conte-
nant les plaques de verre stérilisées, une lampe a
alcool, un fil de platine fort, et des pipettes.

On prend alors trois tubes de gélatine faiblement
remplis; en hiver onse servira de gélaline pure ; en
¢té on prendrade la gélatineadditionnée de gélose.

On porte ces tubes i I'étuve ou dans un bain-
marie pour les liquéfier.

Le conlenu du tube O qui venferme la culture
dont les germes doivent étre isolés sera lui-méme
rendu liquide de la méme facon, <'il ne 'est déja.

On saisit alors le tube O; on le place cntre le
pouce et U'index de la main gauche cote a cote avec
un des tubes de gélaline fondue a I'étuve ou au
bain-marie. On débouche Pun et 'autre tube; avee
une pipette stérilisée (1), et dont I'effilure vient

(1) La pipette nous parait remplacer avanlageusement le fil de

platine fin, termine en anneau, que les Allemands emploient dans e
méme but,
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d’¢tre passée dans la flamme de la lampe a alcool
on aspire un peu du liquide du tube O, et on en
porte une goutte dans un des tubes de gélatine.
Ce tube sera immédiatement bouché et marqué 1.
On lagilera légérement pour répartir la semence
dans toute l'épaisseur de la gélatine.

Si la culture impure est contenue dans un ma-
tras, l'opération esl aussi simple: avec la pipetie
on préleve un peu du liguide du matras et on en
reporte une goutte dans le tube de gélatine 1.

Dans ce tube I on préléve avee une nouvelle pi-
pette un peu de liquide, dont on laisse par le méme
procédé tomberune goutte dans le second tube de
gélatine liquéfiée; on marque ce tube II; on le
bouche ainsi que le tube I et on répand la se-
mence dans son conltenu en agitant légérement.
Du tube II on porle par la méme manceuvre avec
une nouvelle pipette une goutte dans le troisieme
tube de gélatine : tube 111.

On doit veiller & ce que les tubes I. IL. III. restent
toujours en état de liquéfaction jusqu’au moment
ou on leg verse sur les plaques de verre: il est
bon de les plonger dans un bain-marie tiede, s'ils
ont dela tendance a la solidification.

On place alors dans le cristallisoir inférieur de
la cloche, sur le papier filtre humide, un banc de
verre quon retire a cet instant de la solution de
sublimé ol il était plonge, qu'on laisse égoutter
une seconde, el qu’on recouvre du papier-filtre L.
On referme aussitot la cloche.

On couche la hoite de tole, contenant les plaques,
horizontalement sur le bord d'une table ; on retire
le couverele; on saisit une plaque avec une pince
flambée et on la pose dans la cloche sur le hanc
de verre I, perpendiculairement a la direction de
celui-ci.

On fait maintenir par un aide le couvercle de la
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cloche au-dessus, et 4 aussi pelite distance que la
manceuvre le permet, du cristallisoir inférieur. On
débouche le tube I; on en verse le contenu, ouune
partie du contenu, suivant la dimension de la
plaque de verre, sur celle-ci; alors avec un fil de

Fig. 28. — Appareil de Koch pour cultures en plaques. (Lacloche
demi-ouverte laisse voir i l'intéricur la disposition des plaques
sur les petits bancs de verre.)

platine fort, recourbé a angle droit vers sa termi-
naison, flambé sur la flamme de la lampe & al-
cool, et refroidi, on étale la gélatine sur la plaque
dé verre.

[Jaide maintenant toujours le couvercle en
bonne position, ou fermant et ouvrant la cloche
sutvant le besoin, on dispose au-dessus de celle
plaque de verre un banc de verre recouvert de son
papier-filtre IT; les pieds de ce bane de verre repo-
seront sur le banc sous-jacent. Sur ce banc de
verre on place perpendiculairement i sa direction
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une deuxieme plaque stérilisée, sur laquelle on
verse ef on étale de méme le contenu du tube II.

Enfin on dispose au-dessus de cette plaque Il un
troisitme banc de verre avec son papier-filtre 111,
el on verse et on étale sur cette plaque le contenu
du tube I (fig. 28).

On fait alors fermer la cloche : 'opération est
terminée; il ne reste qu'a attendre, pour procéder
al'examen et a I'ensemencement des colonies, que
celle-ci se soient développées.

On devra s’abstenir, avant le moment opportun,
de toute ouverture intempestive de la cloche, qui
permettrait aux germes aériens de se déposer a
la surface des plaques.

En regle générale la plaque I, qui occupe le rang
inférieur, est trop chargée de germes, et souvent li-
quéliée en totalité ou en partie: les plaques Il et Il se
prétent mieux a l'examen el a la prise des colonies.

Nous allons maintenant décrire ces deux opé-
rations.

Examen des plagues. — Portez sur la platine du
microscope (cette platine doit étre large, et tous
les microscopes a 1'usage bactériologique sont au-
jourd’hui pourvus d'une telle platine) la culture en
plaque. Ecartez 'éclairage Abbe, servez-vous du
plus pelit diaphragme et d'un faible grossissement.
Vous apercevrez en faisant passer la plague sous
P'objectif des colonies de formes diverses.

Prélévement de la colonie. — Si vous voulez
cueillir une de ces colonies prenez un fil de pla-
tine bien stérilisé, ou de préférence une pipette
finement effilée et légérement recourbée a son
extrémité. Nous conseillons plutot la pipette ainsi
préparce, a cause de sa fixité plus grande que celle
du fil de platine dont l'extrémité oscille souvent
d'une facon génante. Procédez alors de la fagon
sulvante :
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Si la colonie & cueillir est bien isolée, bien en
vue sous l'objectif, allez directement la cueillir
avec le fil de platine ou la pipette en dirigeant la
manceuvre de 'ceil.

Si la colonie est entourée d'autres colonies &a
proximité, et par conséquent mal isolée, main-
tenez I'eil sur le microscope; dirigez par tatonne-
ment l'extrémité de voltre fil de platine ou de votre
pipette jusqu’a ce que vous l'aperceviez sous I'ob-
jectif au milieu de la colonie choisie. Piquez alors
celle-ci, et chargez-en l'extrémité de l'instrument.

Dans l'un et I'autre cas on verra que 'opération
a réussi lorsque la colonie aura disparu du champ

. du microscope et qu'il ne restera plus a sa place

qu'une surface de gélatine dissocice.

La colonie enlevée sera immeédiatement ou exa-
minée sur lamelle, ou ensemenceée dans un tube de
gélatine, gélose, etc., etc.

Nous avons dit en commencant cet arlicle que
la culture sur plaques permettait d’étudier la
forme que prend la colonie d'une bactérie aonnée.
Lorsque possédant une culture pure de tel ou tel
microbe on désire connaitre la forme des colonies
de ce microbe sur la gélatine, on procede de la
facon que nous avons indiquée, mais il n’est pas
nécessaire alors de faire un aussi grand nombre
de plaques : une ou deux suffisent, la premicre
contenant une goutle de la culture originale, la
deuxieme contenant une goutte du tube d’ense-
mencement de la premiere plaque : on aura de
cette facon sur 'une et 'autre plaque des colonies
suffisamment isolées.

B. CULTURES SUR PLAQUES PAR LA METHODE
D ESMARCIH.

Esmarch a proposé¢ de modifier la méthode
de Koeh de la facon suivante :
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« 11 se sert d’un tube a essai ordinaire stérilisé,
renfermant dela gélatine nutritive, et bouché par
un tampon d’ouate. On ligquéfie a une douce cha-
leur, et on y séme avec un {il de platine ou une
pipette stérilisée une trace du liquide & examiner
(eau, sang, pus); on replace le tampon de coton
et on agite lentement deux ou trois fois de facon a
répartir également les germes dans la gélatine. »
(Straus, Annales Pasteur, t. 1, p. 93.)

On répartit alors uniformément sur la surface
interne du tube & essai la gélatine qu’il contient,
et on la laisse s’y solidifier en placant le tube, ho-
rizontalement -maintenu, sous le robinet d'eau

froide et en lui imprimant un mouvement rapide
de rotation : on a alors la plague enroulée d‘Es-f

march.

« Au bout de quelques jours, suivant la tempé-
rature, on voit apparailre a la face interne du tube
lescolonies baclériennes, qui se comportent comme
celles qu'on observe surles plaques ordinaires. On
peut les examiner ala loupe, ou & un faible gros-
sissement au microscope. Si on veut prelever une
parcelle d'une colonie pour 'examiner au micros-
cope ou la semer, on se servira d'une aiguille de
platine comme a 'ordinaire; cette recherche peut
se faire aussi aisément au microscope, 'aiguille
pouvant étre appliquée conlre le rebord de T'ou-
verture du tube, ce quia l'avantage de donner un
point d’appui facilitant la manipulation. »

Le procédé d’Esmarch présente sur celui de
Koch I'avantage qu’on peut, sans crainte d’infection
de la nappe de gélatine, examiner les colonies, et
les cueillir.

Un point défectueuxest la forme droite du tube;
on ne saurait en effet donner a ce tube une hori-
zontalilé parfaite pendant les mancuvres du re-
froidissement, sous peine de mouiller le tampon
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d'ouate avec la gélatine et de déterminer d'abord
adhérence de ce tampon a la surface de la géla-
tine et plus tard la souillure de celle-ci.

(. CULTURES SUR PLAQUES PAR LE PROCEDE
pE Roux.

Roux a indiqué un proeédé de cul-

tures sur plaques qui a l'avantage de
permettre la conservalion pure des
microbes a évolution trés lente, tels
que celui de la tuberculose.
- Aux plaques il substitue « des tubes
de verre longsde 25 & 30 centimeéefres et
larges de 2 a 3 centimetres (V. fig. 29).
Une petite quantité » de gélatine, de
célatine et gélose ou de gélose glyed-
rinée (suivant les cas) « est introduite |
au fond destubes, que l'on ferme avee !
un tampon de coton et que 'on stérilise
a l'autoclave a 115°. Pour les utiliser
il suftitde faire fondrela gelée nutritive,
et de lensemencer alors qu’elle est
encore liquide,

« On agite vivement, et on couche |
le tube sur un plan horizontal : la gelée I
nutritive s’étale et se moule sur la paroi ||
inférieure du tube. Elle est ainsi ré- | |
partiec sur une grande surface, et si |l
I'ensemencement a été convenablement [
fait, les colonies qui se développeront k\_’)
seront parfaitement isolées. La couche
solide doit étre mince pour que 'on
puisse facilement examiner les colonies, au mi-
croscope, a Llravers le verre, Le lube est fermd
avec un capuchon de caoutchoue, et il peut rester
a I'étuve, le cas échéant, aussi longlemps qu'il
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est besoin sans qu’il se desséche. 11 est facile de
I'examiner, et méme de faire une prise dans une
colonie isolée sansavoir a craindre 'introduction
des germes élrangers de lair.

« 8’1l se forme des colonies & la surperficie de
la couche nutritive, et s’il est nécessaire de les
examiner par leur surface libre, avec un diamant
monté sur une tige rigide, on fait un trait surla
parol intérieure du tube de chaque coté et paral-
lelement a la surface de la gelée nutritive; on
sépare ainsi le tube en deux demi-cylindres dont
I'un contient la culture étalée. 11 est facile
d’examiner cette gouttiere tout comme une pla-
que sur la platine du microscope. »

B. CULTURE DES MICROBES ANAEROBIES

Les procédés que nous allons déerive appartiennent
exclusivement it Uécole francaise. L'école allemande
a ignoré a peu pres entiérement, jusquiei, la
maniere de cultiver les anaérobies, ou n’a fait ces
cultures que d’'une facon peu rigourcuse et peu
pratique. Les principaux essais tentés par les
Allemands n’ont porté que sur la gélatine.

Koch avait indiqué un procédé de culture sur
plaques de gélatine recouverte d'une feuille de
mica flambé ; ce procédé, dont il s’était servi dans
ses recherches sur le choléra asiatique, avait pour
but d’isoler de l'air le milieu de culture.

Hesse et Liborius faisaient leurs ensemence-
ments dans les couches inférieures d'un tube a
essai rempli de gélatine (1).

Dans un pareil tube les couches éloignées de
la surface aérée peuvent se trouver a l'abri de

(1) V. Duclaux, Annales de linstitut Pasteur, t. 11, page 334.
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Voxygeéne, et les anaérobies peuvent s’y déve-
lopper. -

Mais cette méthode se préte mal « & I'examen,
al’étude, et ala réinoculation des colonies formées,
quil faut aller péniblement chercher, aprés avoir
cassé le tube, au milieu de la masse gélatineuse
qui les contient » (Duclaux, loco citato).

Une autre méthode allemande consiste a « faire
rouler sur la paroi intéricure du tube la géla tine
ensemencée jusqu'a ce qu'elle y fasse prise, lais-
sant ainst un vide central qu'on remplit de géla-
tine stérile » (Duclaux). Cetle méthode n’a pas
donné a ses auteurs le résultat attendu.

Liborius et Frankel ont imaginé un procédeé
basé sur le remplacement de l'air par un gaz
inerte.

Liborius faisait « barboter de I’'hydrogene dans
le milieu nutritif contenu dans un tube muni
d'une effilure latérale, et cela jusqu'a élimination
des derniéres traces d’air. »

Cet auteur tentait aussi, mais avec assez peu de
succes, de cultiver les anaérobies sur plaques dans
une atmospheére de gaz hvdrogene.

La méthode de Fraenkel est assez simple. « 11
se sert d'un simple tube & essai, fermé par un
bouehon de caoutchoue par lequel passent deux
tubes coudés, un tube d’arrivée, qui s’'enfonce jus-
quau fond du tube, et un tube de sortie, qui com-
mence au-dessous du bouchon. Ces deux tubes
sont au préalable effilés dans leur partie exté-
ricure et fermés avec des tampons d'ouate. Le
tube 4 essai et le milieu nutritif ayant été stéri-
lisés convenablement, on fait passer un courant
d’hydrogéne obtenu avee du zine pur et de Pacide
sulfurique pur, et lavé, de facon a le débarrasser
des produits sulfurés arsenicanx et de la pelite
quantité d’oxvgéne qu’il pourrait encore contenir.
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1

Quand lair est tout & fait chassé, on ferme a la
lampe en leurs effilures, d’abord le tube de sortie,
puis le tube d’entrée, et on étend le liquide géla-
tinisé sur la paroi du tube » (Duclaux).

Le bouchon de caoutchouc et les tubes de verre
doivent ¢étre soigneusement stérilisés. Pour éviter
la diffusibilité de I'hydrogéne qu'on est toujours
exposé¢ & voir remplacer par de l'air, Frankel
recommande de couvrir le bouchon et 'extrémité
du tube de parafline.

Seul des auleurs allemands, Griber emploie la
pompe a air. « Il effile un tube & essai a environ
(5 centimetres du fond, le bouche avec de 1'oualte,
le stérilise, et y fait arriver au moyen d’un enton-
noir capillaire un peu de gélatine nutritive; apres
quoi il stérilise 4 nouveau. 1l ensemence en enle-
vant le tampon d’ouate, au moyen d'un fil de pla-
tine, fait le vide en portant la gélatine de 30° a
35°, de facon a la faire bouillir, ferme a la lampe,
et roule en manchon suivant la meéthode d’Es-
march » (Duclaux).

Telles sont les principales méthodes allemandes
de cullure des anaérobies; elles ne datent guére
que d'un an ou deux, et il semble que leurs auteurs
ne les aient imaginées que pour éviter d’'employver
les méthodes francaises, qui ont depuis longtemps
fait leurs preuves. Elles ne s'appliquent d’ailleurs
qua la culture sur gélatine et sont peu précises;
elles ne se sont guere, et pour cette raison sans
doute, généralisées en Allemagne méme, oula cul-
ture des anaérobies resle une exception.

Les mdéthodes francaises datent des travaux
de M. Pasteur; elles ont recu d'importants perfec-
tionnements de M. Roux, & qui nous devons la
connaissance de la culture des anaérobies sur les
milieux solides. Ces méthodes précises et simples,
plus simples que leur exposition nécessairement
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un peu compliquée ne le laisserait croire, et dont
la pratique donnerait rapidement 'habitude, s’ap-
pliquent & quatre procédés de culture :

. Cultwre dans les bowillons (ow toul autre liquide),

II. Culture dans la gélatine ensemencée par pigiire;

1. Culture sur la gélatine en plagues;

IV. Culture sur pommes de terre.

Ces cultures se font dans le vide ou dans un gaz
inerte, qui peut étre 'acide carbonique, 'hydro-
gene, lazote. L'acide carbonique est le plus ordi-
nairement employé.

Les instruments neécessaires 4 la culture des
anacrobies sont d'une part les instruments a faire le
vide, d'autre part des gazomélres remplis du gaz
inerte choisi.

GazomiErres. — Nous n’avons pas ainsisler sur la
disposition et la construction de ces appareils, non
plus que sur la préparation du gazinerte H ou CO2.
La figure 30 monire un gazomeltre trés simple qui
consiste en deux tlacons tubulés a leur partie infé-
rieure, et communiquant par un gros tube de
caoulchouc. Ces flacons fermes par des bouchons
de caoutchoue munis de robinets, contiennent I'un
le gaz, I'autre de l'eau, 4 laquelle, suivant le con-
seil de M. Roux, on fera bien d’ajouter une trace
d’hydrosulfite de chaux pour absorberles dernieres
traces d’oxygene,

Les INSTRUMENTS A FAIRE LE VIDE SONT :

A. La machine pnewmalique a mereure (d’Alver-
gniat) ;

B. La trompe acan d’Alvergniat.

La trompe a eau est d’un prix infiniment moins
éleve que la machine pneumatique a mercure, mais
elle exige une forte pression d’eau, qui ne se ren-
contre pas partout,et elle est un extracteur de air
moins puissant que la pompe a mercure, Cest o la
machine pneumatique a mercure qu’on doit donner



114 TECHNIQUE DES CULTURES.

la préférence, en n’oubliant pas qu’a son défaut la
trompe peut rendre les plus grands services et
permet, sans grands frais, d’arriver a d’excellents
résultats.

Avant d’entrer dans le détail de la culture des
anaérobies, nous allons décrire sommairement
les deux appareils extracteurs de l'air, et la facon
de les employer & la production du vide.

A. MACHINE PNEUMATIQUE A MERCURE (1). — Cette
machine (fig. 30) se compose en principe d'un
tube barométrique a large chambre A, relié a un
réservoir B par un tube en caoutchoue. A laide
de la manivelle C,'opérateur fait & son gré monter
et descendre le réservoir B le long du support en
bois. Au-dessus de A est un robinet a trois voies
D qui permet de faire communiquer A :

1° En G avec le récipient dans lequel on veut
faire le vide;

2° En R avee l'air atmosphérique.

Entre G et D est en H un réservoir a acide sul-
furique concentré, servant d'appareil a dessécher
et muni d’'un barometre tronqué M indiquant le
degré du vide; entre R et D est le robinet indé-
pendant E,

Soit maintenant un récipient F (qui dans la
figure ci-contre est un tube double de Pasteur)
dans lequel on veut faire le vide, 'opération se
fera de la facon suivante :

Lerobinet E étant fermé, le robinet a trois voies
étant dans la position ci-contre T de facon a
intercepler toute communication entre A et G,
A enlin élant vide de mercure, on relie le réci-
pient I & G par un tube de caoutchouc et on ouvre
le robinet du tube G. On établit alors par le ro-

(1) Nous empruntons la plupart des détails ci-dessous it la notice
de M. Alvergniat.
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binet D la communication entre A et G, c¢’est-a-
dire aussi avec le récipient F; une partie de 'air
contenu dans ce dernier pénetre en A; on établit
la communication de A avec R tout en maintenant
E fermé, et I'on éleve le réservoir B jusqu'au haut
du support. Le mercure monte en A, et air quis’y
trouvait vient se comprimer sous le robinet E (1);
on ouvre alors ce dernier, et l'air comprime
s'échappe dans l'atmosphére a travers la couche
de mercure qui garnit R, avec un bruit caractéris-
tique. On referme D et E et 'on opére de nouveau
comme il vient d’étre indiqué. A chaque opération
une certaine quantité d’air est extraite du réci-
pient; on répete ces mancuvres jusqu'a ce que le
barometre M n’indique plus de différence de niveau
appréciable,

Le vide avec la machine pneumatique & mercure
d’Alvergniat peutétre pousse jusqu'a moins de 4/50°
de millimetre. Il n’est donc pas nécessaire, comme
il le sera quand on opére avec la trompe & eau, de
remplir le récipient de gaz inerte a plusieurs re-
prises pour chasser le résidu de lair.

Si on veut cependant proceder a cette opération,
et si on veut d'autre part remplir définitivement
le récipient vide d'un gaz inerte CO? ou H, un dis-
positil’ ingénieux de la machine permettra d'arri-
ver a ce résultat sans déplacer le récipient. v K
g représente un systeme de tubes dont on com-
prend facilement Uutilité : ajustez en g un tube de
caoutchoue relié au flacon a gaz; ouvrez K, fermez
lerobinetde G;le gaz passeradans F ; sivousvoulez
extraire ce gaz, fermez K, ouvrez (7; F restant en

(1) Quand l'air est deji & un certain degré de rarélaction en A, il
faut n'élever le récipient B qu'au tiers du support, et laisser le
mercure monter de lui-méme; on reléve ensuite B au haut du sup-
port. En élevant B sans précantion, on projetterait le mercure vio-
lemment en A et on risquerait de briser le robinet E.
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place, vousy ferez le vide comme nous l'avons dit.
B. ThoMPE A EAu. — La figure (31) ci-contre

donnela repvésentation de
ce petit appareil si com-
mode et d'un prix si mo-
dique. On l'installe a de-
meure au moyen d'un tube
de caoutchouc bien serre,
ou dune monture métal-
lique, sur un robinet d'ou
Uecae s'échappe a forte pres-
sion : ¢’est la une condi-
tion essentielle. Il suffira
d'ouvrir ce robinet pour
metire 'appareil en mar-
che, et produire le vide
(dans un récipient en com-
munication avec la tubu-
lure T de la trompe.

Mais le vide avec la
trompe, pour élre poussc
aussi loin que le vide avee
la machine pneumatique
a mercure, demande un
lemps fort long : pour
abreger l'opération il est
nécessaire de remplir et
vider plusicurs fois le ré-
cipient de gaz inerte afin

Fig. 31. — Trompe i eau.

d'en chasser les derniéres traces d'air, En oulre,
le vide fait, on peut désirer remplir définitivement

le récipient de CO? on de H.

Le récipient doit done étre mis en communica-
tion d'une part aveec la tubulure de la trompe,
d’autre part avec le gazomelre; 'un des deux dis-
positifs suivants, également simple, réunira toules

les condilions voulues :

T
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i® Pres de la trompe, sur un support, installez
un « tube en T, qui communiquera par sa branche F
avec la trompe, et par sa
branche E avec un gazo-
metre contenant del'acide
carbonique... Les deux
branches F et E portent
chacune un robinet »
(Roux) (fig. 32).

Rattachez par un caoul-
chouc épais le récipient a
vider d’air (ce récipient,
dans la figure ci-contre
d’apres Roux, est un tube
double de Pasteur) au
tube en T; reliez chacune
des branches F et E avec
la tubulure latérale de la
trompe et avec le gazo-
metre. Pour faire le vide
fermez le robinet de la
branche E, ouvrez celui
de F et mettez la trompe
en marche. Lorsque le
vide est partiellement
fait, il faut, pourle com-
pléter, rincer l'appareil
deuxoutrois fois avee CO?
ou H qu'on extraira en-
suite. Fermezle robinetF,
ouvrez le robinet E; le
gaz passe dans le réci-
pient ; videz le gaz en
fermant E et ouvrant F; recommencez deux ou
trois fois cetle manacuvre; vous aurez extrait tout
'air du récipient, qui pourra alors ¢tre laissé vide
ou étre rempli de gaz inerte.
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2° La figure 33 repreésente un autre dispositif

(qui repose sur le jeu d'un robinet a lrois voies
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Le tube enT ABC maintenu par un support porte
en O un robinet a trois voies. Le tube A sera relié
i la tubulure latérale de la trompe par un tube en
caoutchoue S; le tube B sera mis en communi-
cation avec le gazomeltre par le tube U; enfin le
récipient a vider d’air sera suspendu a C par un
troisieme tube du caoutchouc.

On comprendra facilement comment le jeu du
robinet O permet de faire le vide dans le réeipient
(qui dans la figure ci-contre est un tube simple de
Pasteur), d'y amener ensuite CO? ou H et de vider
ce gaz autant de fois qu’il est nécessaire, et enfin
de laisser 'appareil vide ou rempli d'acide carbo-
nique.

I. Culture des anaérobies dans les bouillons (1).

Ces cultures se font dans deux appareils que
nous avons décrits au chapitre II ; le tube double
et le tube simple de Pasteur.

La technique comprend :

l° La préparation du tube;

20 L’ensemencement;

3o L’extraction de l'air, et la substitution éven-
tuelle de CO2 ou H.

4° La fermeture du tube ensemence, vide, ou
rempli de CO? ou H. Cette opération ne mérite
pas une place a ]m]t elle sera décrite a la suite
de la troisicme,

1 Préparation du tube. — Nous nous occupons
d’abord du tube double. (Fig. 34%). Sur un tube
double de Pasteur, tel que le représente la figure 10,
chapitre II, stérilisé et bouché a l'ouate, étirez
a la flamme du chalumeau a gaz la partie B qui

(1) Nous répétons ici ce que nous avons écrit plus haut en par-
lant de la culture des acrobies: tout ce que nous disons de la cul-
ture dans les bouillons s'appliquera, le cas échéant, au lait, a l'v-
rine, ete.
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surmonte le tampon de ouate; coupezle tube droit

en H au-dessus
de cette eflilure,
et rodez a la
flamme @'extré-
mité coupée en
lui donnant la
forme représen- B
tée ci-contre.

Donnez alors
sur la tlamme de
la lampe & al-
coola chacun
des pelits tubes
latéraux la di-
rection DEF,
D'E'F (la direc-
lion  premiere
DEG, D'E'G’ est
marquée en
pointillé sur la
ligure), et étirez
alalammeassez
finement 'extré-
mité F, F'.

Ainsi prépare,
l[e lube double
prend la forme
cl=contre.

La prépara-
tion d'un tube
simple est exac-
ternent la méme,
etcelube (fig. 11)
prend alors la
ligure représen-
tée dans la figure 35 a la page suivante.

Fig. 34, — Tube double de Pasteur pré-
pare pour l'ensemencement,
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2° Ensemencement. — Portez la semence, quelle
qu'elle soit, quelle que soit sa provenance, dans

Fig. 35.

le bouillon stérile d'un matras
Pasteur.

Coupez alors lextrémité
effilée F d'un des petits tubes
latéraux, flambez sa surface
extérieure, et laissez refroidir.
Introduisez 1effilure F dans
le matras, et aspirez par l'ex-
trémité H le bouillon ense-
mence dans la branche 1 du
tube. Retirez leffilure quand
vous jugez la quantité de li-
quide suffisante dans la bran-
che I, soufflez par H de facon
a expulser le liquide qui reste
dans F, et flambez fortement
la surface de celte effilure.
Fermez alors l'extrémité de
F' sur la lampe a alcool.

Emplissezparune mancuvre
identique la branche J par
I'effilure F' d’un bouillon non
ensemencé qui servira de té-
moin, ou qui pourra plus tard
a son tour e¢lre ensemence par
une goutle de la culture con-
tenue en I.

L’'ensemencement d'un tube
simple se fait par les mémes
procédes @ ee (que nous avons
dit de I'ensemencement de la
branche I du tube double s’ap-

plique & I'ensemencement du tube simple.
3° Extraction de U'air, et substitution éventuelle de
C0? ou H. — Le tube double ou simple étant ense-




CULTURE DES MICROBES ANALEROBIES. 123

mence, il faut v faive les opérations de vide simple,
ou de vide suivi de substitution d'un gaz inerte.

Ces opérations se résument de la facon suivante :

|. Culture dans Ie vide a l'aide de la machine
pneumatique a mercure;

2. CGulture dans €CO? ou H avec la machine pneu-
matique & mercure ;

3. Culturedanslevide a 'aide de la trompedeau.

4. Culture dans CO? ou H avec la trompe a eau.

. Culture dans le vide a Uaide de la machine pneu-
matique @ mercure, — Suspendez & Uextrémité du
caoutchouc S de la pompe a mercure l'extrémité H
du tube double ou l'extrémité correspondante du
tube simple, apres en avoir enduit la surface ex-
térieure de vaseline : la vaseline rend plus com-
plete 'adhérence du verre au caoutchouc.

Faites alors le vide dans le tube double ou sim-
ple par les manceuvres décrites jusqu'a ce que le
manometre vous indique que le résultat cherché
est atteint.

Pendant les manmuvres de vide « au moyen
d'une petite tlamme & gaz, appliquée avee précau-
tion, on détermine 1'ébullition a basse tempdéra-
ture dans les deux branches (oula branche unique)
pour bien chasser tout l'air. Les bulles produites
viennent crever sur les parois du tube légerement
chauflé dans sa partie supéricure » (Roux).

Lorsque le vide est réalisé, on peut, pour plus
de sareté, laire passer une fois de l'acide carbo-
nique ou de 'hydrogéne dans le tube, Nous avons
décrit ailleurs cetle manweuvre,

On extrait ensuite CO2 ou H, et on ferme le tube
en fondant & la flamme du gaz le verre en B dans
sa partie étranglée an-dessus de Pouale.

Le tube ainsi parfaitement vide sera place a
Fétuve a la tempéralure voulue.

2. Culture dans CO2 ow H avee la machine jpmewmna-
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tique a mercure. — Reliez le tube double ou simple
a la machine pneumatique a mercure, comme il a
été dit ci-dessus. Faites le vide. Faites passer une
premiere fois CO? ou H dans le tube, extrayez le
gaz;remplissez alors une fois encore avec CO* ou H,
et fermez le tube en B sous le courant de gaz.

Portez la culture dans I'éluve.

3. Culture dans le vide avec la trompe a eau. —
Disposez l'extrémité H du tube double ou du tube
simple comme il est indiqué dans la figure 32, ou
reliez-le & la branche C du tube ABC (V. fig. 33),
suivant que vous aurez adopté 'un ou l'autre des
dispositifs que nous avons indiqués (il va sans dire
que I'on peut en imaginer tel aulre aussi simple
et pratique).

Videz le tube d’air par le jeu de la trompe : il
sera necessaire icl, comme avec la machine pneu-
matique a mercure, de déterminer 1'ébullition du
liquide a basse température avec une petite flamme
de gaz, et de faire éclater les bulles sur la paroi
supérieure du tube légerement chauflée. Le vide
é¢tant partiellement fait, remplissez a deux ou
trois reprises le tube de CO2 ou de H que vous
extrairez chaque fois a l'aide de la trompe, et
apres la derniére opération, le tube étant comple-
tement privé d’air, fermez-le en fondant a la lamme
du gazle verre au niveau de 'étranglement B, au-
dessus du tampon de ouate.

Portez le tube de culture a 'étuve.

b. Culture dans CO?* ou H a Uaide de la trompe
eau. — L'opération differe peu : le vide étant fait
dans le tube simple ou double, faites-y passer a
plusieurs reprises CO? ou H pour chasser les der-
nieres traces d’air; remplissez une derniére fois
avec CO* ou H, et, le gaz passant toujours, fermez a
la flamme le tube, qui restera ainsi rempli du gaz
inerle.
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Portez le tube a 1'étuve.

« Pour faire une prise du liquide contenu dans
l'intérieur du tube (simple ou double) sans intro-
duire d'impureté dans la culture, il faut casser le
tube eftilé B au-dessus du tampon de ouate, lais-
ser rentrer l'air (1) et incliner le tube pour faire
sortir un peu du liquide par leffilure latérale
préalablement ouverte et passée dans la flamme.
L'introduction de 'air arréte la culture. Si on veut
qu'elle continue, il faut ouvrir le tube de facon a
ce qu’il se remplisse du gaz inerte. Pour cela,
apres avoir fait un trait a l'extrémilté du tube B,
on l'adapte & un tube de caoutchouc relié au gazo-
melre, on casse la pointe dans le tube de caout-
chouc, et le gaz remplit appareil » (Roux).

II. Culture des anaérobies dans la gélatine (2)
ensemencée par piqure.

Cette culture peut se faire soit dans le vide, soit
en preésence de CO? ou de H.

Le tube qui sert a cette culture a été représenté
fig. 12 dans le chapitre IL,

Nous le supposons rempli de gélatine stérile
dans son quart inféricur et prét pour 'usage.

On étranglera alors le tube B en un point ¢ de
sa longueur, et on poussera le tampon douate
jusquen c. Ainsi préparé et rempli de gélatine
'appareil est prét a fonctionner (lig. 36).

['opération que nous allons décrire comprend
les phases suivantes :

o Liquéfier la gélatine;

20 Faire le vide dans le (ube, et chasser Uair du
milicu nulrilif;

(1) L'air rentrant filtee sur le tampon d’ouvate.
2) Le que nous dirons de la gélatine sera facilement applique

a ln gélose, le cas echéant,
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3° Faire solidifier de la gélatine dans un courant

de gaz inerte CO* ou H;

4o Ensemencer par piqure « Uabri de Uair;

Fig. 36.

5° Fermer le tube,
quon laissera vide ou
rempli de CO* ou H.

Les  instruments
essentiels de I'opéra-
tion sont donec la ma-
chine a faire le vide
(pompe @ mercure ou
trompe a eau) et le
gazometre a CO? ou H.

a) Nous décrirons
d’abord la maneuyre
avec la pompe a mer-
cure.

{° La premiére ope-
ration consiste a fer-
mer le tube en ¢ au-
dessous du tampon
de ouate; on le porte
ensuite a l'étuve ou
dans un bain-marie
pour liquéfier la ge-
latine.

20 On suspend la
tubulure A munie de
son tampon de ouate

au caoutchouc S de la machine pneumatique a mer-
cure ; on relie d’autre part le flacon a gaz hydrogene
ou acide carbonique a g de la pompe a mercure:
de la sorte le tube communiquera facilement par
un jeu de robinetls, que nous n'avons plus a expli-
quer, soit avec la machine a vide, soit avec le ga-
zomeétre. On dispose 'extrémité inférieure du tube
dans un bain-marie tiede, de facon & maintenir la
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aélatine en liquéfaction jusqu'a ce que tout lair en
soit chassé, et on commence a faire le vide: la
célatine entre bientdt en ébullition, et de grosses
bulles sont projetées vers l'extrémité supcrieure
du tube: on évite ces projections en chauffant l'ex-
trémité supérieure du tube avec un jet de gaz; au
cas ou l'ébullition serait trop forte on l'arréterait
en laissant entrer du gaz inerte.

Le vide étant fait, on pourra remplir le tube &
deux ou trois reprises avec le gaz inerte qu'on en-
levera ensuite.

3° On ferme la communication avec la machine
a vide; on fait passer CO? ou H dans le tube, en
meéme temps quon plonge l'extrémité inférieure
du tube dans 'eau froide : la solidification de la
geélatine se fait sous le courant du gaz inerte.

4° Lorsque la gélatine est prise on dispose un
fil de platine d'une longueur telle quil puisse
alleindre la surface de la gélatine, étant introduit
par ¢ et pénétrer dans son épaisseur. On slérilise
ce fil et on le charge de la semence. On souleve
alors le flacon 4 eau du gazométre de facon a pro-
dutre une légere pression dans le tube; on fait un
trait de lime sur ¢, on flambe le verre en cet en-
droit et on casse la pointe avec une pince flambée:
le gaz s’échappe par l'orifice e{ empéche U'entrée de
Fair. On introduit le fil de platine avec précaution
dans le tube et on pique la semence dans le eylindre
de gélatine. On retire le fil, et on ferme ¢ (fig. 36 bis).

5% On peut alors ou vider complétement le tube
du gaz inerte et le fermer ensuite en fondant d,
ou le fermer immédiatement en d en le laissant
plein du gaz CO2 ou H.

b) L'opération avee la trompe a eau est absolu-
ment la méme. Fermezd'abord ¢ et liquéfiez la gé-
latine ; disposez alors le tube en communication
avec la trompe et le gazometre par la tubulure A
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au moyen d'un des deux appareils que nous avons
¢ indiqués, soit le tube
en TFE avec ses deux

robinels, soit le tube

! ABC avec son robinet a
trois voies 0.

La marche générale
de 'opération est iden-
Lique a celle que nous
avons décrite ci-dessus:
on fait le vide dans la
geélatine liquéfiée; on
passe a deux ou trois
reprises du gaz CO? ou
H dans le tube; on ex-
i i lrait ensuite ce gaz; on

|

laisse solidifier la géla-
| tine en la maintenant en
‘ communication avee le

gazometre, etlorsqu’elle
fol a fait prise on l'ense-
g mence par 'extrémité ¢

quon a ouverle el flam-
bée, en ayant soin de
donner au courant de
gaz une pression plus forte & ce moment. On fer-
me ¢ ; et on vide 'appareil ouonle laisse rempli du
gazinerle ; onle délache enfin par un trait de chalu-
meausur d.

ITI. Culture des anaérobies sur la gélatine en plaques (1.

Fig. 36 bis.

- x. . : '\.“ . ” : g - .
Nous transerivons textuellementladescription du
procéde de Roux (in Annales Pastewr, t. 1, p. 58). « Le
dispositif’ suivant que nous employons depuis long-
(1) .L;l culture en plaque sur gélose, ou plutot sur gélatine addi-
Iifitlu_v-:a de gélose, se fait par les mémes procédes que la culture sur
gelatine : le lecteur appliquera i la premiére, le cas échéant, ce que
nous allons dire de la seconde.
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temps permet la séparation des colonies et la ré-
colte de la semence dans les colonies isolées. 11 se
compose d'un tube de verre fermé, large
de 3 centimetres environ, long de 25 a
30 centimetres, et terminé par un tube
plus étroit obturé par un tampon de
coton. Ce tube (lig. 37) contient un
peu de gélatine stérilisce :

on fond la gdélatine, et on A
introduit avec les précau-
tions ordinaires une quan- .
tité de semence convenable
pour avoir des colonies
séparées. En ensemencant
plusieurs tubes avec des
quantités de semence de
plus en plus petites, on -
arrive toujours a une sépa- (;, %K
ration parfaite des colo- L
nies, On étrangle le tube a
la lampe (fig. 37 bis) un peu
au-dessus de la partie ren-
flée en e, On pousse le coton
obturateur jusqu'a cet
étranglement, et on élire le
tube en A. L’appareil ainsi
disposé est mis en commu-
nication avec la machine a
vide, et il est purge d’air
comme nous l'avons déja
expliqué. On le sépare
en le fondant au chalu-
meau en A, et on le cou- Fig.
che sur un plan horizontal.

La gélatine s’étale sur la paroi inférieure. Elle
fait prise, et commme la couche est trés mince, on
pourra examiner a travers la paroi du verre la

—
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forme des colonies: Pour puiser dans I'une d’elles,
on ouvre la pointe effilée, on fait rentrer de 'air
ou du gaz inerte qui est filtré sur le coton ¢; on
coupe le verre en e,
ctavecun long fil de
platine ou une fige
de verre un peu re-
courbée a lextré-
mité, on peut attein-
dre la colonie que
.- l'on veut ensemen-
g cer. Si les microbes
| liquéfient la gélati-
i ne, et que l'on ne
| puisse pas renverser
| le tube pour l'exa-
| men au microscope,
j on fait en d un trait
| avec un couleau a
L verre, puis avec un
|

|

charbon de Berzélius
on complete la sec-
tion du tube. Par
I'ouverture on pour-
ra introduire un dia-
mant monté sur une
lige rigide, et faire
un trait intérieursur
chaque paroi du tu-
be ; on détachera facilementla gouttieresupérieure,
et la gouttiere inférieure pourra étre examinée sous
le microscope & la facon d'une plaque ordinaire.

« Onpeut éviter'emploi d’'une machine aspirante,
et chasser l'air du tube par un courant de gaz
inerte. » Pour cela le tube déerit au chapitre 11
(fig. 12 bis) est d'un usage commode. Le tube A est
rempli (avec un petit entonnoir capillaire) de géla-

Fig. 37 ter.
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line stérile qu'on ensemence et qu'on maintient
liquide. On étrangle B et B’ en d d', on pousse le
colon jusqu'a ces é¢tranglements, et au-dessus du
coton on eflile en m m'. Le tube B est alors relie
au flacon a acide carbonique du gazomeétre, on fait
barbotter le gaz inerte dans la gélatine, il ressort
par B'. Lorsque Dappareil est bien purgé d'air,
on laisse la gélatine faire prise sous le courant
du gaz et s'étaler sur la paroi inférieure de A, et
on ferme m' puis m. (lig 37 ter),

IV. Cultures des anaérobies sur la pomme de terre.

Cette méthode est encore due a Roux :
« On soude
au tube, que
nous avons
décrit ailleurs
pour la cul-
ture sur pom-
me de terre en
présence de
I'air, au-des-
sousde I'étran-
glement, un
tube latéral,
étiré en «a
(voyez lig. 38),
et muni d'un
tampon de co-
ton.
«Aprésavoir
introduii la
tranche de :
pomme de ter-
re dansletube,
on stérilise le
tout a l'auto- Fig. 38.
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clave, comme il a été dit plus haut, puis, quand
la surface de la pomme de terre est égouttée, on
seme l'organisme anaérobie que 'on veut cultiver,
et on ferme a
la lampe la
partie supé-
rieure du tube
comme on le
voit. La tubu-
lure latérale
est reliée a la
pompe a mer-
cure, et on fait
solgneuse-
ment le vide.
La tranche de
pomme de ter-
re est mainte-
nue pendant
quelques ins-
tants sous le
vide de la ma-
chine pour

que lair
quelle con-
tient s'échap-
pe, puis avec
un traitde cha-
lumeau porté
en a, on déta-
che le tube. 11 est facile de suivre a travers la paroi
du verre le progrés de la culture (fig. 38 bis).

Au lieu de fairele vide, on pourrait, apres avoir
étiré la partie supérieure du tube, faire passer un
courant de gaz privé d’oxygene, et fermer ensuite
ala lampe le tube en haut et en bas. » (Roux, An-
nales Pasteur, t. 11, p. 30,)




CHAPITRE VI

MATIERES COLORANTES, REACTIFS, ACIDES
ET ESSENCES.

On se sert, pour la coloration des microbes, des
matiéres colorantes dérivées de la houille (cou-
leurs d'aniline) possédant un pouvoir linetorial
considérable. Weigert, Koch, Ehrlich, Gram, "ete.,
les ont étudiées et, remarquant pour cerlaines d’en-
tre elles des propriétés électives vis-a-vis des mi-
crobes, sont arrivés a forece d'études & trouver les
mdaéthodes de double coloration qui donnent de si
beaux résultats.

Ehrlich a divisé les matieres colorantes extraites
du goudron en deux classes: dans la premiére,
la classe des « basiques », il range les malicres
colorantes qui ont comme point spécial d’élection
les microbes et les noyaux des cellules organiques;
dans la seconde, la classe des « acides », il [ait
entrer les matiéres colorantes qui teintent surtout
le protoplasma, qui ont pourcelui-ci une propriété
élective spéciale. |

Le tableau ci-dessous permetira an lecteur de
saisir d'un seul coup d'wil cette division ; seule-
ment nous n’y mentionnerons que les couleurs
(que nous employons journellement, celles qui

PI. DE MICROBIE. 3
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donnent les meilleurs résultats, et que nous re-
commandons tout spécialement.,

/ Fuehsine. Diamant. Rubine.
Violet de méthyle (1B, 5B, 6B).
Violet de gentiane.
¢ A. Couleurs basiques. « Violet dahlia, krystall-vislet.
Bleu de méthyle.
Yésuvine,
4

COULEURS .
 Brun de Bismarck.

D' ANILINE.
Eosine.
B. Couleurs acides... . Tropaoline.
v Fluorescéine.

Toutes ces couleurs se trouvent dans le com-
merce sous forme de poudres ou de cristaux. Elles
sont toutes solubles dans I'alcool.

1o Solutions alcooliques saturées. — Pour se
servir de ces couleurs on en fait des solutions alcoo-
ligues swrsalurées que l'on conserve dans des fla-
cons a large ouverture, bouchés a 1'émeri. On met
dans un flacon une assez grande quantité de la
couleur en poudre, puis on verse de l'alcool ab-
solu: celui-ci dissout une partie de la poudre; la
saturation est indiquée par le dépot que forme au
fond du flacon l'exces de matiére colorante.

20 Solutions hydro-alcooliques. — On les emploie,
comme cela sera dit longuement au chapitre sui-
vant, dans le but d’obtenir des colorations instan-
landes.

Préparation. — On prend un verre de montre
bien propre dans lequel on verse de 1'eau distillée.
On colore cette eau au moyen de deux ou trois
goutles d'une solution alcoolique saturée d'une
couleur d'aniline quelconque: rouge, violette, bleue
ou brune. .

Ces solutions doivent étre préparées au moment
précis de l'usage et doivent donner unliquide plutot
pale que fonceé en couleur. Pour puiser la solution
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alcoolique saturée, on emploie une pipelte propre.

3° Solutions spéptales. — Bleu Loffler; bleu Ma-
lassez; bleu de Kithne ; liqueur de Gram; llqunur
d'Ehrlich ; liqueur de W eigert.

|. Bleu Liffler. — Nous ne saurions trop recom-
mander son emploi. 1l remplace tres avantageuse-
ment la solution hydro-alcoolique au bleu de
methyle.

Préparation. — Mélez ensemble

Biitaase au 1 [10,000%.... o cvviavisisaes 3 cent. c.
Solution alcoolique de bleu de mulh}]e { —
2, Bleu Malassez. — De méme que le bleu

Loffler, on peut l'employer avanlageunsement a la
place de la solulion hydro-alcoolique du bleu de

methyle.
Préparation. — Mélez ensemble :
MR A RnbliEe i s e e s 9 cent. c.
Alcool absolu. . { —
Solution lll::unlu[m de ]J|rll rh, mlll!uh { —

Pour préparer I'Eau d’uniline on place dans un
flacon de verre coloré une quantité d’huile d’ani-
line suffisante pour remplir le quart du flacon :
on remplit ensuite le flacon d’eau distillée et 'on
agite fortement. On laisse déposer. L'exces d’huile
tombe au fond du récipient et supporte l'eau
chargée d’huile a lagquelle on donne le nom « d’eau
d'aniline ».

3. Bleu de Kuhne. — Ajoutez a une quantité de so-
lution de carbonate d’ammoniaque a 1 p. 100 con-
tenu dans un verre de montre quelques gouttes
d’une solution aqueunse concentrée ou d'une solu-
tion aleooli que de bleu de méthyle. Cette matiére
colorante qui se prépare extemporanément a un
pouvoir tinctorial encore supdrieur a la liqueur
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de Loffler et ne surcharge pas non plus les la-
melles.

k. Ligueur de Gram.
Préparation. — Mélez ensemble :

Ear O aiiliBe, . oo ovionsosioie i oo s s {0 cent.c.
Alcool-:absolu. . iviis i B i it dishia b e
Solution alcoolique sunsm.luree de violet de

'fenlmm_ ............................... , =

5. Solution dodo-todurée de Gram. — Mélez en-
semble :
lode: métalligiad. .. o5 2 M. i oo v v

lotdtive dé POLISSTUM. .« ivh oo vesnns s
Eau distillée. .. .. A e s R 30

6. Liquewr d Ehrlich.,

Préparation. — On peut la préparer soit a la
fuchsine ou rubine, soit au violet de gentiane.

A. Mélez ensemble :

Eau d'aniline

............................. 9 centic
AT AT 1 O e, (N i —
Solution alcoolique saturée de fuclmue ou

3 T 0 T R P e e P S T i —

B. Mélez ensemble :

Ban d'enilineg, .. gl v i oo seonniassinnai 9 cent.c
Aleool alhaolu. ..o SRR o s sir o a x5 55 5 o sinbin a8 { —
Solution aleooljque saturée de violet de gen-

tiane (violet 6 B ou de krystallviolet)..... i —

Solution acide décolorante d’Ehrlich.

Bau distillée. . . . oot Ton o vvnnin 3 cent.c.
IR ATPLIGUE (50 v vdslaliin sings as sinisie Mipia it i -

1l est préférable de remplacer dans ce mélange

I’eau distillée par de l'alcool absolu suwant la
formule ci-apres :

Aleool absolu
Reide BEOMIQUE: oo sdiv oM b o Er e s
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7. Ligueur de Weigert. — Nous recommandons spé-
cialement cette liqueur, car elle permet d’obtenir
facilement des doubles colorations. Le seul in-
convénient qu'elle présente, ¢’est que les prépa-
ralions qu’elle sert & faire, ne peuvent gucére se
conserver.

Mélez ensemble :

Methyl violet 6B, solution saturee & chaud. 68 gr.
AR DRI 5-=5 55 va = v S iR s e a o i1 —

Huile d'aniline........ e R % s S 3 —

" Toutes ces solutions, a 'exception de la liqueur
de Weigert, quelles qu'elles soient, doivent étre
préparées au moment précis oit 'on doit s’en servir,
et doivent étre filtrées avant d’étre versées dans le
verre de montre. Elles sont employées d’une facon
générale; nous indiquerons plus tard celles qui
sont d’'un emploi spéeial.

Nomenclature des réactifs, essences, etc... nécessaires
dans un laboratoire pratique de bactériologie.

. Eau distillde. — Absolument indispensable.
On la conserve dans de grands flacons d’environ

_dix litres de capacité, a robinet et bouchés. On

doit s'assurer de sa puretdé.

2. Solution de sublimé ¢ 1 p. 1000, — Elle sert a
désinfecler certains instruments, scalpels, ciseaux,
etc. Dans le cas d'autopsies présentant un certain
danger pour l'opérateur, il est bon que celui-ci se
désinfecte les mains en les plongeant dans cette
solution.

3. Crisyl ow crdoline en émulsion a b p. 100, —
On s’en sert surtout pour la désinfection des se-
ringues de Pravaz, etc.

. Alcool absolu. — Alcool a 90° — 70°. Ces
aleools servent comme liquides d'extraction dans

8.
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la décoloration des lamelles, des coupes; ils ser-
vent a immerger les piéces palhologiques que
I'on tient a conserver.

5. Ether sulfurique a 65°. — On U'emploie mélé
en quantités égales a l'aleool, dans le but de
fixer les globules sanguins et de débarrasser les
produits que l'on examine sur lamelles de la
graisse qu’ils sont susceplibles de contenir. On
I'emploie aussi lorsqu’il sagit de faire des coupes
au microlome a congeélation.

6. Potasse caustique. — On en fait des solutions
a 40 p. 100 pour la dissociation des produits épi-
dermiques, a 10 ou 5 p. 100 pour alcaliniser les
bouillons; puis une solution & 1 p. 10000 qui
rentre dans la préparation du bleu Loffler.

7. Phosphate de potasse. — Ce sel est employé
dans la fabrication des milieux de culture.

8. Acide acétique. — Son emploi est indiqué =
dans le mode de coloration de Loffler.

V. Acides chlorhydrique, sulfurique, azolique. —
Liquides d’extraction employés dans certaines
méthodes de double coloration.

10. Carbonate de soude en solution a 2 p. 100, —
On Temploie comme liquide d’extraction dans la
méthode de coloration de Malassez; on peut aussi
I'ajouter aux milicux de culture dans le but de les
rendre neutres ou légérement alcalins.

11. Sel marin., — 11 sert dans la préparation des
milieux de culture.

12. Glycérine pure a 30°. — Renlre soit dans la
composition de certains milieux de culture, soit
dans le montage de certaines préparations. Cest
dans la glycérine que le docteur Roux conserve les
moelles rabiques a leur état de virulence initiale.

13. Huile d’'aniline. — Entre dans la composi-
tion de certaines formules colorantes; sert aussi
comme liquide d’extraction. Elle doit étre blanche
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et conservée en flacons de teinte bleue ou jaune.

4. Carmin. — Le carmin dont on fait usage
est connu dans le commerce sous le nom de
carmin numéro 40. On en fait les préparations
suivantes :

te Carmin boracique : & une solution & 4 p. 100
de borax ajoutez 4 p. 100 de carmin et chauffez
deux fois a ébullition; ajoutez au liquide chaud
quantité égale d'alcool & 70°; laissez reposer et
filtrez au bout de cinq jours.

20 Picro-carmin de Ranvier. — « On verse dans
ane solution saturée d’acide picrique du carmin
dissous dans l'ammoniaque jusqu'a saturation;
puis on évapore dans I'étuve aprés réduction des
quatre cinquiémes; la liqueur refroidie abandonne
un dépot peu riche en carmin, qui est séparé par
filtration. Les eaux-meres évaporées donnent
le picro-carminate solide, sous la forme d'une
poudre cristalline de la couleur de l'ocre rouge.
Cette poudre doit se dissoudre entierement dans
'eau distillée. Une solution au cenlitme est la
plus convenable » (Ranvier).

4° Picro-carmin de Orth.

Eau saturée de carbonate de lithine........ 100 gr.
AINEREN 3 T o i i o i o G, i 27,50
Eau saturée d'acide picrique............... 20 g

15. Xylol. — Son emploi est indiqué dans le mon-
tage des préparations; il sert aussi a préparer le
baume destiné a monter les coupes d’organes.

16. Essence de girofle. — Essence de bergamote. —
Huile de cédre. — Ces produits servent a éclaircir
les préparations; l'essence de cirofle est aussi
employée comme liquide d’extraction.

17. Baume du Canada. — Baume du Piérou. — Résine
d’Ammar. — Servent & monter les préparations.
Pour les lamelles on emploie le baume liquide en
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tube; pour les coupes on se¢ sert des baumes secs
dissous dans du xylol.

Il v a encore beaucoup d'autres réactifs em-
ployés, mais nous ne les mentionnons pas ici, car
ils ne sont pas d'un usage journalier; certains
d'entre eux seront mentionnés au fur et i mesure
que leur emploi sera indiqué.




GHAPITRE VII

EXAMEN MICROSCOPIQUE DES MICRO-ORGANISMES.

Nous ne saurions lrop insister sur l'extréme
importance de l'examen microscopique des mi-
crobes. Cest par le microscope que l'observateur
se trouvera en rapport direct avec ces organismes,
qu'il en étudiera de visu les formes variées, les
mouvements, les différents modes de reproduc-
tion; ¢’est 'examen histologique des tissus qui lui
montrera les lésions provoquées par les microbes,
lésions qui ne sont autre chose que l'expression
de la lutte des tissus vivants contre le parasite,
véritable lutte pour 'existence.

Les microbes & examiner au microscope sont
contenus dans les cultures sur milieux liquides ou
solides, dans les divers liquides ou les tissus orga-
niques. Ces tissus organiques peuvent étre étudiés
sous forme de pulpe fraiche, ou sous forme de
coupes histologiques. Enfin 'examen peut se laire
avec ou sans coloration : de la les divisions sui-
vantes necessaires pour mettre de ordre dans un
sujet un peu complexe.

I. Examen des cultures liquides et solides sans colo-
rition.

Il. Examen des cultures liquides avee coloration.
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HI. Exwmen des cultures solides avec coloration.
IV. Examen des liquides et des pulpes organiques.
V. Recherche des microbes dans les coupes de tissus.

Nous ferons précéder ces divers articles de quel-
ques mots sur les instruments nécessaires a
I'examen : lames, lamelles, microscopes.

LAMES PORTE-OBIETS, LAMELLES, MICROSCOPES.

Lames. — Ce sont des plaques rectangulaires de
verre ou de glace, rodées ou non, sur lesquelles
seronl montées les préparations. Elles doivent étre
aussi minces que possible; elle seront soigneuse-
ment essuyées au moment de 'usage.

Lames creuses. — Ces lames, un peu plus épaisses
que les précedentes, sont creusées en leur milieu,
sur une des faces, d’'un godet arrondi : elles ser-
vent aux cullures en cellules (V. ci-apres).

Lamelles. — Ce sont de petites plaques de verre
trés minces, de forme ronde, carrée ou rectangu-
laire. Elles servent a recevoir les cultures ou les
liquides organiques a examirer, et a recouvrir les
coupes montées sur lames.

On les conserve dans de l'alcool, et on ne les
retire de ce liquide qu'au moment d’en faire usage.

Microscopes. — Nous n’insisterons pas, et pour
cause, sur la description de cet instrument; nous
allons seulement indiquer les conditions que doit
remplir un microscope destiné a 1'usage bactério-
logique.

Ce microscope doit étre pourvu d'une large pla-
tine pour les examens des cultures sur plaques;dun
éclairage Abbe; d'un revolver porte-objectif a 2 ou 3
branches qui permet d'amener sans aucun change-
ment de position, sur le champ de la préparation
choisi, des objectifs fournissant les divers grossis-
sements les plus usités.
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Enfin il est de Loute nécesszité de posséder un ob-
jectif @immersion homogéne, en outre des divers ob jec-
tifs ordinaires donnant des grossissements variés.

Les maisons Verick et Nachet de Paris, Zeiss et
Leitz (Allemagne), Powell (Angleterre), fournissent
d'excellents instruments.

I. Examen des cultures liquides et solides sans
coloration. Cultures en cellules.

On doit bien se familiariser avec le mode
- d'examen des micro-organismes sans coloration,
car c’est le seul qui permette d'observer les mi-
crobes, aussi naturellement que possible, leur
forme n’étant pas modiliée par les réactifs, et leur
volume n’étant pas augmenté ou diminué par les
matiéres colorantes. De plus, on les voit ainsi
vivants, et on se rend compte des mouvements
propres a cerlaines espéces.
a. Examen des cultwres liguides sans coloration.
Pour faire cet examen, on dispose a sa portée
une lampe a alcool, une ou plusieurs pipettes
Pasteur stérilisées, et le matras contenant la cul-
ture a examiner. On eflile [inement a la lampe
I'extrémité d'une pipetie, en donnant a la partie
étirée une direction un peu oblique: 'effilure de la
pipette est ainsi terminée par un petit tube plus
fin, obliquement dirigé¢; on brise l'extrémité de ce
petit tube, et on flambe 'effilure surla Hlamme de
la lampe a alcool. On ouvre le matras en prenant
toutes les précautions que nous avons indiquées
au chapitre 1V, on y plonge la pipette et on aspire
une petite quantité de liquide. On retire et on
bouche le matras. On prend alors une lamelle (les
lamelles, nous l'avons dit, doivent ¢lre conservées
dans I'alcool); on l'essuie avec un linge fin; on
verse alors a sa surface une goultelette de la cul-
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ture contenue dans la pipette; on prend une lame
propre sur laquelle on place la lamelle, la face
chargée de la gouttelette reposant sur la lame; on
a soin de ne pas laisser introduire d'air entre la
lame et la lamelle.

Il ne reste plus qu'a examiner au microscope au
gms.ﬂ'iﬁﬁunwnt voulu, en écartant le condensateur
Abbe, et en se servant du miroir concave. On voit
alors des points, des bitonnets ou des filaments
suivant la culture que 'on examine, réfringents,
entrainés dans le courant du liquide ou doués de
mouvements propres.

On peut aussi examiner les cultures en se ser-
vant d'une lame creuse, c’'est-a-dire du procédé de
culture en cellules.

On lave la lame creuse représentée ci-contre
(lig. 39 et 39 bis) a 'acide sulfurique, on l'essuie;
on la passe plusieurs fois dans la flamme de la
lampe a alcool; lorsque la lame est refroidie,
on applique sur sa parfie creuse la lamelle sur
laquelle on a versé une goutte de la culture a
examiner : il faut prendre garde que cette goulte
ne touche pas les bords du disque creux, sans
quoi, par capillarité, elle disparaitrait entre la
lame et la lamelle. Ceci fait, on enduit avec un
pinceau les bords de la lamelle de vaseline blanche,
afin d’éviter ’'évaporation de la goutte. On obtient
alnsiune véritable chambre humide, dans laquelle
on voif, sous le microscope, I’'évolution naturelle de
la culture. Koch a employé ce procédé pour étudier
le cycle de la bactéridie charbonneuse, et il est en
effet facile, pour faire évoluer la culture, de porter
la lame creuse dans Pétuve a la température favo-
rable ; en I'examinant fréquemment on suivra les
diverses phases de I'évolution du microbe. On
donne & ces sortes de préparations le nom de cul-
tures en cellules.,
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b. Examen des cultures en provenance de milieux
solides suns coloration. — Sur une lamelle bien
propre, on depose, avec une pipelte finement
effilée a son extrémité, une goultelette de bouillon
stérile. Avec un fil de platine fin et stérile, on va
prelever une frace de la culture a examiner, et on

T ". ‘!.Jl.."':g'*l :
jﬁ'li_u'rf*‘.i.lg_ i

Fig. 39 bis.

Fig. 39. — Lame creuse.
Fig. 39 bis. — Coupe de la lame creuse au niveau du godet.

dépose cette trace sur la goutte de bouillon.
L'opération sachéve ensuile comme ci-dessus.

La culture en cellules avec une culture en pro-
venance de milieu solide est également facile. On
ensemence avec une trace de la culture choisie,
portée a l'extrémité d’un fil de platine, la goutte-
lette de bouillon stérile déposée sur une lamelle;
on renverse cetle lamelle sur l'excavation de la
lame creuse, et on acheve comme ci-dessus.

II. Examen des cultures liquides avec coloration.

a. Technique générale. — Prenez une lamelle,
essuyez-la; versez sur une des [aces une goulle-
lette de la culture recueillic dans une pipette
Pasteur; élalez cetle gouttelette sur la lamelle avece
Pextrémité de la pipette promenée a plal sur la
surlace de celle-ci; séchez la lamelle (caléfaction)

en la placant, la face enduite lournde en haut, sur

PR. DE MICRORE, U
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une platine chauffante (V. fig. 40); lorsqu’elle est
seche on la passe deux ou trois fois dans la flamme ;
puis on la dépose, la face enduile en dessous, dans
la solution colorante choisie. Lorsqu’'on juge la
coloration suffisante, on retire la lamelle en la
saisissant avec une pince, on la lave dans un eris-
tallisoir contenant de I'eau distillée, pour enlever
I'exces de couleur. Avec un linge fin on essuie la
face non enduite, et on seche sur la platine

Fig. 40, — Platine chaufTante.

chauffante. Lorsque la lamelle est seche, on éclair-
cit la préparation en versant sur la face colorée
une goutte d’essence de girofle, de bergamotte ou
d’huile de cédre; on enleve 'essence avec le xylol.
On verse alors une goutte de baume sur la face
colorée de la lamelle, qu'on dépose aussitot sur
une lame : le baume s’étale, et la préparation
montée est préte pour 'examen.

L’examen se fait ici avec des grossissements
variables, mais toujours avec l'éclairage Abbé et
le miroir plan.

Quel que soit le procédé de coloration employé, le
mode de montage de la lamelle est le méme ; aussi ne
reviendrons-nous plus sur ce sujet dans la suite.

h. Technique spéciale. — Nous allons maintenant

e
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passcr en revue les divers procedés de coloration
des lamelles.

L. Coloration des lumelles dans les solutions hydro-
alcooligues. — Placez la lamelle, la face enduite en
bas, sur la surface de la solution; laissez-la cing
minutes dans les solutions rouges ou violettes, un
quart d’heure dans la solution bleue.

Les solutions rouges et violettes colorent d'une
facon -intense, mais grossissent les éléments. La
solution bleue colore plus lézérement, mais donne
des préparations d'une finesse extréme.

. 2. Colovation des lamelles par la méthode de
Liffler. — Placez la lamelle, la face enduite en bas,
sur la surface de la solution bleue de Loffler, préa-
lablement filtrée et contenue dans un verre de
montre, et laissez pendant cing minutes au moins,
une demi-heure au plus.

Décolorez rapidement dans de I'eau acidulée
par 'acide acétique (une ou deux goulles dacide
pour le contenu {[’un verre de montre).

Lavez avec soin pour enlever toute trace d’acide,

- séchez, montez.

Les microbes sont colorés en bleu foncé, le reste
de la preparation en bleu pile.

3. Coloratwon des lamelles par la méthode de Malassez
et Vignal. — Placez la lamelle, la face enduite en
bas, sur la surface d'une solution fraiche et filtrée
de blen Malassez. Laissez colorer pendant cing
minutes au moins, une demi-heure au plus.

Décolorez rapidement dans la solution suivante :

Solution aqueuse de carbonate de soude & 2 p, 100. 2 ce.
) L B DR SRR TR PERIME S S

Lavez, séchez, monlez,

LLes microbes seront colorés en bleu fonceé, le
reste de la préparation en bleu pile.

%. Double coloration des lamelles par la méthode de
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Gram. — Placez la lamelle, la face enduite en bas,
sur la surface du violet de Gram, pendant au
moins cing minutes. Portez ensuite la lamelle
dans la solution iodo-iodurée pendant une a deux
minutes; la lamelle prend une teinte brun fonce.

Décolorez aussi completement que possible dans
I'alcool absolu.

Lavez et séchez.

Placez ensuite la lamelle dans une solution
hydro-alcoolique faible d’éosine, de brun de Bis-
marck, ou de vésuvine pendant une minute. Lavez,
séchez, monlez. -

Les microbes sont colorés en violet fonce, le
éléments ligurés en rose ou bien en brun, suivant
qu'on a employé comme coloration de fond, I'éosine,
le brun de Bismarck ou la vésuvine.

Nota. — 11 s’en faut, et de beaucoup, que tous
les microbes traités par le procédé de Gram résis-
lent au troisicme temps, c'est-a-dire a la décolo-
ration par I'alcool absolu, « preanent le Gram »,
pour nous servir de la locution usitée en bacté-
riologie.

Les microbes qui ne « prennent pas le Gram » se
colorent alors comme le fond, ¢’'est-a-dire en rose
pile par I’éosine, ou en brun par le brun de Bis-
marck ou la vésuvine.

La méthode de Gram doit toujours étre tentée
pour tout microbe donné, car elle fournit un élé-
ment diagnostique important, suivant que le
microbe prend ou non le Gram.

Dans les cultures pures en milieux solides ou
liquides, on obtient des préparations fort nettes en
traitant les microbes par la méthode de Gram,
lorsque cette méthode est apte a les colorer : le
microorganisme tranche alors plus vivement sur
le fond, dont le distingue sa coloration spéciale,
que dans les préparations a coloration simple, ou
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il ne se détache des élements environnants que par
sa coloration plus forte. |

5. Double coloration des lamelles par la méthode
d'Ehrlich (employée pour les bacilles de la tuber-
culose et de la lépre).

Placez la lamelle dans le liquide d’Ehrlich
(violet ou rouge) contenu dans un verre de montre,
et chauffez sur la platine jusqu’a ce que des va-
peurs se dégagent a la surface du liquide.

Laissez la lamelle en contact avec la solution
colorante pendant au moins cing minutes.

+ Décolorez trés rapidement dans l'alcool absolu
contenant un dixieme d’acide azotique.

Lavez a fond et séchez. Faites la double colora-
tion avec I'éosine, le brun de Bismarck ou la vésu-
vine, si vous avez employé I'Ehrlich violet; avec
le bleu hydro-alcoolique, le brun de Bismarck ou
la vésuvine,si vous avez employé I'Ehrlich rouge.

Lavez, séchez, montez.

Les bacilles sont colorés en violet, le fond en
rose ou brun; ou bien les bacilles sont en rouge, et
le fond en bleu ou brun.

6. Double coloration des lamelles par la mélhode de
Weigert. — Colorez d’abord la lamelle au picro-
carmin ordinaire, ou mieux au picro-carmin de
Orth : cing minutes de contact au plus suffisent.
Lavez alors la lamelle dans 1'eau distillée, séchez-
la et placez-la dans la liqueur de Weigert pendant
environ dix minules.

Passez la lamelle dans la liqueur iodo-iodurée.
Séchezalors complétement avee du papier-filtre fin,
ou miecux avec une ou deux fenilles bien propres
de papier & cigaretles.

Lorsque la lamelle est bien séche, placez-la pour
la décolorer dans :

Huile d'aniline blanche............. vave 2 partios.



150 EXAMEN DES MICRO-ORGANISMES.

Surveillez la décoloration. Lorsque la teinte
violette a completement disparu, et qu'il ne reste
plus que la teinte du picro-carmin, lavez au xylol
pur, et montez dans le baume,

Les microbes sont colorés en violet ; le reste de
la préparation en rose.

Nota. — Tout ce que nous avons dit de la mé-
thode de Gram s’applique a laméthode de Weigert;
il faut ajouler seulement que beaucoup de mi-
crobes qui ne prennent pas le Gram, prenneni le
Weigert, beaucoup plus puissant, mais aussi infé-
rieur en finesse de coloration. .

III. Examen des cultures provenant de milieux solides
: avec coloration.

On prend purement, suivant la méthode indiguée
au chapitre V, avec le fil de platine, une parcelle
minime de la culture a examiner; on la mélange a
une goutte de bouillon stérilisé, placé sur une
lamelle bien propre. On a ainsi un liquide lactes-
cent. On nettoie une seconde lamelle quon ap-
plique sur la face enduite de la premiére; avec le
pouce et l'index on les fait glisser 1'une sur I'autre.
Les deux lamelles sont ainsi uniformément en-
duites. 11 ne reste plus qu'a les sécher et les co-
lorer par les procédés indiqués au paragraphe Il
ci-dessus.

IV. Examen des liquides et des pulpes organiques

1. Examen des liguides sans coloration. — Les li-
quides étant recueillis comme nous I'avons dit
au chapitre IV dans des pipettes, il suffit d'en
placer une goutte sur une lamelle, de renverser
celle-ci sur une lame. La goutle s'étale entre elles,
et 'on porte la préparation sous le microscope en
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procédant comme nous l'avons dit au paragra-
phe 1 (1).

2. Examen du sang avec coloration. — On place
une goutlelette de sang sur une lamelle; avec 1’effi-
lure de la pipette promenée a plat, on l'étale en
couche mince et uniforme sur toute la surface de
la lamelle, ou micux encore, on écrase et on étale
cette goutelette entre deux lamelles. On seche sur
la platine chauffante.

On traite alors par le mélange d'alcool et d'éther a
parties ¢gales, afin de bien fizer les globules et de
- dissoudre les parties grasses; on seche, et 'on co-
lore par I'un des procédés indiqués ci-dessus de
coloration simple ou double (Gram ou Weigert),
si la coloration double est possible.

Dans les colorations simples, la liqueur de Lof-
fler donne d'excellents résultats, car elle permet
une sorte de double coloration : les microbes sont
en bleu vif, ¢t les globules en vert pale.

Dans les préparations de sang des oiseaux
‘poule, pigeon), la solution hydro-alcoolique de
violet de gentiane donne de trés beaux résultats.
Le bleu de Loffler teint le noyau du globule san-
guin en bleu vif, la partie périphérique en vertpile.

Dans les doubles colorations il faut colorer les
globules & I'éosine qui est ici la couleur d'élection.

3. Examen e la sérosité péritonéale, pleurale, pc-
ricardique avee coloration. — On étaleune goutte du
liquide recueilli dans une pipette sur une la-
melle; on séche, on colore et on monle comme
s'il s'agissait d'une culture liquide.

(1) Il ne faut jamais négliger de procéder i cet examen dans
une autopsie, surtout pour le sang. Cest par ce procéde que ['os-
teur et ses éléves ont découvert le microbe du cholera des poules,
du rouget, ete. On sait que pour le charbon il donve des résultats
frappants, et plus importants peut-étre que ceux qu'on obtienl par
la coloration,
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Pour la sérosité péritonéale, le meilleur procédé
consiste a placer des lamelles bien propres sur la
surface du foie qui se trouve toujours enduite de
sérosité. On seche et on colore. La lamelle est
ainsi enduite d'une couche uniforme aussi mince
que possible.

4. Examen des pulpes d'organe, et de la moelle os-
seuse avee coloration. — Les pulpes ont été recueil-
lies purement dans la rate, le foie, ete.; la moelle
osseuse a 6été puisée dans le canal médullaire
(V. chap. IV) : pour en faire une préparation, il
suffit de placer une goutte de la pulpe donnée sur
une lamelle; on applique alors une seconde la-
melle sur la premiere : la goutte est incluse entre
les deux lamelles; en pressant légérement entre le
pouce et 'index, et en faisant glisser les lamelles
I'une sur lUautre, on écrase et on étale la pulpe.
On séche et on colore par les procédés divers ci-
dessus indiqués.

5. Examen des muscles avec coloration. — La mé-
thode la plus simple est la méthode du « frottis ».
On coupe un fragment de muscle a I’endroit ol
la lésion est le plus marquée, et on en frotte lé-
gerement la surface d'une lamelle. On séche eton
colore par les procédés connus.

6. Examen du pus avec coloration. — Quand le
pus est liquide, on 1'étale sur les lamelles comme
les pulpes. S7il est caséeux, on en dépose une par-
celle sur une lamelle, et on verse sur cette lamelle
une goutte de bouillon stérilisé. Avec la palette
en platine stérile, on mélange le pus au bouillon.
On obtient ainsi un liquide opalescent épais. On
place une deuxieme lamelle sur la surface en-
duite de la premiére, et on les fait glisser 'une
sur 'autre. On a ainsi deux lamelles que 1'on séche
et colore.
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V. Recherche des microbes dans les coupes de tissus.

La coloration des coupes constitue un des points
les plus importants de la technique baclériolo-
gique : ¢'est gridce a ce procédé que nous pouvons
reconnaitre la présence et le'siége des microor-
ganismes dans les divers tissus, et nous rendre
compte des lésions qu'ils y provoquent.

Il serait a désirer que 'on possédal pour la re-
cherche des microbes dans les coupes des agents
décolorants spéciaux qui, épargnant le microbe
donne et lui seul (tel l'acide azotlique au dixieme
dans le procédé d’Ehrlich pour la tuberculose et
la leépre), nous fourniraient une méthode d’exa-
men et de diagnostic d'une sareté parfaite : mais
on est encore loin d’en étre arrivé a ce degré de
perfection.

Les coupes se colorent par deux sortes de me-
thodes :

{° Les méthodes de coloration simple (Loffler,
Malassez et Vignal, etc.) : toute la préparation est
uniformément colorée ; mais les microbes tran-
chent sur le tissu par une teinte plus vive ;

2° Les méthodes de double coloration (Gram,
Weigert, Ehrlich): les microbes sont leints d'une
couleur, le fond d’'une autre couleur.

Enlin nous exposeronsen terminant la méthode
du docteur Kithne, qui peut donner de beaux ré-
sultats la ou les autres méthodes ont échoué.

La technique de la manipulation des coupes dif-
fere Iégérement suivant que la coupe a été faite
par un procédé ou par un aulre : les deux sorles
de microtome auxquelles nous donnons la préfé-
rence sont :

@) Le microtome & congélation ;

h) Le microtome a la parafline.

Toute piéee deslinée a étre coupée pour l'exa-

0.
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men bactériologique doit élre, aussitot apres 'au-
topsie, débitée en petits fragments cubiques d'un
demi-centimeétre de coté au plus, et les fragments
doivent étre places dans I'aleool absolu : il faut se
servir a cet effet de flacons étroits et hauts, de
telle facon que les fragments soient recouverts
d’une haute couche d’alcool.

A. PREPARATION, COLORATION ET MONTAGE DES
COUPES FAITES AU MICROTOME A CONGELATION (1).

PréparaTioN. — La piéce ayant séjourné au moins
24 heures dans l'alcool absolu, on la place pen- -
dant 24 heures dans une solution de gomme stéri-
liste; la gomme s’infiltre dans toutes les mailles et
les anfractuosités du tissu : elle formera, pour
ainsi dire, une charpente intérieure, qui donnera
de la fermeté au tissu : lorsque la pénétration de
la gomme est suffisante, la piéce tombe au fond
du vase qui contient la solution.

La piéce gommeée est portée sur le microtomne
ou elle est coupcée d'apres la technique spéciale a
I'instrument, technique que nous n’avons pas a
rappeler ici.

Les coupes sont recues dans un cristallisoir
rempli d’eau distillée : on les laisse dégommer
pendant une heure. On les transporte ensuite avee
la palette de platine dans l'alcool absolu, ou on
les laisse se déshydrater pendant une heure.

Les coupes sont alors prétes pour la colora-
tion (2).

(1) Nous traitons ici de la technique avec le microtome i congéla-
tion. On rapportera aisément cette technique aux coupes laites avee

tout autre microtome automatique, ou avec le microtome & main (le
microtome i parafline excepte).

(2) On peut avec le microtome i congelation faire des coupes de
piéces fraiches; on congéle la piéce sur le microlome, on la coupe,
et on la recoit dans de l'eau distillée contenant 1 p. 100 de sel ma-
rin. Les coupes subiront ensuite les diverses methodes de coloration.
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COLORATION ET MONTAGE DES cOUPES. — 1. Coloration
simple par la méthode de Ldiffler. — Immergez la
coupe dans une solution fraiche et filtrée de bleu
Loftler pendant dix & quinze minutes. Décolorez
rapidement dans de I'eau distillée, contenant une
ou deux gouttes d'acide acelique pour le contenu
d'un verre de montre.

Montez alors la coupe : cette opération se fail de la
facon suivante. Portez la coupe a I'aide de la palette
de platine dans un cristallisoir rempli d’eau dis-
tillée ; prenez une lame bien essuyée, plongez-la
obliquement de la main gauche dans le cristalli-
soir, et avec une aiguille amenez doucement la
coupe sur la lame, et placez-la de facon & ce
qu’elle ne fasse aucun pli. Enlevez la lame chargée
de la coupe; déshydratez par l'aleool absolu.
Séchez et fixez la coupe sur la lame a l'aide de
feuilles de papier a cigarettes.

Eclaircissez alors a l'essence de girofle; enlevez
I'exces d'essence par le xylol ; laissez tomber sur la
coupe une goutte de bavme du Canada dissous dans
le xylol, et recouvrez d'une lamelle bien propre.
La goutte de baume s’étale et la coupe est montée,

On peut éclaircir la coupe avec l'essence de ber-
gamotte, ou ’huile de cédre, et on peut monter dans
la résine d’Ammar.

Les microbes, dans cette méthode, se colorent en
bleu foncé, les autres éléments en bleu pile.

2. Coloration simple par la méthode de Malassez et Vi-
gnal. — Immergez la coupe dans la solulion de bleu
Malassez, fraiche et filtrée, pendant dix minutes.

Décolorez rapidement dans la solution suivante :

Solution aqueuse de carbonate de soude

i G o R o R A 2 ce.
Aleool absolu

..............................

Monfez la coupe suivant le procédé indiqué ci-
(essus.
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Les microbes sont teints en bleu foncé, les autres
éléments en bleu pile.

3. Coloration double par la méthode de Gram. —
Placez la coupe dans le violet de Gram pendant un
quart d’heure, puis dans la solution iodo-iodurée
une minute. Décolorez a fond dans I'alcool absolu.

Placez alors la coupe, pour obtenir la coloration
du fond, dans une solution hydro-alcoolique faible
d’éosine, de brun de Bismarck, de vésuvine, ou
dans le picro-carmin de Orth, pendant deux ou
lrois minutes.

Montez pur le procédé indiqué plus haut.

Les microbes sont colorés en violet foncé, les
éléments anatomiques en rose ou en brun pdle, sui-
vant qu'on a employé 1’éosine et le picro-carmin,
ou le brun de Bismarck et la vésuvine.

k. Coloration double par la méthode d’Ehrlich. —
Placez les coupes dans le rouge ou le violet d’Ehr-
lich, a froid, pendant 12heures au moins, 24 heures
au plus.

Décolorez ensuite dans 'alcool absolu contenant
un dixieme d’acide azotique ; ne laissez la coupe
au contact de cette solution que quelques se-
condes, et achevez la décoloration dans l'alcool
absolu.

Faites la double coloration avec 1'éosine, le brun
de Bismarck ou la vésuvine, si vous avez employé
le violet; avec le brun de Bismarck, la vésuvine ou
la solution hydro-alcoolique de bleu de méthyle,
si vous avez employé le rouge d’Ehrlich.

Montez par le procédé indiqué ci-dessus.

Les microbes sont colorés en violet, et les élé-
ments anatomiques en rose ou en brun pale; ou
hien les microbes sont en rouge, et les éléments
en brun pdle ou en bleu, suivant le procédé em-
ployeé.

5. Coloration double par la méthode de Weigert. —
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Colorez d’abord la coupe dans 1'éosine, le brun de
Bismarck ou mieux dans le picro-carmin de Orth.
Lorsqu’apreés quelques minules la coupe est suffi-
samment colorée, on la met dans de 'eau distillée,
et on la monte sur lame; onla déshydratle d 'alcool
absolu, on la séche et on la fixe sur la lame en
méme temps a l'aide de feuilles de papier a ciga-
rettes.

Sur la coupe séchée et fixée, on verse deux ou
trois gouttes du violet de Weigert, qu'on laisse en
contact pendant dix minutes.

On laisse écouler alors 'exceés de matiéere colo-
rante, et on verse sur la coupe quelques gouttes
de la solution 1odo-iodurée, qu'on laisse une mi-
nute en contact. On seche alors complétement avec
le papier a cigaretles.

On décolore en versant quelques gouttes d’huile
d'aniline blanche sur la coupe: on renouvelle
'huile d’aniline au besoin plusieurs fois jusqu’a
décoloration compléte. On enléve l'exces d’huile par
le xylol, on laisse tomber sur la coupe une goutle
de baume ou de résine d’Ammar et on recouvre
d'une lamelle séche et propre.

LLes microbes sont colorés en violet fonce, et les
eléments analomiques en rose,

I3, PHI:LI‘.'ILR.-\TIDN, COLORATION ET MONTAGE DES
COUPES FAITES AU MICROTOME A LA PARAFFINE.

Les manipulations préparatoires que I'on fait
subir a la piéce qui va ¢lre coupdée par le micro-
lome & paraffine sont longues et délicates; la colo-
ration et le montage exigent du soin et de 'adresse,
mais les avantages du procédé sont Lrés marques :
coupes d'une régularité parfaite, d'une finesse
qui peut aller jusqu’av millieme de millimetre. Ces
avantages compensent trés largement les inconves
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nients. C'est donc la un procédé des plus recom-
mandables el qu’il est nécessaire d’indiquer,

On peut avee le microtome & la paraffine couper
des fragments d'organes non colorés ou couper des
fragments colorés préalablement au carmin (picro-
carmin ou carmin boracique) : de la deux procédés
distincts que nous allons décrire. Disons de suite
qu’il est trés avanlageux d'employer le second pro-
cédé lorsque la double coloration est possible, car
la piece élant colorée au carmin il y a moins de
manipulations a faire subir aux coupes si fines et
par conséquentsi fragiles,

Premier procédé : La picce n'est pas colorée avant
de passer aw microtome.

On coupe en forme cubique un petit fragment de
I'organe que 1'on se propose d’examiner, et on le
laisse durcir dans l'alcool absolu pendant au
moins 24 heures. Au bout de ce temps, et pour
passer au microtome, la piece doit subir les mani-
pulations suivantes :

1o Séjour dans un mélange a parties égalesd’al-
cool et d'éther pendant 24 heures.

20 Séjour dans 1'éther sulfurique pur pendant
24 heures.

3° Séjour dans une solution concentrée de pa-
raffine dans I'éther sulfurique pendant 24 heures.

4° Enfin sé¢jour dans la paraffine fondue a - 45°
pendant 24 heures.

On laisse alors refroidir la paraffine qui, en se
coagulant enrobe la piéce; lorsqu’elle a atteint le
degré de dureté nécessaire, ¢’est-a-dire lorsqu’elle
est susceptible d'étre nettement coupée au couteau,
on taille autour de la piéce enrobée, a I'aide d'un
bistouri bien tranchant, un evlindre que l'on fait
ensuite pénétrer par frottement dans un des go-
dets ronds du microtome, et 'on procede ala coupe
(qui peut se faire-a des épaisseurs trés variables,
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qu'indique une table spéciale placée sur le micro-
tome, table i l'aide de laquelle on régle mathéma-
tiquement l'appareil. On obtient ainsi un ruban de
coupes rappelant la forme du teenia solium, dans
chacun des anneaux duquel se trouve au centre
une coupe entourée de parafline.

Dewxieme procédé : La picce est colorée au earmin
avant d’'étre coupée.

On coupe un tres petit fragment de lorgane
que 'on veut examiner, de telle facon que l'on
obtienne un volume de 1/2 centimetre de long sur
environ 1/% de centimétre de large. On le durcil
d’abord par un séjour dans l'alcool absolu d'au
moins 24 heures. Ensuite on le soumet a 'action
des différents réaclifs suivants:

te Séjour dans une solution-de carmin nouvel-
lement filirée pendant 12 heures (coloration en
masse ) ;

20 S¢jour dans l'alcool absolu pendant une
heure;

3° Séjour dans un mélange d’alcool et d’essence
de bergamotte a parties égales pendant une heure;

4° Séjour dans l'essence de bergamotie pure
pendant deux heures;

5% Séjour dans une solution épaisse de pa-
rafline (paraffine Dumaige) dans 'essence de ber-
gamolte, pendant au moins deux heures, a I'étuve
(4 25° &4 -+ 30°);

6> Séjour dans la paraffine pure fondue, a
'étuve entre 4 45° a 4 50°, pendant au moins
deux heures.

On laisse la paraffine se prendre en masse: el
'on agit de la facon, indiquée au premier proceédé
pour obtenir les coupes. Les anneaux du ruban
ainsi obtenus conliennent chacun une coupe co-
lorée en rose par le carmin, et limitée par unc
zone de paraffine.
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Figation sur les lames des coupes données par le
microtome a paraffine. — Que la coupe débitée par
le microtome soit ou non colorée, le procédé est
le méme. On prend dans le ruban de coupes deux
fragments de cinq a six coupes chacun, et on les
dipose sur une lame préparee de la facon sui-
vante : la lame bien propre, bien essuyée, a éte
enduite d'un coté et sur une surface de trois cen-
limetres de long sur un et demi de large d’une
solution trés légere de gomme. On dispose sur
cette surface enduite de gomme les deux fragments
du ruban de coupes, I'un au-dessous de 'autre, et
tous deux parallelement au grand axe de la lame.

On fait égoutter la lame, et on laisse sécher a
'abri de la poussiére pendant quinze heures
environ. Au bout de ce temps on porte la lame
sur la platine chauffante jusqu'a ce que la paraf-
fine emprisonnant les coupes devienne transpa-
rente. On enléeve la paraffine par le xylol, et le
xylol par l'alcool ; on seéche alors avec des feuilles
trés propres de papier a cigaretles. Les coupes
sont ainsi solidement fixées sur la lame et prétes
& subirles manipulations destinées a la coloration
des bacilles, — Nous n’avons pas a revenir sur ce
sujet quia été deja traité longuement :ile lecteur se
reportera aux pages precédentes; répétons seule-
ment que, lorsque la double coloration est possible,
il est toujours indiqué de donner la coloration du
carmin a la masse du tissu avant de la soumettre
au microtome.

On peut parfois opérer plus rapidement la fixa-
tion sur la lame, surtout lorsqu’il ne sagit que
d’'un examen histologique de la coupe carminée,
Sur la lame, on élend aveec un pinceau une légere
couche de la solution suivante (Scheellibatim),

Essence de girofle.......... NGRS e e 3 v.
RO L O aee o/t s S aeuin, » Uk B ey S e g
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puis on dispose les coupes comme il a été dit, on
les fixe avec le pinceau, on fond la parraffine, ete.
comme il est dit ci-dessus.

HECHEHEIIE DES MICROBES DANS LES TISSUS PAR LA
METHODE DE KilHNE.

Cette méthode est trés avantageuse & employer,
car elle permet de colorer des especes micro-
biennes qui se colorent mal par les procédés ha-
bituels. Il est donc indiqué de l'employer non
seulement dans la recherche de microbes connus,
mais surtout lorsqu’il s’agira d’examiner des
coupes susceptibles de contenir un agent inconnu.

(Cest par 'emploi combiné du bleu de méthyle
et du krystalviolet que Kithne est arrivé a colorer
tous les microbes, sauf le prétendu microbe de la
syphilis. D’aprés le résultat de ses expériences, il
divise les microbes au point de vue de la facon
dont 1ls se comportent vis-a-vis de ces deux ma-
tieres colorantes en trois classes:

{° Ceux qui se colorent par le bleu seulement,

2° Ceux qui se colorent par le krystalviolet
seulement.

32 Ceux qui prennent indifféremment les deux
maltiéres colorantes.

Lorsqu’on a &4 examiner des coupes dans les-
(quelles on soupconne I'existence de microbes, il
faut donc les traiter des deux facons pour étre cer-
tain de colorer les micro-organismes.

Manuel opératoire., — Avant de placer les coupes
dans les solutions que nous allons indiquer, il
faut les déshydrater dans I'alcool absolu.

1o Solution aw blew de méthyléne :

Placez les coupes pendant 15 minutes dans une
solution afi p. 100 decarbonate d’ammoniaquedans
laquelle vous ajoutez goulte 4 goulle une solution
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aqueuse concentrée de bleu de méthyle jusqu’'a ce
que vous ayez obtenu une teinte bleu foncé.

Lavez rapidement ensuite les coupes dans une
solution d’acide chlorhydrique & un: Iﬂ]llleE puis
dans I'eau distillée.

Montez la coupe sur une lame; séchez sans em-
ployer I'aleool; éclaircissez par le xylol et montez
dans le baume.

2° Solution au kristallviolet

Placez les coupes pendant 10 minutes dans une
solution de carbonate d'ammoniaque a1 p.100,dans
laquelle vous ajoutez goutte & goutte une solution
aqueuse concentrée de kryvstalviolet, jusqu'a ce
que vous ayez obtenu une teinte violet fonce (pour
la tuberculose, les coupes doivent rester deux
heures dans le bain colorant). Traitez ensuite les
coupes pendant deux minutes par la solution 10odo-
iodurée de Gram.

Portez ensuite la coupe dans une solution al-
coolique concentrée de fluorescéine, jusqu'a déco-
loration presque complete. Achevez la decolora-
tion dansl'alcool absolu; éclaircissez par 1'essence
de girofle; enlevez I'exceés d'essence par le xylol,
et montez dans le baume.

En employant ces deux procédés simultanément
on colorera surement les microbes contenus dans
les coupes, soit en bleu, soit en violet ou indiffé-
remment en bleu ou en violet.

On peut obtenir des doubles colorations avec
le krystalviolet en solution alealine, en colorant
la coupe au picro-carmin avant de la placer dans
la solution violette.

Kihne est arrivé a remplacer 1'alcool comme
liquide d’extraction par I'huile d'aniline; seule-
ment, 1c1, la solution colorante est acide. On peut
obtenir pur ce procédé de belles doubles colo-
rations en colorant au préalable la coupe par le
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picro-carmin, le brun de Bismarck ou la vésuvine,
Placez la coupe colorée au picro-carmin dans le
liquide suivant, pendant un quart d’heure :

Solution aqueuse concentrée de krystallviolet. 50 gr.
Avide cllorhyarique, . . .cooveene s iz i glte.

Lavez ensuite la coupe dans l'eau; traitez-la
pendant deux minutes par la solution iodo-1odurée
de Gram. Montlez sur lamelle; séchez; décolorez
par 'huile d’aniline; enlevez 'excés d'huile par
le xylol et montez dans le baume.






DEUXIEME PARTIE

INTRODUCTION

La deuxieme partie de ce livre sera consacreée
a4 passer sommairement en revue quelques mala-
dies infectieuses de 'homme et des animaux, et a
en exposer les caractéres microbiologiques. Dépas-
sanl eependant le cadre strict d'une étude bacté-
riologique pure, nous enlrerons dans les quelques
détails de pathologie expérimentale que comporte
chacune des affections dont nous traiterons,

Le cercle des maladies infeclieuses est vaste, el
il s’en faut de beaucoup que l'agent pathogene soit
aujourd’hui connu et démontré pour chacune
d’elles : la variole, la rougeole, la scarluline, parmi
les maladies humaines, sont incontestablement
des maladies infecticuses, et nous ne savons rien
de leur cause réelle, ¢'est-a-dire de leur agent pa-
thogene; il en est de meéme de la clavelée, de la
péripnewmonie, ete.; parmi les maladies animales.
L'exemple le plus frappant, 2 ce point de vue,
n'est-il pas la rage, dont le virus est atténué par
M. Pasteur, alors que l'agent de la virulence est
entiérement inconnu ?

A l'heure actuelle, on peut poser de la facon sui-
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vante la série des problémes & résoudre pour une
maladie infectieuse donnée :

1. Quelles especes animales (et1l est bien entendu
que ce terme comprend l'homme) la maladie
atteint-elle spontanément, c’est-a-dire dans les
conditions ordinaires de lavie, en dehors de toute
intervention expdérimentale? Quelles especes sont
spontanément réfractaires?

2. Quelles espéces sont susceptibles de prendre
la maladie expérimentalement, et quelles autres
sont réfractaires?

Comment agissent sur les espéces susceptibles
les divers modes expérimentaux que nous posseé-
dons pour conférer les maladies aux animaux :
inoculations superficielles a la lancette, ou par
scarification; moculation dans 'hypoderme ; ino-
culation dans le péritoine; injection dans les
veines; infection par le tube digestif?

3. Quel est le micro-organisme pathogene de la
maladie infecticuse en cause? Quels sont les earac-
teres de ce microbe? Comment se fait la preuve
que la maladie est, suivant I’heureuse expression
de H. Bouley, fonction du microbe et de lui seul?

Reprenons les divers termes de ce probléeme.

1. Une maladie infectieuse donnée n’a d’action
(que sur un groupe plus ou moins large d’especes
animales; 1l n’en est peut-étre qu'une seule, la
rage, (qui dans 1’état de nos connaissances actuelles
atteint 'ensemble des especes animales,

Mais en dehors de la rage, parmi les maladies
infecticuses, quelques-unes sont exclusives a
’homme et me frappent jamais les animaux :
tels la rougeote, 14 scarlaline, la lépre, la fievre
typhoide, le choléra ; d’autres frappent I'homme et
quelques espéces animales, respectant les autres,
Ainsi la morve frappe dans les conditions natu-
relles 'homme, le cheval, I’'dne et jamais les bo-
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vidés; le charbon bactéridien atieint 1’'homme, le
mouton, le baeuf, le cheval, trés rarement le pore
¢t le chien, mais jamais les oiseaux; d’autres encore
ne frappent que les animaux et jamais 'homme,
tels la clavelée, la péripneumonie, le rougel, le
charbon symptomatique ; et parmi les animaux elles
n‘atteignent que certaines especes, le degré de
fréquence des alteintes étant trés variable de lune
i Uautre de ces espéces : ¢’est la une caractéristique
des plus nettes, et qu’il importe de bien mettre
en reliel quand on traite des maladies infecticuses.

Ces données de pathologie comparée auront
encore le grand avantage de replacer 'homme dans
son cadre naturel, et de ne pas l'isoler des animaux
dont le rapproche la pathologie aussi bien que
I'anatomie et la physiologie.

2. L'expérimentation a grandement élargi la
limite d’action de certaines maladies infecticuses.
A coté des especes prenant naturellement une
maladie, elle a démontré la possibilité d'infecter
d’autres especes naturellement réfractaires ; elle a
prouveé aussi que certains animaux résistent a la
transmission expérimentale aussi bien qu’'a la con-
tagion naturelle; elle a enfin montré qu’il existait
pour telle maladie une espece animale qui pouvait
elre considérée comme un vérilable réactif de
cette maladie. Chacun de ces points doit élre soli-
dement établi dans la limite du possible pour
toute maladie infecticuse, dont 'étude ne saurait
¢tre diailleurs qu'incompléte sans ces notions de
pathologie expérimentale,

Un mot de développement seulement sur ces
proposilions,

La tubereulose de la chévre et du mouton est
inconnue; ces animaux sont 4 peu prés complete-
ment réfractaires 4 'inoculation sous-culanée ; ils
succombent rapidement avec une tuberculose
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miliaire type, a la suite de l'injection intra-vei-
neuse.

De méme, il n’'existe que de tres rares exemples
de chats contractant naturellement la tuberculose,
et cependant I'infection tuberculeuse expérimen-
tale (par la voie digestive) est facile chez cet
animal. '

Le cobaye ne prend certainement pas le charbon
bactéridien par contagion naturelle : I'inoculation
lui confere la maladie & coup sur.

Réfractaires a la morve spontanée,les bovidés sont
tout aussi réfractaires a la morve expérimentale,

Le lapin est devenu par les enseignements de la
pathologie expérimentale un réactif différentiel
parfait entre le charbon bactéridien qui le tue a
coup sur, et le charbon bactérien qui n’a aucune
action sur lui.

L'dne est le réactif le plus siar, un réactif infail-
lible de la morve, dans les cas douteux.

Le cobaye est employé couramment comme un
excellent réactif de la fuberculose : I'inoculation en
fait la pierre de touche expérimentale de l'affec-
tion.

Le cobaye encore rend les plus grands services
quand on se trouve devant une affection porcine
épidémique affectant les allures du rouget : si le
cobaye succombe a 'inoculation des produits viru-
lents du pore suspect de rouget, on peut affirmer
quil y a erreur de diagnostic, qu’il sagit d’une
affection autre que le rouget.

En dehors de la preuve Dbactériologique, a
laquelle doit rester le dernier mot, quand il s’agit
du diagnostic certain d’'une maladie infectieuse, et
pour les allections ou cette preuve ne peut éire
faite par suile de notre ignorance actuelle de
'agent, ainsi que pour le praticien qui ne peut
sassurer le secours de la microbiologie, le dia-
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gnostic d'une maladie int'm:ti%e par 'expérimen-
tation sur les especes de choix peut rendre de
grands services en écartant telle ou telle hypothese,

_en affirmant aun contraire (elle ou telle autre,.

“ Ce n’est pas tout encore, et voici un coté fort
intéressant de lexpérimentation : les diverses
especes animales susceptibles de prendre expéri-
mentalement une maladie infecticuse ne la pren-
nent pas toutes de la méme facon. La tuberculose
peut étre facilement conférée au eobaye, au lapin
par inoculation sous-cutanée, alors que cette méme
inoculation échoue sur le chat qui ne peul étre
étre infecté que par la voie digestive; le cheval
échappe a toute tentative d’infection tuberculeuse
expérimentale : seule l'injection intra-veincuse
peut réussir et vaincre son immunité,

Les exemples se multiplieraient aisément pour
les autres maladies; nous renvoyons le lecteur a
'exposé que nous ferons de chacune d’elles.

En pathologie infectiense humaine nous sommes
malheureusement, sauf quelques cas (tuberculose,
morve, charbon), privés de ce mode précieux de
diagnostic.

3. — A) Rechercher et démontrer la présence
('un micro-organisme dans l'organisme malade ;

BB) Caractériser ce microbe par les différentes
reactions dont nous disposons actuellement ;

, C) Faire la preuve de son role pathogénique réel
et exclusif, en reproduisant la maladie par 'ino-
culation de ce microbe et de lui seul :

Tel est le troisiéme terme et le plus important
dans I'étude d’une maladie infecticuse.

A) Il convient done d'abord de poursuivre la
recherche du microbe dans les tissus, liquides,
secretions et excrétions de Uindividu (homme ou
animal) qui vient de succomber a la maladie infec-
tieuse; c'est-a-dire en d’autres termes de faire la

i
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démonstration du microbe, et d’établir ses loca-
lisations dans 'organisme.

Deux procédés qui doivent marcher de pair |
sont usités pour cetle recherche :
a. — L'examen aw microscope sur lamelles des

pulpes organiques, des liquides, des sécrétions
normales ou pathologiques, ete., et I'examen histo-
logique des coupes de tissus.

b. — Les cultures : avec ces pulpes, ces liquides,
ces sécrétions recueillis purement on ensemencera
les divers milieux que unous avons énumérés :
bouillons, lait, gélatine, gélose, sérum, pomme
de terre, ete. La technique de ces opérations a été
décrite tout au long dans notre premiére partie.

Les cultures sur geélatine en plaque fourniront
un précieux moyen d'isoler le microbe cherché,
dans les produils qui le contiennent, mais associé
a des germes etrangers.

Les cultures devront se laire en présence de Uair
et aussi dans le vide.

Le procédé des cultures est infiniment plus deé-
licat, plus sar que l'examen microscopique sur
lamelles et en coupes. Pour peu que 'agent patho-
gene soit rare dans un milieu donné, seule la cul-
ture, qui permettra au germe, fit-il méme unique,
de se multiplier a I'infini, réussira a faire la preuve
de son existence.

Cette recherche du microbe pathogene, soit par
'examen microscopique, soit par les procedés
divers de culture, doit toujours se faire dans le
delai le plus rapproché de la mort : la putréfac-
tion commencante, en introduisant des micro-
organismes élrangersdans les tissuset les humeurs,
pourrait donner lieu a des erreurs grossieres.

Au cas ou 'examen microscopique et la culture
feraient reconnaitre plusieurs micro-organismes
associés, on les isolerail par la culture en pla-
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ques, et I'on ferait sur chacunid’eux la série d'opé-
rations démonstralives qu'il nous reste a indiquer.

Le microbe étant démontré dans l'organisme
malade il reste & établir ses caractéres (B) et a
faire la preuve de son role pathogénique (G).

B) Les caractéres d’'un microbe peuvent se ran-
ger sous trois chefs.

1. Les caractéres liologiques (forme, mobilité,
etc., etc.).

2. Les réactions vis-a-vis des divers milieux de
culture artificiels.

3. Les réactions vis-a-vis des matiéres colorantes.

L. Caractéres biologiques. — Ils comprennent :

La forme du microbe : bacille, microcoque, ou
spirille;

Le mode de reproduction (sporulation s'il s’agit
d’un bacille, forme et caracteres de la spore);

La mobilité ou immobilité;

Le caractére aérobie, ou anaérobie, ou encore
aéro-anaérobie; il faudra déterminer dans ce der-
nier cas quel est 1’état le plus favorable au déve-
loppement du micro-organisme: la vie en présence
de l'air ou a l'abri de l'air;

La résistance a la chaleur, au froid, a la lumiére,
a la dessiccation; le degré thermométrique auquel
le microbe cesse de vivre; si le micro-organisme
a une spore, il faudra déterminer le degré de
résistance de cette spore a la chaleur (1).

2. Réactions vis-a-vis des divers miliewx artificiels
de cullure. — La série des divers milieux connus

(1) L'etablissement completde ces caractéres biologiques d'un mi-
crobe a une portée ]'i|u.‘: haute encore ¢ c'est i que se trouvent les
plus solides bases étiologiques d'une maladie infectieuse. En mon-
trant que la spore charbonneuse se conserve dans le sol indélin-
ment, résistant & toutes los causes de deslruction. ol n'attendant
que le moment oi elle sera absorbée par Panimal avee ses alimenls
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devra étre passée en revue, car ici intervient un
caractere diagnostique important. Certains micro-
bes prennent sur tel ou tel milieu artificiel, et en
particulier la gélaline et la pomme de terre, une
apparence spéciale qui leur est particuliére et est
presque pathognomonique : tels le rouget du pore
dans la gélatine en piquare, la morve sur la pomme
de terre, etc.

On devra déterminer les températures les plus
favorables au développement, les maxima et les
minima auxquels s'arréte ce développement.

3. Réactions vis-a-vis des matiéres colorantes et des
procédés de coloration. — Onrecherchera quelles co-
lorations sont le plus favorables, et ici nous ren-
controns encore des caractéres diagnostiques d'une
réelle valeur. Tel microbe peut se colorer par un
procédé qui échoue sur tous les autres : il en est
ainsi du bacille de la fuberculose et de celui de
la lépre qui sont colorés par le procédé d’Ehrlich,
alors que tous les autres micro-organismes actuelle-
ment connus ne résistent pasala décoloration par
I'acide nitrique & 1/10¢ qui est la base de cetle
méthode.

Un caractére de premier ordre encore est de
savoir comment se comporte un microbe trailé par
les méthodes de Gram ou de Weigert; on peut
d'une facon schématique établir dans les micro-
organismes pathogénes deux groupes : dans l'un
on rangerait ceux qui se colorent par I'une de ces
meéthodes ou les deux, dans l'autre ceux qui ne
peuvent étre colorés par elles.

Enfin dans les bains colorants qlw]qlles micro-

pour reprendre son evele vital, Pasteur a établi 'étiologie du char-
bon sur des bases inébranlables.

En montrant la destruction du vibrion du choléra asiatique par
la dessiccation, sa vitalité dans 1'eau, les milieux humides, Koch
nous a donn2 la clef étinlogique de cette affection.
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bes prennent des formes assez remarquables,
auxquelles il faut d’ailleurs se bien garder d’atta-
cher une signification diagnostique exagérée : tels
les bacilles granuleux de la morve et de la tubercu-
lose, les bacilles en battant de cloche du charbon
bhactérien, etc., etc.

C) 11 reste enfin, et c’est 1a la caractéristique la
plus importante, & faire la preuve que le microbe
que I'on a trouvé, caractérisé biologiquement, cultive,
coloré, est bien l'agent pathogene de l'affection en
cause, que cette affection est fonction de la vie du
microbe et de lui seul. Cette preuve est donnée
par Uinoculation des cultures pures du microbe a Ues-
pece animale qui présente la maladie spontanée, et par
la reproduction typique de cette maladie a la suwite de
cette inoculation expérimentale.

Ainsi done : existence d'un microbe particulier
dans 'organisme atteint d'une maladie infectieuse,
et localisations anatomiques de cef agent patho-
gene; caracteres biologiques de ce microbe; réac-
tions vis-a-vis des milicux de culture et des ma-
tieres colorantes; reproduction de la maladie par
I'inoculation des cultures pures aux animaux : tel
est le cycle que doit parcourir I'étude compléte
de la microbiologie d’'une maladie infecticuse.

Cette étude complete est possible pour quelques
maladies infectieuses (tuberculose, morve, charbon
bactérien, rouget du porc, charbon symptomati-
que,ete.); elle est & peine ébauchée ou trés incom-
pléte pour quelques autres, et notamment pour les
maladies humaines.

Voici par exemple le choléra : existence d'un
microbe spéeial chez le cholérique est démontrée ;
les caractéres biologiques, les réactions de cullure
et de coloration de ce microbe sont déterminés
et vraiment spécianx, mais la preuave absolue de
'action pathogéne, c'est-a-dire linoculation a

10,
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I’homme ou aux animaux et la reproduction expé-
rimentale de la maladie spontanée, manque. Ce-
pendant les caracteéres bien tranchés du microbe,
le fait qu’il ne se trouve que chez le cholérique et
1A seulement ou existent les lésions, c'est-a-dire
dans l'intestin, tout cela constitue un faisceau de
preuves suffisant en faveur de l'action pathogene
du microbe de Koch.

Voici encore la fievre typhoide : la preuve finale
manque aussi, c'est-a-dire la reproduction de la
maladie sur 'homme ; le microbe de la fiévre
typhoide inoculé a quelques animaux leur donne
une septicémie mortelle, mais ce n’est la quune
expérience intéressante, et non décisive; elle ne
prouve rien pour la spécificité du microbe. Cepen-
dant les caractéres tranchés du bacille d’Eberth,
sa presence constante dans l'organisme malade,
et la seulement, forment un ensemble suffisant,
sinon complet pour la démonstration.

Plus incomplélement prouvée encore est 'action
pathogéne dubacillede la lepre (bacillede Hansen).
Ce bacille ne se culfive pas, et ne produit aucun
trouble chez les animaux auxquels on l'inocule.
On peut admettre cependant sa spécificité en con-
sidérant ses caracteres vraiment spéciaux de colo-
ration, et sa présence en quantité innombrable
dans les lésions lépreuses, et la seulement.

Il est encore dans 1'étude des microbes patho-
genes des questions de haut intérét, mais qui sor-
tent tout a fait du cadre élémentaire de notre
Précis : nous voulons parler de la question des
substances solubles toxiques (ptomaines) sécretées
par les microbes, et des atténuations de viru-
lence, en d’'autres termes des vaccinations, décou-
vertes qui sont la gloire de I'école francaise : nous
renvoyons nos lecteurs aux communications de
M. Pasteur, de M. Chauveau, et aux divers articles
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de MM. Roux et Chamberland pour les notions sur
ces belles études.

Voici dans ses lignes géncrales le plan élémen-
taire que noussuivrons dans 'exposé des quelques
maladies infecticuses que nous passerons en revue:
ce plan est concu de faeon a pouvoir élre répéteé presque
complétement dans les laboratoires d’étude.

Nous indiquerons d’abord pour une maladie
donnée quelles especes animales sont soumises
a la contagion naturelle, quelles autressont réfrac-
taires; puisen quelques mots nous dirons les voies
de la contagion naturelle.

Nous ferons ensuite connaitre les principales
données de pathologie expérimentale de 1'affection,
¢’est-a-dire quels animaux sont suseeptibles d’étre
infectés expérimentalement. Nous indiquerons
I'espece animale qui doit étre considérée comme
le meilleur réactif expérimental de 1'affection,
Nous dirons ensuite quels sont les animaux »éfrac-
laires, ce qui, dans 'espece, ne présente pas, on le
sait, un moindre intérét,

Les diverses manieres d'infecter expérimentale-
ment les animaux, celles qui conviennent exclusi-
vement a telle ou telle espece, seront indiquées.

Arrivant alors 4 l'agent pathogene, nous décri-
rons ses localisations dans 'organisme, ses carac-
teres biologiques, ses réactions vis-a-vis des ma-
tieres colorantes et des cultures.

Enfin nous terminerons par un rapide résume
oi les caractéres diagnostiques du microbe seront
condensés.

A ces points principanx nous joindrons acces-
soirement quelques lignes sur les lésions causées
par la maladie spontanée, sur les phénomenes

symptomatiques et les lésions de la maladie expe-
rimentale,
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Ce cadre ne sera pas toujours rempli, il s’en
faut; dans les affections exclusives a I’homme il
y aura plus d'une lacune, ce qui se concoit sans
qu’il soit besoin d’insister.

Nous n’admetirons dans notre description que
les maladies dont la preuve bactérienne est aujour-
o hui indiscutable, vejetant toutes celles qui ne pré-
sentent pas un caractére de certitude absolue.

Notre classification est des plus simples.

I. Maladies microbiennes communes aux animauz et
@ Uhomme.

I1. Maladies microbiennes spiciales aux animaud,

1. Maladies microbiennes spéciales a U'homme.

Dans nolre second groupe nous établirons une
division. Des maladies microbiennes des animaux
quelques-unes sont purementexpérimentales, ¢’est-
a-dire que creéées de toutes pieces par lexpéri-
mentation, elles ne sont jamais le produit de 1'in-
fection naturelle : telle la septlicémie des souris, ete.
(Ces maladies expérimentales sont nombreuses;
nous n’avons nulle intention de les passer toutes en
revue, mais seulement d'en donner, en présentant
quelques types bien délinis, un apercu suffisant.

Ceei dit, voici I'énumération des maladies que
nous étudions.

Maladies mierobiennes comumunes @ Uhomme et aux
animaux : charbon bactéridien; — tuberculose ; —
morve; — septicéemie de Pasteur; — actinomy-
cose; — les suppurations.

Maladies microbiennes spéciales aux animaur
charbon bactérien (charbon symptomatique); —cho-
léra des poules; — rougel du porec; — farcin du
beeuf; — mammite contagieuse des vaches laitieres;
— mammile gangréneuse des brebis (araignée);
— septicémie spontanée du lapin (inédit).

Maladies expérimentales : septicémie des souris;
— tétragénus.
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Maladies microbiennes spéciales a U'homme : cho-
léra; — lievre typhoide; — pneumonie — lépre;
— diphthérie.

Avant d’entrer en matiére, nous croyons bon de
dire quelques mots de certains microbes non patho-
génes, mais dont l'étude présente quelqu’intérét
pratique a trois points de vue.

a) L'étude de ces microbes, généralement simple
et typique, familiarisera les débutants avee les
procédés de la microbiologie.

b) Ces microbes viennent souvent souiller les
cultures; ils doivent étre reconnus et distingués
des microbes pathogénes.

¢) Enfin ces microbes peuvent offrir parfois une
analogie apparente assez grande avec quelques
especes pathogenes : tel le bacillus subtilis qui pré-
sente quelque ressemblance avec la bactéridie
charbonneuse.
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MICROBES NON PATHOGENES.

I. Bacille du lait bleu (PBacillus syncianus).

Ce microbe a la propriété de colorer le lait en
bleu. Cest un petit bacille droit, mobile, fin,
pourvu de spores.

Il pousse rapidement dans les bouillons, sur la
geélatine qu’il ne liquéfie pas, ainsi que sur la
gélose. 1l donne sur ces milieux solides et transpa-
rents une culture blanche au début, puis légere-
ment bleutée par transparence. En vieillissant, les
cultures deviennent un peu brunes.

Enfin sur pomme de terre il pousse trés bien et
produit une culture bleu foncé, trés abondante.
Il se colore facilement dans les solutions hydro-
alcooliques.

II. Bacille de la pomme de terre (Kartoffelbacillus).

Sur les pommes de terre, préparées pourla cul-
ture et incompletement stérilisées, il se forme
parfois en peu de temps une pellicule grisatre au
début, mamelonnée, ridée, qui ne tarde pas a
envahir toute la pomme de terre. En vieillissant,
la culture brunit. Cette pellicule est due a la pul-
lulation du Kartoffelbacillus.
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Ces bacilles munis de spores sont mobiles. Ils
liquéfient la gélatine et forment alors un dépot
blanc nuageux qui reste en suspension dans le
liquide.

IITI. Bacterium termo.

Bacilles gros, mobiles, bacilles vulgaires de la
putréfaction, formant sur les liquides en pulré-
faction une sorte de pellicule, ce qui indique leur
avidité pour l'oxygene,

~Ils poussent aisément sur tous les milieux de
culture liquides ou solides, en présence de l'air,

Ils donnent sur gelatine une culture blanche qui
ne tarde pas a liquélier, Ils se cultivent également
bien sur le sérum, la gélose et la pomme de lerre
ou ils donnent une culture blanc sale.

Dans les bouillons ensemencés avec le bacle-
riwm termo, 1l se produit & la surface une pelli-
cule mince, résultant de 'amoncellement des ba-
cilles.

IV. Bacillus subtilis.

Ce micro-organisme est trés intéressant a étudier,
car sa morphologie, ses réactions de coloration,
ses caracteres de cultures méme, le rapprochent
objectivement du bacillus anthracis, dont le sépare
d’ailleurs absolument sa réaclion expérimentale :
le bacillus subtilis n’est pas pathogéne.

Le bacillus subtilis est trés répandu. On le trouve
dans l'eau, dans la poussiére, mais surtout a la
surface des plantes, des graminées. Aussi est-il
communément appelé bacille du foin.

Il est treés simple de se procurer le bacillus sub-
tilis, voici le procéde qu’il convient d’employer a
cet effet :

Prenez un ballon stérilisé dans lequel vous ver-
serez une quantité d’ean distillée suffisante pour
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le remplir & moitié. Placez-y ensuite un peu de
foin coupé en petits fragments. Alcalinisez le
liquide Bouchez le ballon avec un tampon d'ouate
et exposez-le dans l'autoclave a —- 100° pendant
un quart d’heure environ : vous obtiendrez ainsi
une décoction d’un beau jaune d'or. Transvasez
purement une partie du liquide dans un ballon
Pasteur stérilis¢ et portez & I'étuve (37°). En deux
ou trois jours le bouillon sera trouble et recouvert
le plus souvent d’une pellicule qui résulte de
I'amoncellement des bacilles a4 la surface du
liquide.

Dans cette décoction de foin, le bacillus subtilis
examiné sans coloration apparait sous forme d4’un
batonnet, morphologiquement semblable a la bac-
téridie charbonneuse, maismobile, 4 extrémités ar-
rondies et « armé a ses deux extrémités d'un fla-
gellum ou cil extrémement fin » (Strauss).

La coloration du B. subtilis est simple ; les so-
lutions hydroalcooliques, le bleu de Loffler, le
procédé de Gram lui conviennent également.

CuLtures. — Si l'on séme dans du bouillon le
bacillus subtilis, « on voit le liquide se troubler
dans sa totalité au bout de quelques heures, puis
presenter a sa surface un voile sec qui peu a peu
s'épaissit et devient rugueux (I. Strauss) ».

Semé en pigiire dans lagélatine, il forme une cul-
ture blanche qui ne tarde pas a liquéfier la géla-
tine ; sur la pomme de terre il se développe rapi-
dement et donne lieu a une pellicule visqueuse,
luisante, blanc jaunitre.

Dans les cultures, le bacillus subtilis prend
comme la bactéridie charbonneuse la forme fila-
menteuse, et comme celle-ci encore il se sporule.

Le meilleur moyen de prendre une idee exacte de
la spore est I'examen a 1'état frais sans coloration;
les spores apparaissent dans le corps du filament

-
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sous forme de petits corps ovoides, réfringents.
Les spores « débordent un peu la membrane de
la cellule mere, étant plus larges qu’elle, tandis
(que les spores du bacillus anthracis v sont nelle-
ment inscrites

V. De quelques microbes de 1'air.

Nous n'avons pas i rappeler ici méme sommai-
rement les expériences fondamentales de Pasteur

Fie, #1.

A, vert d'eau (non l|ﬂ|1|i'~li:mt . Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Sarema lulea. Gultore, Leitz, oc. 3, obj. 1/12,

sur la présence des microbes dans 'air, non plus
que les méthodes de numération et d'isolement de
ces microbes imagindes récemment par Duclaux,
Migquel, Straus, Pietri, Hesse, ete.

Fli. DE MICRORIE, I
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Ce que nous voulons metlre plus particuliére-
ment en lumicre, ¢’est 'envahissement des milieux
de culture insuffisamment stérilisés ou insuffi-
samment prolégés par les microbes vulgaires de
'air: en méme temps nous décrirons quelques-
uns de ces organismes, ceux (ui se rencontrent
le plus fréquemment a la surface des cultures
exposées a lair.

Exposez a Dair pendant quelques instants une
plaque de gélaline, une pomme de terre préparée
pour la culture; stérilisez insuffisamment les di-
vers milicux de culture solides ou liquides; ouvrez
sans précaution un tube de cullure, un maltras :
vous verrez au boul d’un temps plus on moins
long sedévelopper sur ces milieux des organismes
de l'air :

Bacilles el microcoques formant sur les milieux so-
lides des colonies chromogenes de nuances variées
blanehes, jaunes, grises;

Champignons et moisissures de couleur blanche,
noire, rosée, etc., a chevelu délical et élégant
(uspergillus niger, albus, etc., ete.).

Il serait superflu et fastidieux de passer en re-
vue tous ces organismes; un mol seulement des
plus remarquables d’entre eux.

A. Micrococeus prodigiosus. — Ce microbe est
Lrés 1ntéressant & connailre a cause de la couleur
rouge sang qu'il produit sur les différents milieux
de culture.

Il se développe spontanément sur le blanc d’euf
et sur le pain.

On le rencontre accidentellement sur les cultu-
res de gélatine en plaques ou il forme des colonies
roses.

[l pousse dans les houillons. Il pousse dans la
geélatine quiil liquétie el donne par piquare une cul-
ture d’abord blanche, puis rose et enlin rouge sang.
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Quand tout le cylindre gélatineux est liquéfié, la
culture se dépose au fond du tube sous forme d’un
sédiment rouge sang. 11 se cultive également sur ge-
lose ou il donne sa couleur caractéristique.

Sur pomme de terre, il produit une belle culture
rose, qui, parla suite, devient peua peu rouge sang.

B. Micrococcus luteus. — On le rencontre dans la
gélatine et sur les pommes de terre ou il donne
des cultures jaune citron.

C. Micrococcus aurantiacus. — Un peu plus rare
que le luteus; on le voit également sur les pommes
de terre : ses cultures sont d'un beau jaune doré.

D. Sarcina lutea. — Cette sarcine se trouve dans
I'air. Elle vient dans quelques cas souiller les mi-
lieux de culture.

Les sarcines sont presque toujours agglomérées :
elles forment ainsi de grandes zooglées. Les élé-
ments qui composent chacune d’elles sont ovoides,
trésréfringents,immobiles, réunis entre euxde telle
facon qu’ils forment un cube.

Les sarcines jaunes se colorent trés facilement;
mais le plus souvent les colorations se font en
masse, de sorte qu’il est impossible d’observer les
détails. Pour arriver 4 un bon résultat, il faut
employer des solutions hydro-alcooliques trés fai-
bles. Le brun de Bismarck et la vésuvine en so-
lutions légéres donnent d’excellents résultats.

Le Gram et le Weigert ne colorent pas la sar-
cine jaune,

Rien n’est plus aisé que de cultiver les sarcines
jaunes,

Elles poussent en présence de I'air dans les bouil-
lons. Sur la gélatine qu’'elles liquéfient, et la gélose,
elles forment & la surface, du jour au lendemain,
un enduit blane, épais, qui en deux ou Lrois jours
devient jaune serin. Sur la gélatine en plaques,
elles donnent des colonies rondes et jaunes.
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Enfin, sur la pomme de terre, elles produisent
une couche épaisse, luisante, qui prend avec le
temps la teinte caracléristique.

VI. Microbes de 1l'eau.

Un mot sculement & ce sujet. L'eau de source
prise au point d'émergence est pure, elle ne ren-
ferme aucun micro-organisme, ainsi que l'ont
démontré les premiers travaux de Pasteur. Les
autlres eaux contiennent des micro-organismes en
nombre plus ou moins grand suivant leur degré
de souillure. De ces micro-organismes la plupart
ne sont pas pathogenes; nous savons cependant
que 'eau peut servir de véhicule aux bacilles de la
lievre typhoide et du choléra.,

Les divers microbes que contient une eau seront
facilement isolés par la méthode de Koch (cultures
sur plaques). Nous ne voulons entrer dans aucun
détail a ce sujet, ni mentionner les divers perfec-
tionnements que cette technique a recus, non plus
que les procédés de numération des colonies usi-
tés dans nos laboratoires.

Indiquons rapidement un certain nombre d’es-
peces chromogenes banales que contiennent a peu
pres toutes les eaux.

A et B : deux bacilles a réaction chromogene
verte sur la gélatine et la gélose : 'un d’eux liqué-
fie la gélatine, l'autre non.

G. Un bacille a réaction violette (liquéfie la gé-
latine).

D. Un bacille a réaction chromogeéne rouge dans
la gélatine qu’il liquétie, etc., ete.




GHAPITRE II

MALADIES MICROBIENNES COMMUNES A L'HOMME
ET AUX ANIMAUX.

|
CHARBON BACTERIDIEN

FIEVRE CHARBONNEUSE. — SANG DE RATE,; ETC.

I. Historique.

La découverte de la bactéridie charbonneuse
est due & Davaine et Rayer. Les points principaux
de I'histoire de cette affection ont été établis par
Davaine, Koch, Pasteur, Chamberland et Roux.

Le lecteur trouvera dans le livre de Straus : « Le
charbon des animaux et de I'homme, » un exposé
magistral de toute la question. '

II. Charbon bactéridien spontaneé (1).

Le charbon bactéridien est une maladie com-
mune aux animaux et 4 'hommae.

(1) Il est hien entendu que ce terme spontané appliqué & une ma-
ladie microbienne quelconque indique 1'affection contraclée par
contagion naturelle et non arlificielle. Le terme « spontané » sop-
pose ainsi au terme « exrperimental ou tnoculé o,



186 MALADIES MICROBIENNES.

a) Charbon spontané des animaur. — La voie
d’introduction naturelle du charbon chez I'animal
est le tube digestif : c¢’est en ingérant avec leurs
aliments des bactéridies sous la forme de spores
que les animaux prennent le charbon.

Des animaux domesliques, les uns sont doués de
réceptivité pour le charbon ; les autres sont réfrac-
taires & la maladie.

Les animaux de la premiére catégorie sont : le
mouton, le beuf, le cheval; le mouton et le beeuf
offrent une réceptivité plus grande que le cheval.

Les animaux réfractaires sont le chien, le chat,
le pore, les.oiseaux, etc., ele.

L'immunité naturelle peut cependant étre vain-
cue dans certaines circonstances rares et toutes
spéciales. 11 existe des faits authentiques de char-
bon chez des pores et chez des chiens qui avaient
mangé de la viande ou des viscéres d’animaux
charbonneux; dans la plupart de ces cas, la ma-
ladie affectaitla forme d’'angine ou de glossanthrax.
M. Nocard a cité I'exemple d'un chat qui mourut
d'une amygdalite hactéridienne.

b) Charbon spontané de lhomme. — L’organisme
humain ne constitue pas un milieu trés favorable
au développement de la bactéridie; 'homme peut
cependant contracter le charbon de trois facons
différentes :

1° Par inoculation cutanée accidentelle : bles-
sure, piqure, excoriation de la peau chez les indi-
vidus qui manient les cadavres charbonneux (véte-
rinaires, bergers, bouchers, équarrisseurs) ou les
peaux d’animaux morts de charbon (tanneurs,
megissiers).

L’aceident initial dans cette forme, qui est la
plus fréquente, est la pustule maligne.

2° Par les voies digestives : ¢'est le charbon intes-
tinal, résultant de I'ingestion de substances souil-
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lées de bactéridies ou de spores charbonncuses
(viandes charbonneuses, ete., ete.).

3° Par les voies respiratoires : c'est le charbon
pulmonaire, forme vare, décrite chez les chiffonniers
de Vienne, et chez les trieurs de laine de Bradford
en Angleterre (Woolsorters' disease), qui est évi-
demment le résultat de la pénétration dans les
voies respiratoires de poussieéres chargées de
spores charbonneuses.

Les lésions macroscopiques trouvées a 'autopsie
d'un sujet charbonneux (homme, mouton, beeuf,
cheval, ete.) sont identiques dans leurs traits prin-
cipaux, ceux-ci étant d'ailleurs plus ou moins
accusés suivant l'espece : sang noir, poisseux,
incoagulable; veines gorgées de sang et conges-
tions viscérales diverses; rafe énorme, noire, dif-
fluente ; muqueuses de Uintestin gréle, du gros intestin,
parfois de l'estomac, parsemées d’ecchymoses noi-
riatres, et de saillies d'aspect furonculeux, noi-
rdtres, brundtres ou verddtres, uleérées ou non, en
partie gangrenées; poumon presentant des foyers
congestifs ou apoplectiques; putréfaction rapide
du cadavre, etc., etc.

Le sang, les pulpes organiques et la rate au pre-
mier rang, la moelle osseuse, les ganglions, ete.,
sont virulents.

III. Charbon expérimental. — Charbon inoculé.

a) Réceplivité des diverses espéces pour le charbon
expérimental. — Il y a divers moyens de conférer
le charbon aux animaux d’expérience : l'infection
par les voies digestives, U"inoculation intra-vaseulaire,
Uinoculation sous-cutande.

L'infection par les voies digestives reproduit le
mode de contagion naturelle; sauf pour certaines
expériences, elle ne présente pas un grand intérél.,
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Le véritable mode expérimental, le mode de
pratique courante est linoculation sous-cutande.

Les animaux réagissent a son égard d'une facon
trés variable, qu'il est bon d'indiquer rapidement.

Le mouton prend le charbon inoculé avec la
méme facilité que le charbon spontané : le beeuf, si
sensible au charbon spontané, oppose au charbon
inoculé¢ une grande résistance; le cheval prend
mieux que le beeuf le charbon inoculé.

Le porc adulte résiste & l'inoculation charbon-
neuse, le porcelet succombe ; les chiens et les chats
adultes sont entierement réfractaires a lI'inocula-
lion, tandis qu'on peut & la rigueur vaincre la
résistance des jeunes sujets, des jeunes chats,
plus encore que des jeunes chiens.

Les oiseaux, & I'exception de trés jeunes sujets,
sont insensibles a4 l'inoculation charbonneuse
on peut cependant par un dispositif spécial arriver
a triompher de leur immunité : c¢’est ainsi qu’en
plongeant partiellement une poule pendant douze
4 quinze heures dans ’eau courante on abaisse sa
température et on la rend apte a contracter le
charbon inoculé (Pasteur).

Les véritables réactifs expérimentauxr du charbon
sont, en dehors du mouton : le lapin, la souris et
surtout le cobaye : ce seront 1a les animaux d'élec-
tion du laboratoire pour toute recherche expéri-
mentale ou diagnostiqgue, portant sur le charbon ; ce
seront les véritables réactifs du charbon.

Assez résistants a I'infection par la voie intesti-
nale, la souris, le lapin et surtout le cobaye
prennent admirablement le charbon inoculé.

b) Inoculation. — L’inoculation sous-cutanée se
pratique a l'aide de la seringue de Pravaz : on
choisit de préférence pour lieu d'inoculation chez
le mouton, le lapin, la souris, le cobaye, la face
interne de la jambe. La matiére d'inoculation est
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trés variable : culture virulente; pulpes de rate,
de ganglions, de foie, moelle osseuse, etc., broyées
et délayées dans du bouillon ou de l'eau stérili-
ses, et passées sur le papier filtre.

¢) Symptomes et lésions du charbon expérimental. —
Au bout de dix & quinze heures on voit, chez le
lapin, la souris, le cobaye, « un empdtement wedé-
mateux assez prononcé, facile & sentir par la pal-
pation, se développer au point d'inoculation; en
méme temps la température centrale de 'animal
s'élevera d’'un ou deux degrés. Lesautres symptomes
accuses par les animaux sont insignifiants; ils con-
tinuent a manger et a se bien porler en apparence
jusqu'a quelques heures avant la mort; celle-ci
survient ordinairement trente-six a quarante
heures aprés I'inoculation chez le cobaye, quarante-
huit & soixante heures chez le lapin. Elle est pré-
cédée d'une courte période pendant laquelle I'ani-
mal parait inquiet, change souvent de place, urine
[réquemment; la respiration s’accélére; 'animal
devient comme indifférent et assoupi;il ne cherche
plus a fuir, et quand il le fait c’est avec des mou-
vements Incertains et mal coordonnés. Puis il
tombe dans une sorte de coma; la respiration
devient plus superficielle, et il meurt apres quel-
(ques légeres convulsions, et une température
centrale fortement abaissée, a 34°, a 32°; quelque-
fols a 30° » (Straus).

(‘est dans les derniéres heures de la vie seule-
ment que les bactéridies apparaissent dans le
sang : il sera facile de s’assurer de leur présence
en prenant de temps a autre quelques gouttes du
sang de l'oreille et en examinant ce sang par les
proeedés que nous indiquerons ci-dessous.

« A lautopsie on ne trouve plus a la peau de
trace de la piqare d'inoculation; mais a ce niveau,
dans une étendue parfois fort grande, le tissu
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cellulaire sous-cutané est le siege d'une infiltration
edémateuse tout & fait caractéristique; c’est un
edéme gélatineux, tremblotant, transparent, a
peine teinlé de rouge, rappelant un peu la consis-
tance du corps vitré de I'ceil » (Strauss).

Cet @déme est d’autant plus prononcé que la
survie a été plus longue.

« Les ganglions lymphatiques correspondant a
la région inoculée sont augmentés de volume, rou-
ges, ecchymotiques, entourés d 'une zone d’edéme. »

La rate est tuméfiée, diffluente, le foie est vive-
ment congestionné; les poumons sont hypérémiés
ainsi que les reins, etc. [l est & remarquer, et c’est
un point intéressant, que les lésions intestinales,
qui sont de regle dans le charbon spontané, man-
quent le plus souvent dans le charbon inoculé.

IV. La bactéridie charbonneuse (bactéridie de Davaine).
Sa recherche dans les liquides et les tissus organiques
de l'animal charbonneux.

a) Le sanxc. — Le sang doit ¢tre autant que pos-
sible pris dans le ceceur, et examiné dans le plus
bref délai aprés la mort : I'examen se fera sans
coloration, et avee coloration.

Examen sans coloration. — 51 I'on dépose sur une
lamelle une goutte de sang charbonneux, et qu'on
la porte sous le microscope (grossissement de 400
a 500 diametres, sans éclairage Abbe), « on aura
sous les yeux le spectacle saisissant si bien décrit
en quelques mots par M. Pasteur :

« Des globules rouges, plus ou moins agglu-
tinés, coulant comme une gelée un peu fluide, des
globules blancs en nombre plus grand que dans
le sang normal et des batonnets qui nagent dans le
sérum limpide. » Ces bidtonnets sont droits,
flexibles, cylindriques, immobiles, homogenes
comme du verre. Les uns paraissent conslituer
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un bdtonnet unique, les autres sont formes de
deux ou lrois articles (rarement davantage) placés
bout a boul, séparés par une scissure nelte,
ladhdérence des segments contigus ne se faisant
plus que d'une facon liche et souvent par un des
angles sculement. L'épaisseur des bdtonnels est
d'environ 1 a 25 v; la longueur est trés variable,
enlre 5 et 20 p. Tel est l'aspect que présente le
bacillus anthracis, examiné dans le sang ou dans
les autres produits charbonneux frais, sans autre
mode de préparation. » (Straus.)

Ewxamen avee coloration. — Le sang charbonneux
se colore bien par les diverses methodes de colora-
tion simple exposées dans le chapitre vi. On pourra
placer lalamelle surlaquelle lesang a été étalé dans
une solution hydro-alcoolique de violet de gen-
tiane, de fuchsine, de rubine, de bleu de méthyle.

La solution bleue de Loffler donne aussi d'ex-
cellents résultals @ les bactéridies apparaissent en
bleu foncé, les globules en vert pale.

Les méthodes de double coloration de Gram et
de Weigert donnent d’excellentes préparations; la
coloration dufond, ¢’esi-a-dire icides globules, doit
¢tre faite & 'éosine : les bacilles teinls en violet
foncétranchent bien surles globules colorésen rose.

Les examens avee coloration de la bactéridie
charbonneuse doivent se faire au grossissement
de & a 500 diameltres avee 'éclairage Abbe,

b) OEDEME GELATINEUX DU CHARBON EXPERIMENTAL
AU POINT D INOCULATION. — On trouvera dans cet
ademe, examiné avec ou sans coloration, des bac-
téridies en petite quantité, beaucoup plus longues
que dans Ie sang.

¢) PuLpes oreaNigues. — Les pulpes de rate, de
foie, de poumon, de ganglions, la moelle osscuse
seront examindées sur lamelles par coloration
sunple ou double.



192 MALADIES MICROBIENNES.

On traitera les lamelles par les solutions hydro-
alcooliques de violet de gentiane, de fuchsine, de
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rubine, de bleu de méthyle, par le bleu de Loftler
:.ll.lal]d on voudra faire la coloration simple.
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La coloration double se fera par la méthode de
Gram ou de Weigert, le fond sera coloré a 1'éo-
sine, au brun de Bismarck ou au carmin.

d) Les divers organes du sujet charbonneux se-
ront examinés en coupes histologiques : les organes
a choisir seront le foie, le poumon, le rein, la
rate, 'intestin. Ces coupes seront traitées par les
méthodes de double coloration de Gram ou de
Weigert, qui réussissent également bien; la mé-
thode de Gram a plus de finesse. Les bactéridies
apparaissent en violet foncé au milieu du tissu
coloré en rose par le carmin, ou l'éosine, ou en
brun pdle par le brun de Bismarck.

Une préparation fort intéressante est celle du
mésentére des sujets charbonneux : rien ne met
mieux en lumiére la localisation vasculaire de la
bactéridie. On obtient dans ces préparations une
véritable injection bactéridienne des petits vais-
seaux de l'organe. Voici comment se fera la preé-
paration (1): sur un disque excavé en son milieu
(une tranche prise sur un bouchon de liege et
dont on excavera toute la surface intérieure rem-
plira parfaitement le but), on charge une portion
de mésentére, en évitant les vaisseaux de trop
gros calibre. On détache du reste du mésentere
la partie de cette membrane chargée surle disque,
et on la passe au mélange déther et d’alcool a
parties égales. Onla plonge ensuite dans le violet
de Gram pendant une demi-heure.

On détache alors la membrane colorée en violel
du disque qui la supportait; on la divise en plu-
gleurs fragments qu'on passe a la solution iodo-
iodurée et qu’on porte ensuile dans ’'aleool absolu
jusqu’a décoloration. On achéve en colorant a
['éosine et on monte comme une coupe.

(1) 1l est avantageux de choisir pour celte préparation un sujef

maigre.
-

i1
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Le mésenteére peut étre aussi traité par la mé-
thode de Weigert: on commence par en charger
la portion choisie sur un disque comme il est dit
ci-dessus, et on traite ensuite cette partie de la
membrane par la méthode de Weigert.

Lorsque la préparation est bien réussie, les
vaisseaux se détachent en fines trainées violettes
dans lesquelles on distingue une quantité innom-
brable de bactéridies sur le fond rose de la mem-
brane.

V. Culture de la bactéridie charbonneuse.

Aérobie, la bactéridie se cullive en présence
de l'air & toute température de 16 a 43°. La tem-
peérature la plus favorable est de 30 a 35°.

La bactéridie se développe dans les milieux li-
quides et sur les milieux solides transparents et
opaques : gélatine, gélose, pomme de terre.

On choisira de préférence pour semence le sang,
ou la pulpe de rate et de ganglion.

@) CULTURE DE LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE DANS
LES MILIEUX LIQUIDES. Urine. — C'est dans l'urine
neutre que M. Pasteur fit ses premiéres cultures
de bactéridie. Le bouillon doit étre préfére.

Bouwillons. — Tous les bouillons, qu’ils soient faits
de viande de poule, de mouton, de veau, de beeuf,
etc., se prétent bien a la culture de la bactéridie.
— Le bouillon, ensemencé avec une goutte de sang
ou de pulpe organique charbonneuse, est mis a
I'étuve a la température convenable.

« Au bout de quelques heures, on voit des flo-
cons ténus nager dans le liquide; ces flocons
grossissent et conservent une certaine cohésion,
de sorte qu’ils résistent & une légere agitation im-
primée au liquide qui rveste limpide dans leur in-
tervalle. Dans les heures suivantes ces flocons de-
viennent assez volumineux pour former comme un
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nuage au sein du liquide. Cet aspect Hloconneux de
la culture de la bactéridie dans le bouillon est carac-
téristique. « Apres quelques jours de séjour a 1'é-
tuve, le bouillon dans lequel a poussé la bactéridie
a légérement bruni et est redevenu limpide, et sur
le fond du vase s'est déposée une fine poussiere
qui se souleve quand on agite le liquide » (Straus).

i) CULTURE DE LA BACTERIDIE DANS LA GELATINE. —
La bactéridie ligudfie la gélatine; la culture ne doit
se faire qu'en piqares ou en plaques : elle donne
une apparence parfols assez caracléristique.

La gélatine étant ensemencée par pigare, et
laissée a la température du laboratoire, « au bout
d'un jour on la verra se fluidifier & la partie su-
périeure, et de haut en bas, en méme temps qu'il
s’y forme des flocons blancs, d’olt partent presque
toujours de fins filaments enchevéirés et ramifiés
(qui donnent & la culture une apparence arbores-
cente » (Straus).

Aprés un certain temps, la gélatine est flui-
difiée dans toute sa hauteur, et les flocons blancs
formés par les bactéridies tombent au fond.

« Cultivée sur la gélatine étalée en couche mince
sur une plaque de verre (culture sur plaques de
Koch), la bactéridie charbonneuse se développe
sous forme de colonies arrondies qui, examinées
a un faible grossissement, présentent au centre
un aspect filamenteux enchevétré; a la périphérie
de la colonie, ces filamentls sont assez réguliére-
ment onduleux » (Straus).

¢) CULTURE DE LA BACTERIDIE SUR LA GELOSE. — Sur
la gélose en strie, a I'étuve, la bactéridie se dé-
veloppe bien en 24 a 48 heures sans apparence
caractéristique,

() CULTURE DE LA BACTERIDIE SUR POMME DE TERRE.
— La bactéridie donne sur la pomme de terre, i
I"étuve, en 24 ou 48 heures, des colonies seches



196 MALADIES MICROBIENNES.

blanches; lorsque les colonies sont assez rappro-
chées pour arriver a fusionner, la pomme de
terre semble recouverte d'une couche crémeuse.

EXAMEN DES CULTURES DE CHARBON. MORPHOLOGIE ET
COLORATION DE LA BACTERIDIE CULTIVEE. — Dans
l'organisme, la bactéridie n’a que la forme bacil-
laire; dans les cultures, elle prend deux nouvelles
formes : la forme filamenteuse, et la forme sporulaire.

Les cultures seront examinées sans coloration et
avec coloration.

Examen sans coloration — Dans une goutte de
culture mise sur une lamelle (apres dilution dans
le bouillon stérilisé, s'il s’agit de culture sur gé-
lose ou sur pomme de terre), et portée sous le
microscope, on « apercoit des filaments extréme-
ment longs, cylindriques, non ramifiés, ondulés,
tordus quelquelois les uns sur les autres et enche-
veétrés comme des paquets de cordes. Ces filaments
paraissent homogenes dans toute leur longueur,
sans trace de séparation transversale, sauf sur
les points ou 1l existe des ruptures » (Strauss).

I’apparence filamenteuse de la bactéridie est
trés saisissante déja au bout de 24 heures dans les
cultures en bouillon séjournant a I'étuve. Des cette
époque parfois les spores apparaissent, mais elles
sont plus nettes et plus nombreuses au bout de
quelques jours. A cette époque « beaucoup de fila-
ments paraissent remplis de noyaux réfringents,
un peu allongés; quelques-uns sont encore dans
des filaments trés nets, quelques autres forment
des chaines ol on reconnait la forme des filaments
qui leur ont donné naissance, mais ou le contour
a disparu; d’autres enfin sont tout a fait libres et
flottent dans le liquide. Ces noyaux sont les ger-
mes, lesspores ou graines de la bactéridie » (Cham-
berland, Charbon et vaccination charbonneuse).

Examen avec coloration. — Les cultures de bac-
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téridie charbonneuse se colorent bien par les diffeé-
rents procédés de coloration simple exposés au
chapitre vi; les solutions hydro-alcooliques de vio-
let de gentiane, de fuchsine, de rubine, de bleu de
méthyle donnent de belles colorations des lamelles
chargées des produits de culture charbonneuse.
Nous recommandons le blen de Loffler et surtout
la solution hvdro-alcoolique de bleu de méthylene
trés légere qui donne des préparations trés fines.

Les méthodes de Gram et de Weigert réussissent
bien, et la méthode de Gram grossit moins les éle-
ments et a plus de finesse ici que la méthode de
Weigert.

La constitution des filaments est bien mise en
lumieére par les couleurs. « On constate que les
filaments sont formés par une gaine hyaline déli-
cate, renfermant une rangée de masses protoplas-
miques cubiques ou allongées; celles-ci sont
séparées les unes des autres par des cloisons
transversales et chacune d’elles représente une cel-
lule végétative » (Straus).

Les spores restent incolores dans les filaments,
(quelle que soit la méthode de coloration employée,
coloration simple ou méthode de Gram et Weigert.

On a proposé de faire une double coloration des
filaments sporiferes dans lesquels le corps de la
bactéridie et la spore prendraient alors une couleur
différente, de facon a metlre en évidence sur les
préparations colorées le germe de la bactéridie.

Le procédé consiste 4 traiter les lamelles par la
meéthode d’Ehrlich : la lamelle passée six a sepl
fois dans la flamme est mise pendant vingt-quatre
a (uarante-huit heures dans la solution rouge
d’Ehrlich (1); on décolore par le mélange d’aleool et
d’acide nitrique au 1/10%; on lave a I'eau et on co-

(1) Il est bon de placer le verre de montre qui contient le ban
eolorant ot plonge la lamelle & ['étuve & 30-350,

{1
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lore 4 nouveau dans une solution hydro-alcoo-
lique de bleu de méthyléene. Les filaments sont
colorés en bleu, les spores apparaissent en rouge
dans l'intérieur du filament. '

Cette methode est infidele, et ne réussit que
dans un petit nombre d’essais; la meilleure ma-
niére d’'observer les spores est la préparation frai-
che, sans coloralion.

VI. Résumé des caractéres de la bactéridie
charbonneuse.

La bactéridie charbonneuse est aérobie; elle est
immobile dans les liquides organiques et dans les
cultures. Dans lorganisme elle ne se présente
que sous la forme bacillaire. Dans les culfures
elle prend la forme filamenteuse et se sporule.
ille se cultive sur tous les milieux artificiels, et
la température la plus favorable est de 30° a 35°.
Elle fluidifie la gélatine, prend une apparence ca-
ractéristique dans le bouillon, moins caractéris-
tique, mais encore assez spéciale, sur la gélatine et
la pomme de terre. Elle se colore parles méthodes
de Gram et Weigert.

[
TUBERCULOSE

I. Historique.

A Villemin revient incontestablement 'honneur
d’avoir démontré la virulence de la tuberculose
(1865). R. Koch a, dans ces derniéres années (1882),
découvert le bacille de la tuberculose, dont il a
pleinement demontre le role pathogene : il n'est
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(ue juste de donner & ce bacille le nom de bacille
de Koch.

Récemment MM. Nocard et Roux ont fait faire a
la technique des cultures du Dbacille de Koch,
jusque-la fort imparfaite, un pas décisif.

II. Tuberculose spontanée.

La tuberculose est une maladie commune &
I'’homme et aux animaux.

L'homme est extrémement sensible & la tuber-
culose spontance, et la maladie affecte chez lui
les allures les plus variées. L'organe preféré de la
tuberculose humaine est assurément le poumon,
ou l'affection se montre sous diverses formes :
phtisie aigué (granuleuse ou puneumonique) et
phtisie chronique. La tuberculose peut aussi se
localiser chez I'homme, et souvent pendant un
temps fort long, a d’autres organes (bouche, pha-
rynx, larynx, intestin, testicule, cerveau, os, arti-
culations, etc.). La terminaison habituelle de ces
tuberculoses locales est la propagation au pou-
Mon.

Enfin il existe une forme aigué de tuberculose
généralisée qui conduit rapidement & une terminai-
son funeste, et dans laquelle tous les viscéres sont
couverts de granulations tuberculeuses: cette forme
(granulie d’Empis) est tantot primitive, et tantot
secondaire, terminant 1'évolution d'une tubercu-
lose locale quelconque. '

La tuberculose a chez I'homme pour porte
{’entrée principale les voies respiratoires, et c'est
le crachat du phtisique, chargé de bacilles de
Koch, qui constitue le plus grand danger de
contagion tuberculeuse pour I’homme sain.

Dans quelques cas rares la tuberculose peut pro-
venir d'une inoculation accidentelle.
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Elle peut, plus fréquemment, étre contractée par
lavoie digestive : ¢’est ainsi que 'usage du lait cru
provenant d’'une vache atteinte de mammite tuber-
culeuse offre pour des jeunes enfants un réel dan-
ger; théoriquement on peut admettre que la viande
d’animaux tuberculeux puisse offrir quelques dan-
gers, mais seulement dans des circonstances abso-
lument exceptionnelles. Enfin on a quelques rai-
sons de penser que l'infection tuberculeuse peut
se produire par la voie génilale.

Tuberculose spontanée des animauzxz. — Des espéces
animales domestiques, les unes sont spontanément
tuberculisables, avec un plus ou moins grand degré
de fréquence, les aulres sont réfractaires a la
fuberculose spontanee.

Parmi les animaux de la premiére catégorie il
faut citer :

Le beuf au premier rang ;

Le porc & un degré beaucoup moindre que le
beeuf';

Le cheval, dont la tuberculose a été longtemps
niée : la maladie est en effet rare chez lui;

Le chien jouit lul aussi d'une grande immunité ;
la tuberculose peut cependant se rencontrer chez
cet animal;

La tuberculose spontanée du chat est de toute
rareté¢; une des figures de cet ouvrage atteste
cependant que le chat peut dans des circonstances
tout a fait exceptionnelles se tuberculiser;

Les oiseaux de basse-cour deviennent assez
fréquemment tuberculeux dans les conditions
naturelles. .

Les animaux réfractaires sont le mouton et la
chévre : « Je n’ai pas observé un seul cas de
tuberculose naturelle chez ces animaux » (Nocard).

Le cheval et surtout le chien et le chat, s'ils ne
sont pas absolument réfractaires, peuvent @& bon
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droit étre considérés, nous l'avons vu, comme
relativement trés peu prédisposés a la tuberculose
spontance.

Chez le beeuf la tuberculose est surtout pulmo-
naire, ce qui indique que la porte d’entrée est
principalement respiratoire; les poumons, les ple-
vres, les ganglions bronchiques sont le siege
principal des lésions tuberculeuses, qui, dépassant
d’ailleurs le thorax, portent aussi sur les ganglions
meésentériques, sous-lombaires et du bord convexe
de I'intestin, sur le foie et sur les organes lym-
phoides de I'intestin (follicules clos et plaques de
Peyer), sur la rate & un moindre degré, et rarement
sur le rein.

La tuberculose peut dans quelques cas chez le
beeuf porter exclusivement sur les voies digestives
(ganglions mésentériques, intestins, foie, rate,
péritoine), les poumons restant absolument sains :
I'infection se fait dans ces cas par les voies diges-
tives.

Porc. — Peut-étre faut-il rapporter a la tubercu-
lose la maladie désignée sous le nom de serofule
du pore. En tout cas 1§ tuberculose pulmonaire
existe chez le pore, si rare y soit-elle (Nocard).

Cheval. — La tuberculose équine se priésente
sous deux types distincts :

« Le premier type de beaucoup le plus fréquent
se rattache a la tuberculose abdominale : hypertro-
phie énorme des ganglions mésentériques et sous-
lombaires, de la rate et du foie; ulcérations pro-
fondes et élendues des plaques de Peyer..... Il est
hors de doute que, dans cette forme de la maladie,
Uinfection s’est faite par les voies digestives; ce
(qui le prouve encore, c'est le peu de gravité et
'dge peu avancé des lésions pulmonaires qui sur-
viennent a la derniére période de 'affection.....
Dans le deuxieme type, la tuberculose parait avoir
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débuté d’emblée par le poumon; au moins les
ganglions bronchiques et le poumon semblent-ils
seuls atteints » (Nocard). La lésion se présente sous
une forme singuliére : « On croirait avoir affaire
a une néoplasie, & un sarcome, par exemple, qui se
serait généralisé a toute la trame du poumon. »

C’est seulement chez les chiens vivant au contact
de tuberculeux, chez les chiens léchant les produits
d’expectoration de leurs maitres tuberculeux, que
la tuberculose s’observe, :

(Fest a 'alimentation par un lait suspect que
devait étre rapportée la tuberculose du jeune chat
dont une figure de ce livre montre les lésions hé-
patiques.

Chez les oiseaux de basse-cour, la regle est « que
les leésions sont confluentes sur les organes an-
nexes du tube digestif : le foie, la rate, I'intestin
sont le plus souvent farcis de lésions tuberculeu-
ses énormes et caleiliées; il est exceptionnel que
le poumon soit envahi; quand il I'est, c’est a la
derniére période de la maladie, et les foyers sont
beaucoup moins nombreux que ceux du foie et
de la rate » (Nocard). L’infection se fait par les
voies digestives, I'animal picorant des produits
tuberculeux d’expectoration humaine, ou des pro-
duits d’excrétion intestinale 1:11134{31‘-':,ulnsm2~~ rejetés
par d’autres oiseaux de la méme basse-cour at-
teints par la maladie ; parfois aussi la tuberculose
provient de ce que les animaux sont nourris avec
des issues venant d’animaux tuberculeux.

La tuberculose affecte parfois chez les volailles
une forme toute particuliére éminemment dange-
reuse pour le consommateur : « L'animal est en
bon état de chair ; le foie, un peu volumineux et
pale, semble en voie d’infiltration graisseuse; on
n'y trouve pas trace de ce piqueté blanchdtre qui
caractérise le premier stade du développement des
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tubercules » et cependant ce foie est rempli de
bacilles de Koch.

Produits virulents de Uorganisme tuberculeur. —
Toutes les dsions tuberculeuses, les crachats et le je-
tuge de 'homme et des animaux tuberculeux sont
virulents.

La virulence du sang est absolument exception-
nelle et passagere. -— Nous tenons pour parfaite-
ment démontré par les expériences de Nocard,
expériences relatées au Congres de la Tuberculose
de 1888, que les muscles d'un animal tuberculeux
ne sont virulents que dans des cas tout aussi ex-
ceptionnels que le sang, et d'une facon tout aussi
passagere. — Le lait ne contient le bacille de Koch
quautant qu’il provient d'une mamelle tubercu-
leuse.

III. Tuberculose expérimentale.

Il existe bien des manieres de conférer la tuber-
culose aux animaux. On peut y réussir par :

{. Inoculation sous-cutanée (1),

2, Inoculation intrapéritondale.

3. Inoculation intravasculaire.

k. Inoculation dans la chambre antérieure de U'wil.

5. Infection par les voies digestives (2).

Les matiéres d'inoculation sont tres diverses
on peut faire usage de crachats ou de jetage tu-
berculeux, de pus tuhpmulm\ de pulpes d'orga-
nes tuberculeux (ganglions, rate, foie, moelle os-
seuse) écrasées et diluées dans de l'eau ou du
bouillon stérilisés, enfin de cultures pures.

L'inoculation sous-cutanée peut étre pratiquée
avec un quelconque e ces produits; il en est de

(1) L'inoculation superficielle, i 1a lancette, est un moven presque
inefficace de conférer la tuberculose. :

(2) Nous omettons les inhalations de matiéres tuberculeuses, qui
ne sauraient entrer dans la pratique courante.
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méme de 'infection par la voie digestive, qui sera
réalisée en faisant ingérer a 'animal avec ses ali-
ments le produit virulent choisi, jetage, crachat,
pus, pulpe organique, etc.

Mais l'inoculation intrapéritonéale, I'injection
intravasculaire, l'inoculation dans la chambre
antérieure de I'wil, réclament des produits viru-
lents d’une pureté absolue : il faudra donc rejeter
le jelage, les crachals, le pus, et n’utiliser que les
pulpes organiques pures et les cultures; en outre
pour les injections intravasculaires le virus, sil
s'agit de pulpes organiques, devra étre soigneuse-
ment filtré avant d’étre introduit dans le vaisseau.

Les diverses especes animales réagissent de fa-
cons différentes vis-a-vis de la tuberculose expéri-
mentale et ses divers procédés.

Les équidés sont entierement réfractaires aux
inoculations sous-cutanées : c’est a peine si 'ino-
culation donne lieu & une légere lésion locale.
I'injection 1intravasculaire donne a l'dne, ainsi
que M. Chauveau I’a montré, une tuberculose pul-
monaire semblablea la granulie de ’homme, mais
il faut, pour saisir la lésion, sacrifier 'animal du
vingt-cinquiéme au trenticme jour, car cette tu-
herculose expérimentale guérit naturellement.

Le porc, le chien, le chat sont absolument ré-
fractaires a 'inoculation sous-cutanée ; I'infection
par les voies digestives réussit mieux, surtout chez
le chat. L

Le mouton est réfractaire a l'inoculation sous-
cutanée comme a la tuberculose spontanée. Il
prend cependant la tuberculose par infection di-
gestive, et l'injection intravasculaire lui donne
une belle granulie pulmonaire.

Les oiseaux de basse-cour sont réfractaires aux
inoculations sous-cutances et a 'infection experi-
mentale par les voies digestives. L'inoculation in-
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travasculaire leur confere une tuberculose toute
spéciale sur laquelle nous reviendrons ci-dessous.

La pratique de laboratoire, la pratique courante
des recherches d’étude ou de diagnostic, ne portera
guére sur les animaux que nous venons de passer
en revue; ces animaux en effet sont réfractaires
4 l'inoculation sous-cutanée, et ne sont tuberculi-
sables que par le mode tout spécial, et d’'une techni-
que un peu malaisée, de I'injection infravasculaire,
ou par l'infection digestive, qui exige trop souvent
des doses énormes et prolongées de matiéres vi-
rulentes et est en somme assez infidéle.

Les véritables animaux de pratique courante
sont le lapin et le cobaye. Le cobaye est un réactif
de la tuberculose bien supérieur au lapin : ¢’est
le véritable réactif pratique de cette aflection :

La maladie sera conférée aux lapins et aux co-
bayves :

i Par inoculation sous-cutance;

2° Par inoculation intrapéritonéale.

Symptdmes et lésions de la tuberculose inoculée au
lapin et au cobaye. — Les symptomes majeurs sont,
I'amaigrissement et la cachexie progressive : ce
sont les seuls qu’on puisse noter dans les cas d’ino-
culation intrapéritonéale. Lorsque l'inoculation a
eté sous-cutanée, on note chez le cobaye un abeés
tuberculeux an point d’inoculation (chez le lapin
‘accident initial est moindre), et parfois des abeos
dans les ganglions accessibles a 'examen.

La durée de la survie est variable : elle est de
trente & quarante jours dans les cas d'inoculation
intrapéritonéale; un peu plus longue et assez va-
riable dans les cas d’inoculation sous-cutanée.

Autopsie. — Les lésions sont subordonnées au
mode d'inoculation et a 'espece de 'animal.

Chez le cobaye, le virus suil une marche tou-
jours identique. Si Uinoculation est pratiguée a la

PR. DE MICROBIE, {2
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face interne de la cuisse, ce sont d’abord les lympha-
tiques de cette région qui s’enflamment ; puis con-
sécutivement les ganglions inguinaux s’engorgent
etsuppurent. Le virus franchissant successivement
les différentes barriéres que lul oppose chaque
masse ganglionnaire envahit bientdét une grande
partie du systeme lymphatique; les ganglions
sous-lombaires et mésentériques s’hypertrophient,
la rale se montre parsemée d'une multitude de
points blanc-grisdtre renfermant de la matiére
caséeuse, qui parfois triplent, quintuplent ou dé-
cuplent son volume. 1l en est de méme pour le
foie, quoique les lésions y soient rarement aussi
accuseées que dans la rate.

Si Dinoculation est pratiquée a Uoreille, ce sont
d'abord les ganglions prépharyngiens qui sont
pris, puis les ganglions bronchiques et enfin le
poumon. Ce dernier présente des myriades de
points blanchdtres analogues a ceux que nous
avons signalés dans le foie et la rate.

Chez le lapin, inoculé dans le tissu sous-cutané,
quand l'expérience réussit, « l'évolution de la
maladie est bizarre, et semble subordonnée a la
susceptibilité individuelle. Ainsion a vu des sujets
chez lesquels I'inoculation a la lancette d’une petite
quantité de matiére tuberculeuse déterminait une
tuberculose effroyvable, tandis qu’a coté l'inocu-
lation d’'un produit trés virulent produisait une
maladie insidieuse et trés lente » (Nocard).

L’inoculation intrapéritonéale donne chez le
cobaye et le lapin une tuberculose des organes
abdominaux: foie, rate, ganglions, mésenteére.

TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU LAPIN ET DES VO-
LAILLES PAR INJECTION INTRA-VASCULAIRE. — Lors-
qu'on injecte dans la veine de loreille du lapin
ou dans la veine du bras des volailles la pulpe
d'un organe tuberculeux finement broyée, diluée
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et passée sur le filtre, ou une culture pure du ba-
cille de Koch, on obtient une tuberculose toute
spéciale que Nocard et Roux ont fait connaitre,
et qui rappelle entierement, chez les volailles,
cette forme de tuberculose spontanée ou le tu-
bercule anatomique faisant en apparence tout a
fait défaut, certains organes, comme le foie, sont
farcis de bacilles de Koch.

Les symptomes sont marqués par un amaigris-
sement rapide et extraordinaire : les animaux
perdent pendant 'évolution de la maladie la moitié
ou le tiers de leur poids; chez les coqs et les poules
la créte palit, devient anémique, flasque, flétrie’;
elle prend, a 'approche de la mort, une teinte
violacée. Les animaux succombent en quinze a
vingt jours.

A 'autopsie il n'y a pas ordinairement trace de
tubercule macroscopique ;le foie est hypertrophié,
la rate est énorme ; chez les volailles elle acquiert
souvent un volume qui égale dix fois et plus le
volume normal; et ces deux organes ainsi que la
moelle des os renferment des myriades de bacilles
de Koch.

IV. Recherche du bacile de Koch dans les tissus orga-
niques et les produits de sécrétion pathologiques.

Une seule et méme technique convient a I'exa-
men de tous les produits qui contiennent le bacille
de Koch : jetage, crachats, pus, pulpes tubercu-
leuses, coupes d’organes, cultures : nous allons
exposer cette technique en téte de cet article.

Depuis que Koch, par 'emploi du bleu de mé-
thyléne et de la vésuvine, eut démontré nettement
I'existence des bacilles de la tuberculose, les pro-
cédés imaginés pour colorer ces bacilles se sont
mulipliés pour ainsi dire 4 Uinfini. Peu de temps
apres la découverte de Koch, Ehrlich fit connaitre
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un procédé auquel son nom est resté attacheé.

Frankel imagina un proceédéde coloration rapide
des crachats; Gibbes, Van Ermengem, Neelsen,
Ziehl, Lubimofl ont indiqué de bonnes méthodes;
enfin les techniques de Weigert et de Kithne con-
viennent aussi & la coloration du bacille de Koch.

De tous ces procédés celui d’Ehrlich est sans
contredit le meilleur; celui de Lubimoff donne
aussi de bons résultats. Nous conseillons au lec-
teur de s'en tenir a ces deux méthodes.

Celle d’Ehrlich a été indiquée au chapitre vi : le
lecteur s’y reportera. Yoici maintenant la méthode
de LubimofT :

« Dans 20 centimetres cubes d’eau on introduit
0er.5 de cristaux d’acide borique, dont on haite la
solution en versant 15 grammes d’alcool absolu.
Lorsqu’il ne reste plus que quelques cristaux non
dissous, on ajoute 0gr,5 de fuchsine (rubine) qui
se dissout par l'agitation. On obtient ainsi un
liquide qui se conserve et est toujours prét pour
I'emploi, sans filiration nouvelle » (Duclaux in
Annales Pasteur).

Les lamelles couvertes du produit tuberculeux
seront plongées dans le bain colorant qui sera
chauffé pendant quelques minutes. On décolore
dans une solution d’acide sulfurique a 1/5, on
lave a lalcool, et on fait la double coloration
dans une solution alcoolique saturée de bleu de
mcéthylene; on lave et on monte.

« Pour colorer les tissus, on les chauffe pendant
une ou deux minutes dans un bain de matiore
colorante qu'on porte presqua I'ébullition; on
leur fait passer quelques secondes dans un bain
d'aleool ; puis on les immerge pendant une ou
deux minutes, suivant leur épaisseur, dans la dilu-
tion (4 4/5) d’acide sulfurique; on lave a 1'alcool, et
on plonge une demi-minute ou une minute dans
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une solution alcoolique saturée de bleu de méthy-
lene étendue de trois fois son volume d'eau dis-
tillée » (Duclaux,ibid.). On déshydrate et on monte.

Le bacille de Koch peut étre coloré par la mé-
thode d'Ehrlich en rouge ou en violet; les autres
éléments de la préparation seront colorés en brun

Fig. &4%. — Tuberculose.

A, Crachats de phthisique. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Tuberculose du cheval. Pulpe de ganglion. Méme grossisse-

ment.
C, Culture. Méme erossissement.

vésuvine ou brunde Bismark), en bleu, ou en rouge.
L.e procédé de Lubimoff colore le bacille en
rouge; les autres éléments seront teints en bleu
il 2n I]']""I_II],_
Avec ces deux procédés il sera Loujours aise
d obtenir une belle préparation des bacillesde Koch.

19!



210 MALADIES MICROBIENNES.

La méthode d’Ehrlich possede encore un précieux
avantage: c’estune méthode diagnostique,etlorsqu’on
soupconne la nature tuberculeuse d'une lésion
donnce, il faut d’abord soumettre les piéces a ce
procédé : foul bacille qui se décolore, traité par la
méthode d’'Ehrlich, w'est pas le bacille tuberculeue;
seuls jusqu'ici les bucilles de Koch et de la lépre se
colorent par celle méthode.

Le bacille de la tuberculose est d’'une extréme
finesse; il mécessite pour étre vu dans tous ses
details les forts grossissements des objectils a
immersion homogene el I'éclairage Abbe. Dans
les coupes ilsera de toute utilit¢é d’examinerd’abord
a un faible grossissement : les amas bacillaires
apparaissent comme des masses informes rouges
ou violettes au milien du tissu : leur topographie
sera ainsi parfaitement saisie; I'emploi des forts
grossissements renseignera ensuite sur la forme
des bacilles formant les amas.

Lalongueur des bacilles de Koech est-assez varia-
ble suivant les cas; leur apparence differe égale-
ment dans une méme préparation ou dun cas i
un autre;c’est ainsi que tantot le bacille est coloré
uniformeément, tantot an contraire il est parsemé
de zones claires qui alternent avec les zones colo-
rées; en d’autres termes il est granulewe : ¢’est un
caractere qui le rapproche beaucoup du bacille

de la morve, qui lui ressemble encore par sa
finesse.

V. Culture du bacille de Koch (I).

Nous ne parlerons que pour mémoire du procéde
de Koch, qui n’a plus aujourd’hui qu'un intérét
listorique. koch cullivait le bacille de la tuber-
culose sur le sérum du sang de beuf ou de mou-

(1) V. Nocard. et Roux, Anunales de I'Institut Pasteur, n® 1, 1387,
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ton. On sait assez quelles difticultés présentail
cette culture, et & quels résultals peun satislaisants
elle aboulissait dans les cas heureux. Koch décla-
rait lui-méme qu’il n’y avait pas i espérer que la
culture du bacille de la tuberculose jouil un tres
grand role dans U'étude de la maladie.

En 1885 Nocard fit faire un premier pas a la
réussite des cultures du bacille de Koch en indi-
(quant le milieu suivant : « sérum additionné
avant la gélatinisation d’une petite quantité de
peptone (1p.100), de chlorure de sodium(0,25 p. 100)
et de sucre de canne (0,25 p. 100).

Enfin en 1887 MM. Nocard et Roux ont donné la
formule définitive des milicux sur lesquels le ba-
cille de la tuberculose pousse abondamment : ils
ont montré que l'addition de glyeérine aux milieux
ordinaires (sérum, gélose, bouillon) rend ces mi-
licux aples a nourrir parfaitement le bacille de
Koch.

Le baeille de la tuberculose ne vit el ne se mul-
tiplie qu’en présence de 'air: ¢’est un aérobie pur.

[l ne pousse sur les milicux de culture qu’a la
température de 'éluve : « La tempcérature la plus
favorable parait étre celle de 39°; a 35°-37° la
croissance est plus lente. » Toute culture a la tems
pérature ordinaire du laboratoire échoue.

La semence doit étre choisie avec soin; il faut
une tuberculose jeune a bacille vigourewz ; les anciens
produits tuberculeux ne donnent aucun résultat.

Les pulpes d’organes (rate, ganglions, moelle
osseuse, foie) de lapins ou de volailles tués par
Pinjection intravasculaire du virus tuberculeux
voir ei-dessus) donnent d’excellentes semences
(qut échouent rarement. Cependant, méme dans
ces cas, 1l faudrea s'altendre a des échecs @ la mise
en trainde la culture du baeille de Koch reste tou-
jours une opéralion délicate,
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La pulpe qui doit étre semée sera soigneusement
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Fig. 45. — Foie de chat tuberculeux. Verick, oc. 2, obj. 2
" (tube non tire).

hroyée dans la pipette oi elle aura été recueillie.
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(voir chap. m): cette op¢ration préliminaire est
absolument indispensable pour mettre en liberté
le bacille emprisonné dans les tissus.

Les milieux de culture du bacille de Koch sont :

1. Le sérum glycériné et le sérum glycériné
peptoniseé;

2, La gélose glvcérinée ;

3. Le bouillon peptonisé glycérineé,

k. Le sérum, la gélose, le bouillon peptonisés, gly-
cérines, et glyinsés.

1. Sérum glycériné. — Sérum glyceriné et peptonisé.
— « L’addition de la glycérine au sérum ne com-
plique guére la technique : dans un ballon pipette
renfermant un poids connu de sérum pur, on
aspire une quantilté de glycérine stérilisée a 115° a
lautoclave, représentant 6 a8 p. 100 du poids total.
On mélange en agitant, et 'on distribue dans des
tubes a essai que l'on porte ensuite dans 'étave
a geélatinisation. Le sérum glycériné et peptonisé
donne encore de meilleurs résultats ; pour le pré-
parer on dissout la peptone neutre a froid dans la
glycérine dans la proportion de 26 p. 100, et la
solution stérilisée a l'autoclave est mélangée au
serum comme nous venons de le dire. Pour soli-
difier le sérum glycéring, il faut une température
plus élevée que pour le sérum pur, 75° a 78° envi-
ron, suivant la proportion de glyeérine. Le milieu
ainsi préparé est d'ailleurs trés beau, aussi trans-
parent que la gélatine de sérum ordinaire »
(Nocard et Roux).

2. Gélose glycérinde, — « 11 suffit d’ajouter 6 a8 p.
100 de glyeérine a la gélose nutritive préparée de la
facon ordinaire, pour en faire un bon terrain
pour le développenent du microbe de la tubercu-
lose. »

3. Bowillon peptonisé glycériné. — On ajoute au
bouillon peptonisé 5 p. 100 de glycérine stérile.
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4. On obtiendra les meilleurs résultats en addi-
tionnant le sérum, la gc¢lose, le bouillon de :

{ p. 100 de peptone.
6 p. 100 de glycérine.
2 p. 100 de glycose.

C’est la le meilleur terrain, celui sur lequel le
bacille de Koch pousse le plus abondamment (No-
card et Roux). Les Allemands emploient la dextrine
de préférence a la glycose; tout en étant d’ailleurs
trés favorables a la culture, les milieux dextrinés ne
présentent aucun avantage sur les milieux glveosés,

D'une facon générale, la premiére mise en train
d'une culture du bacille de Koch est difficile, et
demande un temps variable, toujours assez long;
mais les passages successifs, les séries de cultures
soit sur le milieu premier, soit sur un quelconque
desautres milieuxappropriés,deviennentaisés, et se
font plus vite et plusabondamment : il semble qu’il
y ait une sorte d’acclimatement du bacille a la cul-
ture artificielle ; quand le bacille s'est une premiere
fois accommodé d'un milieu artificiel, il devient
aisément cultivable sur tous les milieux propices.

Culture du bacille de Koch sur le sérum gyleériné-
peptonisé-glycosé. — Ce milieu est excellent pour la
mise en train de la premiere culture; il est infé-
rieur a la gélose et au bouillon pour les cultures
successives. — Au bout de quelques jours, a la
température de 1’étuve, la culiure est « épaisse,
saillante, mamelonnée, d'un blanc mat, et jaunit
un peu avec le temps; elle n'a rien d'analogue a
la couche seéche, maigre, écailleuse, qui caractérise
la culture sur sérum ordinaire. Si quelques bacilles
tombent dans le liquide rassemblé au fond du tube,
ils 8’y développent en petits flocons qui augmentent
bientdt de volume (Nocard et Roux).

Les tubes de sérum ensemencés avec le bacille de
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Koch et placés a l'étuve doivent étre coiffés dun
capuchon de caoutchouc.

Culture du bacille de Koch sur la gélose glycérinée-
peptonisée-glycosée. — La culture sur gélose glycéri-
née peut se faire en pigiire, en strie et enfin en plague.

« Lorsqu'on seme par piqare un tube de gélose
clycérinée, comme on le fait pour un tube de ge-
lose, la culture se fait le long de la piqare, seule-
ment dans les parties les plus superfictelles, et il W'y a
pas de développement dans la profondeur; a la surface
la culture s'étale sous forme d'une plaque sail-
lante, épaisse, blanche d'abord, puis jaunitre, en-
suite d'aspect mamelonné, a bords irréguliere-
ment dentelés » (N. et R.).

La culture en strie sur la gélose glycérinée est
infiniment plus favorable que la culture en piqure.
Inférieure peut-étre au sérum pour la mise en train
d'une premiére culture, «la gélose glycérinée con-
vient surtout pourles séries de cultures successives,
qui se font ainsi avec une régularité parfaite et
dans un temps relativement court; en quinze jours
le développement est plus abondant que sur le
sérum apres plusieurs semaines. Si la semence a
été étalée en couche réguliere a la surface de la
gelose glycérinee, le développement se fait en une
nappe blanchdtre, d’égale épaisseur, qui devient un
peu jaunatre a la longue. Lorsque la semence est
irrégulierement répartie, la couche présente des
trainées plus épaisses aux points ou la semence
¢tait plus abondante; si peu de bacilles ont été
semeés, ils se développent isolément en donnant de
petits amas tuberculeux... L'aspect des cultures est
gras et humide, demi-transparent » (N. et R.).

Les tubes de gélose glycérinée ensemencés doi-
vent étre placés a I’étuve munis d'un capuchon de
caoutchoue.

« Les avantages de la gélose glycérinée sont
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faciles a comprendre. Elle est facile a préparer;
elle peut étre stérilisée a 115° en une seule fois,
dans l'autoclave; en quelques heures on peut en
faire une provision aussi grande qu’on veut. Son
aspect est non seulement plus plaisant a 1'@il,
mais sa transparencc permet la photographie des
cultures qui se détachent nettement sur son fond
légerement ambré. De plus elle rend possible I’em-
ploi des cultures sur plaques » (N. et R.).

Cette culture sur plaques se fait, suivant la mé-
thode de Roux, « dans des tubes de verre longs de
25 a 30 centimetres et larges de 2 4 3 centimétres
(V. chapitre 1v). Une petite quantité de gélose
glycérinée est introduite au fond des tubes que
'on ferme avec un tampon de coton et que 1'on
stérilise a l'autoclave a 115°. Pour les utiliser il
suffit de faire fondre la gélose et de I'ensemencer
alors qu’elle est encore liquide. On agite vivement,
et on couche le tube sur un plan horizontal; la
gelée nutritive s’étale et se moule sur la paroi in-
férieure du tube. Elle est ainsi répartie sur une
grande surface, et si I’ensemencement a été conve-
nablement fait, les colonies qui se développeront
seront parfaitement isolées. La couche solide
doit étre mince pour que l'on puisse facilement
examiner les colonies au microscope a travers le
verre. Le tube est fermeé avec un capuchon de
caoutchoue, et il peut rester a I'étuve aussi long-
temps que 'on veut sans qu’il se desséche.

« En deux ou trois semaines on obtient ainsi dans
I'intérieur du milieu+de belles colonies isolées du
bacille de la tuberculose en partant de cultures
pures, de facon a étudier leur aspect. Elles se pré-
sentent tout d’abord avecune forme arrondie; elles
sont transparentes au centre, et a contour net; &
mesure (qu’elles grandissent,ellesdeviennent brunes
et compactes. »
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Culture du bacille de Koch dans le bouillon pep-
tonisé-glyeeriné-glycosé. — Cest un excellenl mi-
licu ou « le bacille de la tuberculose venant d’une
culture sur terrain solide se développe abondam-
ment dans 'espace de huit a dix jours. Il apparait
d'abord sous forme de petits flocons trés ténus
qui se rassemblent sur le fond du Hacon & cul-
lure. Ces flocons se désagregent facilement si on
les agite. Ils s’accroissent rapidement et, sion les
laisse en repos, au bout de quinze jours a lrois
semaines, le fond du vase est couvert de flocons
volumineux, rappelant un peu ceux de la bactéridie
charbonneuse, mais plus consistants et plus diffi-
ciles & désagréger.

« Si le bouillon glycériné est ensemencd avec de
la matiére tuberculcuse prise sur un animal, la
croissance des bacilles est plus lente que si la
semence avait été prélevée sur une culiure dans
un milieu glyeériné. Dans ces conditions, il laut
un mois pour avoir un deéveloppement sérieux.
Cependant, en ajoutant au bouillon glycériné un
peu de l'albumine de l'euf, nous avons eu une
culture manifesle, en partant de la tuberculose du
lapin, au bout de cing jours; le huitiéme jour,
elle était tout a fait abondante.

« Les cullures successives dans les milicux li-
quides se font facilement et en conservant leurs
caractéres. Le développement, trés appréciable le
huiticme ou le dixiéme jour, est considérable
am bout de deux ou Lrois semaines. »

FEreamen des cullures du bacille de Koch., — 1'exa-
men se fera sur lamelles par la technique indi-
(quee ci-dessus.

« Les bacilles provenant de cultures sur sérum
ou gélose glycérinés gardent parfaitement la cou-
leur. Ils ont le méme aspect que ceux qui croissent
sur le sérum pur, mais ils sont un peu plus

Pit. DE MICROBIE. 13
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gros. lls sont plus courts que ceux que l'on
trouve dans les crachats et dans les produits tu-
berculeux pris sur 'homme et sur les animaux.
Dans les premiers jours de la culture, ils sont
homogenes et se colorent dans toutes leurs parties.
A mesure que la culture vieillit, les bacilles les
plus anciens prennent moins fortement la couleur.
Dans une culture vieille de plusieurs mois, nous
avons rencontré des formes plus longues qu'a
lordinaire; quelques-unes d’entre elles présen-
taientcommeunbourgeon latéralbranché presquea
angle droit sur le bacille principal, et terminé
quelquefois par un renflement & son extrémité »
(N. et R.}.

L'examen des cultures dans le bouillon peptonisé-
glycériné-glycosé donne les résultats suivants :
« Les tlocons paraissent formés par des bacilles
enchevétrés, bien colorés, et un peu plus petits
que ceux qui croissent sur les terrains solides.
Plus tard, ils semblent grossir un peu; en vieil-
lissant ils se colorent d'une facon moins intense,
et I'on apercoit dans leur inférieur des grains
plus foncés, soit au nombre de deux, una chaque
extrémité, soit au nombre de trois, deux aux
extrémités, un au milien du bacille. Un bacille
n'a quelquefois qu'un grain, soit au bout, soit
avant son milieu; parfois aussi on en voit plu-
sieurs répartis dans toute sa longueur. Ces grains
qui ont tout a fait 'aspect de spores deviennent
plus nombreux et plus nets avee l'dge des cul-
tures » (N. et R.).

Culture du bucille de Koch sur la powne de terre.
— On doitau docteur Pawlowsky, de Saint-Péters-
bourg, la connaissance d'un procédé de culture du
bacille de Koch sur la pomme de terre (Voir An-
nales Pasteur, 1888).

On prépare des tubes & pomme de terre de
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Roux (V. chapitre 1v) et « les surfaces des (ran-
ches ainsi préparées sont ensemencees soit avec
des cultures pures de bacilles de la tuberculose,
soit avee des tissus tuberculeux (1). On fait péné-
trer la semence dans la substance de la pomme de
terre par desfrictions avec une spatule de platine ».
Les tissus luberculeux seront soigneusement
broyés, triturés comme nous Uavons indiqué ail-
leurs et ensemenceés par friction avec la spatule
de platine.

Les tubes ensemencés seront fermeés a la lampe a leur
partie supérieure, et placés dans I'étuve a + 39°.

La culture commence a ¢lre apparente deés le
douziéeme jour; au vingticme, elle est caractéris-
tique. « La surface ensemencée est seche, blan-
chdatre, lisse, moins consistante et se laisse faci-
lement enlever par le raclage avec la spatule.
Yar sa couleur blanchitre et sa sécheresse, elle se
distingue nettement des parties non ensemencées
de la pomme de terre, qui sont jaunes, plus fermes,
grenues et humides. La multiplication des bacilles
se¢ fait dans les couches superficielles. La cullure
ne s'éleve que peu au-dessus de la surface de la
pomme de terre.

« Aprés un mois, les cultures sont trés abon
dantes; elles sont trées manifestes méme dans les
tubes ensemencés avec des aiguilles de platine.
Au boul de cing & six semaines, elles se pre-
sentent comme un enduit blanchitre qui, dans
quelques tubes, prend laspect de granules blanc-
grisdtre, de la dimension d'une téte d'épingloa Ces
granules s’observent surtout au tiers inférieur de
la pomme de terre. »

(1) L'auteur n'a pu cultiver sur la pomme de terre que la moelle
fdes o2 dun lapin inocul® avee une culture sur gelose glyeerinee.
Les quelques essais tentés avee des tuberculoses d autres provenances
nont pas reussi.
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Les cultures sur pommes de terre peuvent se
faire en séries d’une pomme de terre sur 'autre :
le développement a lieu en deux ou trois semaines.

VI. Réesumeé des caractéres du bacille de Koch.

Aérobie, le Dbacille de Koch ne se développe
qu’a la température de 'étuve (35° a 40°). Sa cul-
ture, toujours difficile, ne réussit bien que sur des
milieux solides ou liquides additionnés de 6 a
8 p. 100 de glycérine. Il se colore, entre autres
meéthodes, par un procédé d’élection, le procédé
d’Ehrlich, qui jusqu’ici ne réussit qu’avec le
bacille de Koch et celui de la lepre.

D’une extréme finesse, la bacille de la tuber-
culose présente souvent, aprés coloralion, un
aspect granuleux remarquable.

111

TUBERCULOSE ZOOGL@EIQUE

Le tubercule, en tant que lésion anatomo-patho-
logique macroscopique ou microscopique (abstrac-
tion faite dans ce dernier examen des bactéries pa-
thogenes), est loin d’¢lre caractéristique de la
tuberculose proprement dite. La morve donne lieu
a des lésions tuberculeuses, lactinomycose éga-
lement, et nous verrons ailleurs une bien curicuse
pseudo - tuberculose produite chez le cobaye et le
mouton par l'inoculation intrapéritonéale et in-
traveineuse du bacille du farcin du beeuf. La ne
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s'arréte pas dlailleurs le cyele des alfections a
lésions tuberculeuses; les parasiles animaux en
provoquent aussi la formation : témoin la pseudo-
tuberculose due aux cufs du strongylus filaria
(Laulanié).

L'examen macroscopique ou histologique ordi-
naire est donc impuissant a déeceler la nature
vraie d’'une affection a lésions tuberculiformes :
pour trancher la question il faut s’adresser aux
procédés de la microbiologie et aux inoculations
experimenlales.

MM. Malassez et Vignal ont décrif en 1883 et
{884 dans les Archives de physiologic une intéres-
sante maladie tuberculiforme, a laquelle ils ont
donné le nom de tuberculose zooglwique, affection
intéressante surtout a cause du point de départ
du travail et des relations, plus apparentes que
réelles (nous le démontrerons), de cette tubercu-
lose zooglweique avee la tuberculose vraie.

Recherchant dans les diverses pitces de tuber-
culose qu’ils pouvaient se procurcr le degreé de
constance du bacille de Koch, MM. Malassez et
Vignal rencontrérent un nodule tuberculeux sous-
cutané que portait a l'avant-bras un enfant de
quatre ans mort de méningite tuberculeuse. Ce
nodule ne contenait, & l'examen microscopique,
aucun bacille de Koch j il fut inoculéa un premier
groupe de cobayes par injection intrapéritonéale,
et ces cobaves moururent rapidement avec des
lésions tuberculiformes généralisées, caractérisées
par un semis de granulations sur les organes
abdominaux (ganglions mésentériques, mésenlire,
épiploon, foie, rate); les lésions tuberculeuses,
dépassant la cavité abdominale, avaient aussi en-
valt la cage Lhoracique : poumons, ganglions
bronchiques et rétro-sternaux, parfois méme gan-
clions cervicaux,

e
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« Dans les autres organes et tissus, disent
MM. Malassez et Vignal, les lésions étaient rares:

ainsi nous n’avons irouvé qu’exceptionnellement
des tubercules dans les os. »

B i

Fig. 46.

A, Tuberculose '.r,nng]u-iqup, Poumon de poule, Leitz, oc. 3, |-|~_i. 1 /12,
B, Tuberculose. Foie de faisan. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.

[noculées en série a d’autres groupes de cobayes,
ces lésions de premier passage leur conférérent une
tuberculisation absolument identique, amenant la
mort rapidement; quand l'inoculation était sous-
cutanée, il se produisait un nodule tuberculeux
au point d’inoculation, la propagalion se faisaif
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aux ganglions voisins et enfin arrivait la généra-
lisation.

Or ces lésions examinées au microscope par les
procédés appropriés ne renfermaient pas le bacille
de R. Koch, mais constamment des zoogiaees qu’un
procedé de coloration, découvert peu apres par les
auteurs, mit en pleine évidence.

Ce procédé de coloration le voici :

La coupe, apres avoir été bien lavée, est placee
pendant deux ou trois jours au moins dans le me-
lange suivant :

Solution de carbonate de soude & 2 p. 100, 10 vol.
Eau distiliée, saturée d'huile d'aniline...... § —
R1e0ok- BREBIE L e B A e e 3 —
solution de blen de méthyléne laite avec

9 volumes d'eau distillee et un volume de

solution concentrée de bleu de méthyléne
dans Vdleool 5 D00 i ol shaviatod 3 —

Ce mélange doit ¢tre filtré pour 'usage.

« Les zooglwes s’y colorent alors en un bleu
franc, assez vif, tandis que le tissu de granulation
devient d'un bleu verditre trés pile, et les noyaux
du tissu sain d'un bleu pur, mais peu intense.....

« La coupe, apres avoir été bien lavée a 'eau dis-
tillée, afin de la débarrasser du carbonale de soude
et du précipité qui a pu se déposer a sa surface,
est deshydratée, non dans l'alcool absolu ordi-
naire, mais avec de l'alcool absolu légérement
teinté par du bleu de méthyléne. Elle est ensuile
éclaircie, non avee de l'essence de girofle, mais
avec de l'essence de bergamote ou de téréhen-
thine. »

Le montage se fait au baume de Canada ou dans
la résine d’Ammar.

Cette méthode permit & MM. Malassez et Vignal
de démontrer que Pagent, pathogeéne é¢tait un miero-
coque, dont la morphologie pouvait se résumer
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ainsi, en allant des formes les plus simples aux
plus composées :

« 1 Microcoques plus ou moins allongés, mesu-
rant environ de 0,6p a 1 p de long, sur 0,3 ¢ de
large ; tantot isolés, tantot réunis deux a deux en
diplocoques;

« 2° Gourts chapelets rectilignes, ayant a des
grossissements plus faibles un peu l'aspect de
bacilles, et constituésparlaréunion de trois, quatre,
cing microcoques semblables aux précédents; ces
chapelets sont parfois 1solés, le plus souvent
réunis par petits groupes; '

« 3° Chapelets plus ou moins longs, formant entre
les éléments des sinuosités, des anses, des boucles;
on les trouve également isolés ou réunis plusieurs
sur le méme point;

« 40 Petites zooglwees formées de un ou plusicurs
chapelets semblables aux précédents, mais lache-
ment contournés sur eux-mémes, a la facon d'un
écheveau meélé ou d’un peloton peu serré.

« 50 Zooglwes proprement dites, différant des pré-
cédentes par leur volume plus considérable, et
parce que les chapelets quiles composent forment
un pelotonnement plus serré et une masse plus
homogéene. »

Les expériences de MM. Malassez et Vignal se
terminérent d'une facon imprévue : au cinquiéme
passage les bacilles de Koch apparaissaient dans
les lésions; au sixieme la tuberculose bacillaire
¢tait plus évidente encore.

Cependant avec le tubercule cutané de 'enfant
méningitique, point de départ de ces expériences,
MM. Malassez et Vignal tentérent des cultures sur
sérum @ la maniére de Koch : sur vingt tubes envi-
ron, deux seulement cultiverent, I'un assez abon-
damment (tube 1), I'autre plus pauvrement (tube 2).

La culture du tube 1 inoculée & des groupes de
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cobayes donna par passages une série de tubercu-
loses zooglweiques, mais au troisieéme passage il y
eut apparition des bacilles de Koch.

Le seul cobaye inoculé avec le tube 2 mourut
trés rapidement ; I'autopsie révéla une tuberculose
bacillaire confluents des plus nettes.

Dans leur premier mémoire en 1883, MM. Ma-
lassez et Vignal paraissaient disposés a croire que
la tuberculose zooglaique et la tuberculose bacil-
laire de R. Koch n’éfaient que deux formes diffé-
rentes d'un méme micro-organisme. Dans leur
meémoire de 1884, ils inclinent a penser qu'il y a Ui
dewx infections différentes.

I[I nous parait que la varité est tout entiére
dans cette derniére opinion.

L’apparition de la tuberculose bacillaire dans
ces series d’expériences peut s'expliquer de deux
facons : on peut admettre que MM. Malassez et
Vignal opéraient dans un milieu infecté, et qu’ils
ont inoculé des produits souillés, ou bien encore
que les animaux se sont contaminés spontanément;
la mort en quatre jours, avec une tuberculose
bacillaire confluente, du seul cobaye inoculé avee
le tube de culture 2 donne un grand poids a cetle
hypothese.

Les zooglees de Malassez et Vignal ont été re-
trouvées par deux microbiologistes francais
MM. Nocard et Chantemesse : il semble aussi
que ce soit elles qu’Eberth a observées dans deux
cas.

Iin 1885, M. Nocard (1) recut d’un vétérinaire
de Laval, M. Sinoir, des poumons de poule fareis
d’un nombre considérable de petites tumeurs,
d’apparence tuberculense, de la grosseur d’un
grain de mil & un pois, de consistance ferme el

(1) Bulletin de la Socidtd centraie de med. vét. Mai 1887,
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dense, & peu prés homogenes a la coupe, bien déli-
mitées, et non enkystées.

Cette tuberculose atteignait successivement toutes
les poules que le méme propriétaire enfermait
dans un local spécial en vue de 'engraissement ;
elle respectait celles qui restaient en liberté;
¢’était donc bien une _malat.lie infecticuse, mais ce
w'élait pas la tuberculose.

Déja le premier examen & il nu avait mis en
carde M. Nocard conlre 'idée de tuberculose : la
tuberculose pulmonaire de la poule est rare,
ultime, et reste toujours discrete.

L'examen bactériologique ne monlra pas un
seul bacille de Koch, mais les zooglees de Malassez
et Vignal, en quantité considérable. Les pieces
¢laient trop anciennes pour se préter aux inocula-
tions et aux cultures.

Ce fait est des plus intéressants; il nous montre la
tuberculose zoogleique évoluant dune facon spontande.

En octobre 1885, M. le docteur Terrier remetlait
a M. Chantemesse des tubes fermés 4 la lampe, qui
contenaient des fragments d’ouate.

« Sur cette ouate M. Terrier avait fait passer
une centaine de litres d’air puisé dans des salles
ou des malades atteints de tuberculose pulmonaire
allaient se soumettre i des inhalations médicamen-
teuses » (Chantemesse, Annales Pasteur, n° 3, 1887).

M. Chanlemesse inséra des fragments de cette
ouate dans le péritoine de cobayes, qui moururent
avec un semis de granulations tuberculeuses sur
les viscéres abdominaux, et aussi, mais a un
moindre degré, sur les organes lhoraciques.

L’examen microscopique ne montra pas un seul
bacille de Koch, mais les zooglees de Malassez et
Vignal.

M. Chantemesse ne put, malheurcusement, faire
d'inoculations de passage ni de cultures.
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Nous résumerons cet article trop long déja sur
la tuberculose zooglwique ou pscudo-tuberculose de
Malassez et Vignal, en disant qu’il existe un agent
pathogéne encore inconnu dans sa nature et ses
caracteres, mais nettement entrevu par Malassez
et Vignal, Nocard, Chantemesse, Eberth, qui donne
liew & une pseudo-tuberculose expérimentale
(Malassez et Vignal, Chantemesse), et que M. Nocard
a vu évoluer spontanément sur l'organisme de la
poule (1).

1y
MORVE

I. Historique.

[’histoire microbiologique de la morve est due
surtout a Loffler et Schiitz (1883).
En méme temps que ces deux auteurs, MM. Bou-

(1) Au moment on ce Precis va paraitre, deux études nouvelles,
que nous pouvons seulement rapidement indiquer en note, viennent
enrichir histoire de la tuberculose zoogleique de Malassez et
Vignal, et lui donner un vif intérét,

En inoculant un eobaye dans le périloine avec de Ueau filtrée
sur une terre qui avait été precédemment arrosée'avee une culture
pure du bacille de Koch, MM. Grancher et Ledoux-Lebard ont dé-
terminé Dapparition de la tuberculose zooglwique de Malassez et
Vignal, dont ils ont fait une étude compléte (Areh. de méd. exper.
mars 1539).

Plus intéressante encore est l'origine de la tuberculose zoogleique
fjue M. Nocard et 'un de nous ont signalée a la Societe de biologie.
Cette tuberculose fut déterminée chee le cobaye par linoculation
du jetage d'une vache suspecte de tuberculose, jetage eovoyé par
un vétérinaire de provinee désireux de faire conterdler son diagnos-
tic dans ce cas douteux.

Les cultures pures du mierocoque de cette tuberculose zooglmique
ont tué le lapin et le cobaye : par inoculation sous-cutance (lub.

{3-
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chard, Capitan et Charrin annnocaient a I'’Aca-
démie des sciences qu'ils venaient d'isoler par la
culture le microbe de la morve, et les expériences
faites alors sous la direction de M. H. Bouley con-
firmaient cette assertion. Malheureusement, leur
travail donnait des indications si incomplétes sur
la morphologie du microbe et sur les moyens de
I'isoler, qu’il n'eut pas le retentissement de celui
de MM. Léffler et Schiitz.

II. Morve spontanee.

La morve est une maladie commune a 'homme
el aux animaux.

Chez Uhomme la morve provient, dans I'immense
majorité des cas, de source animale, et presque uni-
quement de contagion Zquine.

La contagion vient & I’'homme de 'animal mor-
veux vivant, du cadavre, des objets souillés tels
que couvertures, harnais, fourrages, litiéres, etec.;
elle se fait par inoculation, I'épiderme présentant
une solution de continuité venant au contact de la
matiere virulente.

On admet encore, pour expliquer ecertaines
formes de morve humaine, que la contagion peut
se faire par la voie digestive, non pas a coup sar
par ingestion de produits morveux, mais parce
que les doigts souillés de virus morveux sont
portés par inattention aux levres, a4 la bouche.

La morve de I'homme débute par un accident
local correspondant au point d'entrée du virus
(angtoleucite farcineuse), ou par des symptomes

zoogl. du foie, de la rate, du poumon); par inoculation intra-vei-
neuse (peritonite, pleurésie, tub., apparente seulement au micros-
cope, du foie, de la rate) ; par inoculation intra-péritonéale (piqueté
blanchitre de tubercules fins sur le [oie et la rate). Le pigeon a
succombé aussi en quatre jours i U'inoculation intra-veineuse (So-
ciété de biologie, 9 mars 1889).
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généraux; elle évolue ensuite sous le type aigu
(forein aigu, dont les symplomes se localisent sur
la peau et le tissu cellulaire sous-cutanc; et morve
aique, localisée sur la muqueuse respiratoire et
pituitaire); ou sous le type chronique (morve farci-
neuse chronique caractérisée par des abees cutanes
uleéreux multiples, de Uenchifrénement et un
jetage muqueunx et sanguinolent).

La morve est d'ailleurs une maladie rare chez
I'homme, et d'un diagnostic obsecur dans la grande
majorité des cas (1).

Morve spontande des animaux. — Dans les condi-
tions naturelles les dquidéds prennent seuls la morve.

La contagion naturelle se fait par des voies mnul-
tiples : a) par le tube digestif, 'animal ingérant des
aliments ou des boissons souillés par le virus
morveux; b) par le contact direct des matiéres vi-
rulentes (jetage ou pus) avec la muqueuse des
premieres voies respiratoires; ¢) par inoculation au
moyen des objets de pansement souillés : cette
inoculation peut se faire sur les muqueunses (pitui-
twire, conjonctive, vagin) et sur la peau.

Le cheval prend ordinairement la morve spon-
tanée sous la forme ehronique: il faut faire exception
pour les animaux de sang, chez lesquels 'afTfection
revet la forme aigué; 'dne et le mulet prennent
toujours la forme aigué,

La forme chronique de Vaffection correspond a
deux types :

1. Le farcin chronique dont les 1ésions principales
sont : les abees cutanés ou boutons; les lymphan-
gites spéciliques ou cordes, qui aboutissent, ainsi
que les boutons, a l'uleération, au chancre; les
engorgements diffus des membres; le sarcocele ;

(1} Pour les détails eliniques sur cette maladie chez homme,

voir le memoire magistral de Rayer et Uart'ele de Brouardel dans
le Dietionnaire encyelopedigue,
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2. Lamorve chronique caraclérisece par les lésions
suivantes : chancres nasaux avec adénite de
I'auge; chancres laryngo-trachéaux; tubercules
pulmonaires souvent accompagnés de foyers de
pneumonie lobulairve, de pleurésies chroniques ;
adénite des ganglions bronchiques; et parfois
tubercules morveux du foie, de la rate, des gan-
alions mésentériques, des capsules surrénales, de
I'ovaire, de I'utérus.

Dans les formes aigues (farcin et morve aigus),
les [ésions sont semblables au fond, quoique, par
suite de la rapidité de l'évolution, elles revétent
une forme différente, en apparence. |

Sur l'animal vivant, la virulence morveuse
existe dans le jetage ou dans le pus qui résulte de
I'uleération des boutons et des cordes.

Les produits virulents du cadavre sont toutes les
lésions essentielles de la morve, c'est-a-dire le
tubercule morveux et ses dériveés, chancres et
abees, dans quelque région qu’ils se rencontrent.
Le sang n’est jamais virulent, méme dans la
morve aigué, non plus que la sueur, la salive pure
(c’est-a-dire celle qu'on recueille par une fistule
du canal de Sténon) et le suc musculaire.

III. Morve expérimentale.

Il y a plusieurs moyens de conférer la morve
aux animaux ; on peut y réussir soit par I'inocu-
lation qui, ici, peut ¢élre superficielle ou sous-cutanée;
solt par l'ingestion de maliéres morveuses.

Nous ne parlerons que du procédé seul pratique
de Uinoculation.

Les animaux auxquels l'inoculation confére la
morve sont : les dquidds, le cobaye, le lapin, lemulot
ou campagnol.

Les animaux réfractaires sont les bovidds (aussi
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absolument rebelles &4 la morve expérimentale
qua la morve spontanée), et les suidds. Le pore
peut cependant contracter la morve, lorsqu’il se
trouve dans un détat de débilitation organique
(Cadéac et Mallet). Le chien est pour ainsi dire
réfractaire 4 I'inoculation morveuse, ou du moins
il n'y succombe que trés exceptionnellement :
nous reviendrons sur ce sujet tout a U'heure.

Morve expérimentale de Udne. — L'dne est le véri-
table réactif expérimental de la morve, qu’il prend
toyjours sous la forme aigué. — La meilleure
maniere d'inoculer est de pratiquer des scarili-
cations sur le front de I'animal et d’étaler la ma-
tiere virulente par friction sur les plaies linéaires.
Il se fait rapidement, a4 cet endroit, un travail ulcé-
ratif qui aboutit & un vaste chancre avec engor-
gement chaud et douloureux a la périphérie.

La fievre s’allume deés le troisicme jour, et l'a-
nimal succombe rapidement.

Les lésions trouvées a l'autopsie sont les sui-
vanles : « Le plus souvent, la muqueuse des cavités
nasales, du larynx, de la trachée, est le sitee
d'une éruption de petits boulons rougedltres, qui
n'ont paseu le temps d’évoluer. Toujours le poumon
est farci d'une multlitude de lésions trés dilfé-
renles de-celles qu'on observe dans la morve chro-
nique; ce sont de véritables infarcltus, de forme
conique ou pyramidale, dont la base correspond a
la surface pleurale du poumon. L'aspect de la
coupe en est grenu, homogéne, d'un blane sale ;
sa consistance est assez ferme. La pression en fait
sourdre de petiles goutlelettes de pus épais, blan-
chilre, trés virulent.

« Leur aspect pourrait les laire confondre avec
des tumeurs,

« Le foie, lesreins, la rate, la moelle des os, peu-
venl élre parsemés de 1ésions moins volumineuses,
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dont la texture est en tout point semblable a
celle des lésions pulmonaires. L’expérience
prouve que sur cinquante inoculations effectuées
chez I’ane avec du jetage morveux ou du pus far-
cineux, quarante-neuf au moins sont suivies de
succes » (Nocard, Soc. centr. de méd. vét. 1887).

Morve expérimentale du cobaye. — Le cobaye
prend moins surement la morve expérimentale
que 'dne; il peut étre considéré cependant comme
un bon réactif.

L’inoculation se fera, soit par scarifications sur
le dos, soit & la seringue de Pravaz, a la base de
la cuisse; cette derniere pratique est préférable
aux scarifications.

A T'endroit scarifié ilse fait, quand I'inoculation
réussit, une plaie uleéreuse, semblable a celle qui
se produit chez 'ine dans les mémes conditions.

Dans les cas ou I'inoculation a été sous-cutance,
il se fait « des abeeés volumineux dans toute la
chaine des ganglions lymphatiques intercalés
entre le centre etle point inoculé ».

Dans les deux cas, 'animal maigrit et succombe
au bout d'un temps variable : il peut étre sacrifié
en tout cas du vingt-cinquiéme au trentiéme jour.

Souvent, pendant I'évolution de la morve, il se
tait chez le cobaye mdle un sarcocele morveux,
qui rappelle la lésion qui se produit chezle cheval
entier dans la morve spontandée,.

« A 'autopsie, ontrouve toujours dans la rate, et
souvent aussi dans le foie et le poumon, une mul-
titude de petits points blanchatres qui ne sont
autre chose que des tubercules miliaires de
nature morveuse. De plus, les ganglions sous-
lombaires sont le siége d’abeés volumineux, dont
le pus est virulent » (Nocard).

Morve expérimentale du chien. — « Si on inocule
du jetage morveux ou du pus farcineux sur le
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front de eet animal, par le procedé des scarifi-
cations indiqué plus haut, on voit généralement,
au bout de trois a quatre jours, les scarifications
transformdées en plaies uleéreuses qu’entoure un
engorgement chaud et douloureux. Ces ulcérations,
apres s'éire élendues pendant huit, dix ou quinze
jours, restent stationnaires durant une ou deux
semaines, puis se cicafrisent et disparaissent.
Contrairement a l'dne, il est exceptionnel que le
chien succombe a4 la morve :son organisme ré-
siste au virus et finit par en triompher » (Nocard).

L’dne est le véritable réactif expérimental de la
morve : succombe-f-il a 'inoculation d'un produit
suspect, on peut affirmer, sans hésitation, que le
produit ¢était morveux; résiste-t-il, le produit
n’était pas de nature morveuse.

Le chancre expérimental du chien, que nous
avons décrit, indique sans hésitalion la morve :
mais 'inoculation avec le produit morveux le plus
légitime ne réussit pas dans tous les cas; il en est
de méme pour les expériences chez le cobaye : I'ani-
mal peut résistera l'inoculation morveuse; si done
la réussite d’'une inoculation chez le chien et le
cobaye mmplique, sans aucun doute, la nature mor-
veuse du produit inoculé, I'échec n’entraine pas
I'assurance que ce produit n’était pas morveux.

Morve expérimentale du mulol. — Ce petit ron-
gzeur constitue, parait-il, un terrain éminemment
favorable a la morve : I'inoculation lui conférerait
une affection généralisée o tous les viscires et
entrainant la mort en un temps variant de trois
a quinze jours. Nous n’avons pas été & méme jus-
qu’ici de vérifier ce fait ; nous nous bornons done
a le signaler,

Morve expérimentale du lapin. —— Le lapin est un
réactif infidele de la morve : le cobaye lui doit
¢tre preéférd,
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IV. Le bacille de la morve. Sa recherche dans 1'orga-
nisme morveux, et les produits de sécrétion mor-
bides.

Le bacille morveux se colore assez mal par les
couleurs d'aniline. Une seule méthodelui convient
bien, quel que soit le produit ou on le cherche :
s¢erétion pathologique, pulpe organique, coupe
histologique, culture; cette mdéthode est celle de
Loffler. Le lecleur se reporlera au chapitre vi ou
il trouvera tous les détails sur ce procédé. Nous
devons ajouler cependant que la coloration par
le bleu de Kahne (voyez chapitre vi) réussit éga-
lement bien et donne de belles préparations du
bacille morveux.

La morve équine spontanée se préte fort mal a
I'étude du bacille de Loffler et Schiitz. Il est en
cilet exceptionnel que 'examen, mémele plus mi-
nutieux, fasse découvrir ce bacille dans les lésions
morveusges aigués ou chroniques du cheval, non
assurément que le bacille n'y existe, mais sans
doute « il perd trés rapidement sa forme bacil-
laire, et se résout en granulalions, sinon en
spores, qu’'il est bien difficile de distinguer des
granulations protéiques nombreuses que 1on
rencontre dans les préparations ».

C'est & la morve expérimentale dvoluant vite,
aux cultures pures et jeunes qu'il faut s’adresser
pour prendre une bonne idée du bacille ; dans le
chancre frontal expérimental du chien, dans les
abees ganglionnaires et les lésions viscérales du
cobaye inoculé, dans les lésions suraigués de la
morve de I'dne, on trouvera facilement I'organisme
pathogene : le jelage, le pus seront examinés sur
lamelles; les organes morveux seront réduits en
pulpes et aussi soumis aux coupes histologiques,
Quant aux cultures, leur examen est simple.
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Le bacille morveux est dune extréme linesse,
quoiquun peu plus gros que celui de la tubercu-
lose. 1l faut examiner les préparations avec 'éclai-
rage Abbe et 'immersion homogene donnant un
grossissement de 800 & 1000 diametres : le bacille
apparait alors sous forme d'un petit bitonnet a
extrémité arrondie, coloré tantot pleinement, tan-

Fig, 47.

A, Morve. Culture. Leitz, ve. 3, obj. 1/12.
]

3, Farcin du beeul. Pus. Verick, oc. 1, ohj. 8.
tot inégalement aveec allernance de zones claires
et de zones I'ull{:t'_-lfr-;, ce {[I_lj lui donne un rlh|:n'u‘l
granuleux remarquable, rappelant, mais d’'une
facon plus acecentnée, celui du bacille de Koch,
['examen des coupes est surtout délicat, le ba
cille ne tranchant que par sa coloration bleue
plus foneée sur les parties environnantes égale-
ment bleues,
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V. Culture du bhacille de la morve.

Aérobie, le bacille de la morve ne se cultive
qu'en présence de air,

La culture réussit mal & la température ordi-
naire, ou elle pousse peu et lentement ; aussi la
gélatine est-elle un milieu peu favorable; le ba-
cille morveux sera donc cultivé dans le bouillon,
sur la gelose et la pomme de terre a la tempe-
rature de 'étuve (35° a 400).

Il ne faut pas choisir pour semence, sauf un cas
spécial dont nous parlerons ci-apres, des produits
impurs tels que le pus ou le jelage : ¢'est dans les
lésions viscérales de la morve de 'ane ou du co-
bave qu’il faul prendre la semence : la rate ou pul-
lulent les bacilles est trés favorable,

Bowillon. — La culture se fait en vingt-quatre ou
quarante-huit heures; le bouillon se trouble sans
apparence spéeiale.

Gélose. — En vingl-qualre ou quarante-huit
heures, la semence «pullule sous forme d'une
mince couche blanchatre, a demi lransparente,
reflétant une teinte légérement bleudtre, qui va
graduellement en augmentant d’épaisseur, et qui
devient bientdt entiérement opaque » (Nocard).

Pomme de terre. — La culture sur pomme de terre
est une des caractéristiques du bacille de la morve.
Sur la pomme de terre mise a 1'étuve il se forme
aux points inoculés « une sorte d'enduit épais,
humide, luisant, visqueux, reflétant apres quel-
ques jours une couleur fauve qui se fonce de plus
en plus, et qui arrive bientdt a la teinte chocolal
clair. De tous les bacilles actuellement connus, le
bacille morveux prend seul cet aspect absolument
caractéristique » (Nocard).

Cet aspect, sullisant a lui seul pour permettre
d'aflirmer que le produit ensemencé ¢tait morveux,
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permet de faire servir la pomme de lerre au dia-
anostic des cas douteux de morve, au méme lilre
que U'inoculation au cobaye, & I'dne.

Etant donné un produit suspect, délayez-le dans
une quantité d'eau ou de bouillon stériles, et
ensemencez la pomme de terre avece cette dilution
suivant les procédés décrits au chapitre 1v.
« Apres quelques jours, il se développera un
grand nombre de colonies d'aspect divers (le
produit ensemencé étant naturellement impur),
parmi lesquelles celles de couleur jaune brun »
si le produit contenait le virus morveux : I'examen
microscopique avec le procédé de Loffler complé-
tera la démonstration de la nature morveuse du
produit, démonstration bien simple, facile, et de
plus demandant fort peu de temps.

Les cultures de morve, quel que soit le milieu
sur lequel elles ont été faites, se conservent peu.
Une culture qui n’est pas renouvelée a perdu au
bout d'un mois environ, et souvent plus tot, la fa-
culté de repulluler.

Résumé des caractéres du bacille de la morve.

D'une extréme finesse, aérobie, le bacille de la
morve se cultive bien & une température de 350-
39° dans le bouillon, sur la gélose et sur la
pomme de terre; il donne sur celle-ci une réaction
chromogene caractéristique. Le bacille de la morve
prend mal les couleurs d’aniline ; il ne se colore
ni parla méthode de Gram ni par celle de Weigert ;
le blen de Loffler ou celui de Kithne le colorent
bien; il prend & la coloration un aspect granuleux
lris spéeial,
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1'.."
SEPTICEMIE DE PASTEUR

I

C'est dans une note lue a I'Académie des scien-
ces en juillet 1876 que M. Pasteur annonca la dé-
couverte du vibrion septique.

La présence de cet organisme dans les cadavres
charbonneux avait jeté, jusque-la, une grande con-
fusion dans les résultats des inoculations faites
avec le sang provenant de ces cadavres. M. Pasteur
dissipa toules les obscurités, remettant chaque
chose & sa place, indiquant nettement le role de
la bactéridie et celui du vibrion septique.

Les affections que produit le vibrion septique
¢ltaient connues depuis longlemps en pathologie
humaine et vélérinaire, encore qu’elles n’eussent
pu, jusqu'a M. Pasteur, élre rapportées a leur
cause véritable ; les expérimentations sur les ma-
ladies conférées aux animaux par I'inoculation
des substances pulrides avaient été nombreuses
depuis les premiers essais de Barthélemy et Du-
puis d’Alfort jusqu’aux expériences récentes de
Coze et Feltz, et Davaine.

Chez I'homme Vaffection produite par le vibrion
septique est connue depuis Pirougofl sous le nom
d’'@wdéme malin; ¢’est aussi le vibrion septique qui
provoque cette terrible complication des plaies
accidentelles ou chirurgicales, désignée sous les
noms de gangréne foudroyante, gangreéne gazeuse,
gangreéne rawmatique envahissante, érysipéle trawina-
tique, complication qui, aujourd’hui, est devenue
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bien rare, grdace aux progres de l'antisepsie chi-
rurgicale. C'est & MM. Chauveau et Arloing qu'on
doit la connaissance de la nature exacte de cette
aflection : ils I'ont étudiée en 1884 sous le nom de
septicémie gangréneuse.

En vétérinaire, I'affection causée par le vibrion
septique est la gangréne traumatique de Renault
(d’Alfort).

Les Allemands, qui ont retrouvé le vibrion sep-
tique de Pasteur, ont pris soin de le débapliser,
et Koch lui a donné le nom de bacille de I'edéme
malin.

II. Septicémie expérimentale.

La septicémie de Pasteur peut étre inoculée au
cobaye, au lapin, au mouton, a la chévre et au che-
val : ce sont la les animaux les plus sensibles a
son action. L'dne, la poule, le pigeon, ont une sus-
ceptibilité moindre, et au dernier rang viennent le
chien et le chat, qui exigent des doses de virus plus
fortes encore. Le beeuf est absolument réfractaire.

Liinoculation a la lancette échoue d'ordinaire ; le
virusdoitétre déposé dans le tissu conjonctif sous-cu-
tané; la raison de ce fait est simple: le vibrion
de Pasteur est un anaérobie pur, que la moindre
trace d’ oxeygeéne empéche de vivre et de se développer.

Liinfection par la voie digestive échoue invaria-
blement, a moins qu’il n’existe une plaie du tube
digestif,

L'inoculation intravasculaire a dose moyenne
(une a trois gouttes chez le lapin, 1 4 5 centimetres
cubes chez le moulon, 10 a 15 centimetres cubes
chez 'dne) ne donne pas la mort, et Panimal ino-
culé acquiert U'immunité (Chauveau et Arloing).
A dose massive les résultats de U'inoculation in-
travasculaire sont différents, et la mort survient
avec des lésions généralisées dans les sérenses.
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Les sources du vibrion septique sont nombreu-
ses; outre les cas naturels de septicémie, chez
I’homme et animal, qui peuvent fournir la ma-
tiere de I'inoculation, le vibrion sepliquese trouve
dans le sol, ainsi que les expériences de M. Pas-
teur 'ont démontré, et dans le tube digestif des
animaux, d’ou, en été surtout, il passe quelques
heures aprés la mort dans le sang des veines pro-
fondes de 'animal.

Le réactif expérimental le plus simple de la sep-
ticémie de Pasteur est le cobaye : 1/5 de goutte de
maliére seplique inoculée sousla peau de la cuisse
de 'animal le tue sarement.

Les symptomes qui suivent l'inoculation sont
les suivants : blotti dans un coin, 'animal reste
immobile, son poil se hérisse, il pousse des cris
quand on le saisit : la mort survient en douze ou
(quinze heures apres 'inoculation,

M. Pasteur a parfaitement décrit les épouvanta-
hles désordres que 'on constate a 'autopsie. « Tous
les muscles de 'abdomen et des qualtre pattes sont
le siége de la plus vive inflammalion; cia et la,
particulierement aux aisselles, des poches de gaz;
foie et poumons décolorés, rate normale, mais dif-
fluente. » Ajoutons que les poils s’arrachent d’eux-
mémes sur toute la surface abdominale, que le
péritoine contient de la sérosité en assez grande
abondance, et que lors de I'ouverture du cadavre,
si pres de la mort qu’elle soit pratiquée, il se deé-
gage une odeur putride un peu spéeiale. La sep-
ticémie est la putréfaction sur le vivant,

I1I. Recherche du wvibrion septique dans l'organismne
septicémique.

Le vibrion septique doit étre étudié sans colora-
tion et avec coloration : il prend bien les diverses
couleurs d’aniline, le bleu de Loffler particulicre-
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ment, mais se colore mal par la méthode de
Gram ou de Weigert.

Le vibrion septique sera recherché dans le sang,
la sérosité péritonéale, et le suc musculaire.

Sang. — Le sang prélevé dans le caeur de ani-
mal septicémique, aussitot apres la mort, contient
pew de vibrions septiques, et on peut passer en re-
vue plusieurs champs microscopiques sans en
trouver un seul.

L'examen sans coloration est d’un haut intérét : le
vibrion septique prend dans le sang « un aspect
tout particulier, une longueur démesurée, plus
long souvent que le diametre total du champ du
microscope, etune translueidité telle qu’il échappe
facilement & 'observation ; cependant quand on a
réussi a l'apercevoir une premicre fois, on le re-
trouve aisément, rampant, flexueux (1), écartant
les globules du sang comme un serpent écarle
| herbe dans les buissons » (Pasteur).

La coloration fixera le vibrion sur la lamelle;
et elle montrera que le long filament est composé
de plusieurs segments inégawx entre cux : c’est la
un caractere important, Dans la bactéridie les fila-
ments se divisent en segments égaux; dans le
vibrion l'inégalité des diverses fractions qui com-
posent le filament est des plus marquées.

Seérosité pévitonéale. — Le moyen le plus simple
et le meilleur d’examiner cette sérosité est de
placer une lamelle sur la surface du foie, et de
la colorer (de préférence aubleu de Loffler) apres
dessiccation. Le vibrion seplique se présente en
quantité prodigicuse sur la lamelle : il y affectle

(1) Lair arrdte les mouvements du vibrion septique, 1l peut done
arriver que, dans une preéparation, les vibrions soient immobiles sur
les bords o ils subissent le contact de Unir: au ecentre de la -
paration au conteaire, ld oi ils sont & 'abri de Uair, leurs mouve-
ments persisteront.

_

Pit. DE MICROBIE. I
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les formes les plus variées au point de vue des di-
mensions : courts articles, isolés ou réunis deux a
deux, souvent dispusés en lignes paralléles; longs fila-
ments composés de segments 1négaux, droits ou
flexueux, traversant parfois tout le champ du mi-
croscope. Ces préparations sont des plus intéres-
santes; elles sont de plus typiques, et caractérisent
le vibrion septique,

Suc museulaire. — Si onvient a porter une goutte
de ce liquide sans coloration sous le microscope,
on voit des vibrions mobiles quelquefois tres al-
longés, comme ceux de la sérosité péritonéale;
mais le microbe affecte surtout ici les formes bi-
zarres, en olive ou en batfant de cloche, que nous
etudierons a propos du charbon symptomatique.

IV. Culture du vibrion septique.

Le vibrion septique est absolument anaérobie; il
se cultive parfaitement dans le vide ou en pré-
sence de gaz inertes, dans le bouillon, la gélatine,
la gélose et sur la pomme de terre. — Les pre-
mieres cultures en ont été faites par MM. Pasteur,
Chamberland et Joubert. M. Roux a consacré a
cette culture quelques pages dans les Annales de
Pasteur: nous reproduirons sa description, a la-
quelle il n’y a rien & ajouter.

La semence peut étre fournie par le sang ou le
liquide péritonéul. Le sany contient peu de vibrions
septiques au moment de la mort de 'animal, et son
ensemencement a cette période serait souvent suivi
d’'un échec. On réussira en placant lesang, recueilli
purement dans une pipette, pendant vingt-quatre
heures a I'étuve : on s'assurera que le vibrion s'est
développé dans ce sang en constatant apreés ce
laps de temps que la colonne sanguine de 'effilure
de la pipette est disloquée par de nombreuses
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bulles de gaz : le sang & ce moment donnera une
excellente semence.

Le sérosité péritonéale sera, pour servir de se-
mence, recueillie purement avec une pipetle pro-
menée sur la surface du foie.

« Dans les milieux liquides, la culture se fait rapi-
dement & une température de 38°. Le sérum étendu
d’eau, le bouillon de poule, celui de veau légere-
ment alealin conviennent trés bien. Le développe-
ment se fait avec dégagement de gaz acide car-
bonique et hydrogeéne, et sans changer la réaction
du milieu. Au bout de douze a vingt-quatre heures,
le liquide est trouble, et, examiné au microscope,
il montre de nombreux bacilles contournés et par-
fois comme ondulés; d'autres sont droits. Bientot
la culture devient claire, tous les bacilles étant
tombés sur le fond du tube. La plupart deviennent
alors granuleux et se désagregent. Quelques-uns
épaississent, se dilatent en un point, le plus sou-
vent a une extrémité; ¢’est dans la partie renflée
gquapparait la spore. Elle est brillante et réfrin-
gente; lorsqu’elle se forme dans le corps du ba-
tonnet, celui-ei montre d’abord un espace clair.
Cette spore se conserve longtemps dans les cul-
tures en gardant sa virulence; elle résiste a des
températures de 75° & 80°. Dans les cultures, le vi-
brion septique parait perdre sa propriété de se
mouvoir.

« Le vibrion septique se développe dans la gélatine
quand on I'ensemence par piqure dans un tube de
gélatine en se servant d'un des procédeés que nous
avons décrits. Tout le long de la pigquare il se fail
une culture qui liquéfie la gélatine.

« Mais c’est surtout dans la gélose nutritive, a la
température de 38° que le développement est ra-
pide. En vingl-quatre heures toute la piqare esl
bien dessinée comme une trainée blanchitre les-
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tonnée sur les hords. Bientot les gaz se dégagent
et creusent des vacuoles dans le milieu solide. La
trainée laite par la piqure est coupée en divers
endroits, et le dégagement des gaz seme lorga-
nisme dans toute la masse de la gélose. Dans les
milieux solides les bacilles restenl plus courts que
dans les liquides, ilsne prennent point des formes
conlournées et donnent des germes beaucoup plus
lentement. »

On pourra faire également par les procédés que
nous avons indiqués au chapitre 1v des cultures
de vibrion septique en plagues sur la gélatine ou la
viélose. « Dans la gélatine, la colonie apparait
comme une pelite tache nuageuse, blanchatre, a
contours mal définis, qui liquéfie le milien autour
d’elle. Dans la gélose la colonie s’élend moins, elle
garde P'aspecl de petiles taches blanchdtres qui, au
microscope, paraissent striées au centre, et arbo-
rescenles sur les hords » (Roux, Annales Pasteur,
1887, p. 61).

M. Roux a cultivé le vibrion septique sur la
pomme de terre dans le vide par son procédé que
nous avons décrit au chapitre 1v. Les cultures sur
pomine de terre dans le vide ne donnent, on le
sail, aucune coloration.

Résumeé des caractéres du vibrion septique.

Anaérobie pur, le vibrion septique présente dans
les préparations fraiches et surtout dans le sang
une mobilité et une forme toules spéciales. Sur les
préparalions colorées, il se caraclérise encore par
ses dimensions, sa forme et U'inégalilé des segments
(qui composent ses filaments droits ou courbes.

11 se cullive dans tous les milieux a l'abri de
I'air.
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VI
ACTINOMYCOSE

« L'actinomycose est une maladie infectieuse
déterminée par des champignons du genre acti-
nomyces » (Neumann) (1).

I’actinomvcose ne devrait pas en regle stricte
figurer dans un livre qui traite des maladies bac-
tériennes, car l'actinomycose n’est pas une mala-
die bactérienne; mais en raison du grand intérét
de cette maladie, de sa nouveaulé relative, de sa
fréquence qui apparait chaque jour plus grande a
mesure qu'elle est mieux connue des observateurs,
nous croyons que nos lecteurs nous sauront gré
de lui avoir consacré quelques lignes, que nous
ferons aussi courtes que possible,

I. Historique.

L'histoire de l'actinomycose ne remonte pas a
de longues années.

Entrevuenettementen 1875 par Rivolta et Perron-
cito, elle a été déerite pour !a premiere fois d'une
facon precise et rapportée a sa véritable cause par
Bollinger (1876, « qui, le premier, a établi d’une
maniere claire et précise la présence constante
de ces productions cryptogamiques dans les [u-
meurs du maxillaire que 'on avait jusqu’alors de-
signées sous le nom d’ostdosarcomes, sarcomes maxil-

(1) Nous empruntons la substance de cet article i U'exeellent résumé
au'a donné de 'aetinomycose M. Neumann dans son récent Draitd des
maladies parasitaires des animauz. La Revue générale de M. Ma-
thieu (fev. des Se, med. 1886) a été uotre guide pour 'nctinomycose
de I'homme, '

| 4!
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laires, farcin ou cancer des os, spina ventosa, etc.,
ainsi que dans le « Hollzunge » (langue de bois) et
différentes tumeurs lymphosareomateuses qui sc
développent autour de la gorge, dans le pharynx
et le larynx. 11 insista fortement sur la nature du
parasite, qu’il classa parmi les champignons. Ce
fut alors que Harz lui assigna le nom d’actino-
myces bovis (axtis rayon) en raison de sa disposition
rayonnee, et de sa fréquence chez le beeuf. L'affec-
tion qu’il détermine arecu le nom d’actinomycose. »
(Neumann. |

1I. Actinomycose spontanée. Lésions. Modes de propa-
gation.

Les especes qui présentent 'actinomycose sont
le beeuf, le cheval, le pore et homme.

L’actinomycose parail beaucoup plus fréquente
chez les animaux et beaucoup plus variée dans ses
localisations en Allemagne, en Angleterre, etc.,
qu'en France ou elle n'a guére été observée jus-
qu'ici qu'a la machoire du beeuf. M. Nocard en a
signalé le premier cas chez nous en 188%,

L’espece bovine est entre toutes le terrain d'évo-
lution préféré de laclinomycose. La forme la plus
ordinaire est, chez cet animal, 'ostéosarcome de la
mdachoire, et surtout de la mdchoire inférieure.

Apres les maxillaires, sa localisation la plus fré-
quente est le pharynz (lymphome, lympho-sarcomes,
ete.) ; puis le larynx, I'esophage, le réseau, l'in-
testin,

Dans des cas plus rares la localisation se fait
sur les viscéres : actinomycose du foie, actinomy-
cose du poumon, dont on ne connait que quatre
cas actuellement : nous avons pu personnellement,
au laboratoire de M. Nocard, observer un de cescas,
rencontré par M. Moulé sur le poumon d'une vache
abattue pour la boucherie.
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L'actinomycose se monltre encore dans le lissu
conjonctif sous-cutane, a la face, autour de la
gorge et au cou.

A la langue lactinomycose affecte une forme
spéciale, curieuse, connue autrefois sous le nom
d'induration chronique de lalangue, glossite chro-
nique interstitielle, ete. (Wooden tongue des An-
glais, Hollzungue des Allemands).

Tres rare chez le cheval, 'actinomycose a été
signalée assez fréquemment chez le porc (abces
actinomycotiques des mamelles, actinomycose
musculaire siégeant surtout aux piliers du dia-
phragme, dans les muscles abdominaux et inter-
costaux). Peut-étre celle actinomycose musculaire
est-clle de nature un peu spéciale.

D’une facon générale actinomyees « introduit
dans les tissus des animaux tend a provoquer le
développement de tumeurs particulicres de nature
conjonctive, que Johne a désignées sous le nom
d’actinomycomes ». Ce sont des « tumeurs arrondies,
noueuses, plus ou moins fongueuses, lisses a la
surface, et dont la consistance varie entre la mol-
lesse d’un sarcome médullaire, et la dureté d'un
fibro-sarcome ou d'un sarcome. » La coupe laisse
voir un stroma conjonctif parsemé de dépits tuber-
culiformes de la grosseur d'une téte d'épingle a
celle d'un pois, isolés ou réunis. Chacun de ces dé-
pots renferme un granule jaundtre, gros comme un
grain de sable qui est un glomérule d’actinomyces,

Lactinomycose de U"homme étudiée aI’étranger par
Israel, Johne, ete., était absolument inconnue chez
nous jusqua la publication récemment faite par
M. Nocard a I'Académie de médecine (1) anu nom
de M. Lucet,vétérinairea Courlenay, d'un casd’abeis
actinomycofique de la cuisse chez un homme.

(1) 21 aodt 1888,
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D’aprésles documents élrangers, 'actinomycose
chez 'homme peul former des tumeurs semblables
a celles que présente 'espéce bovine, mais, plus
souvent, elle tend & la suppuration : elle forme
abees. Les localisations de Vactinomycose humaine
sont trés variées : c’est la bouche et son voisinage
qui, ici comme chez le beeuf, est le siege de predi-
lection du champignon. Il peut se développer a la
michoire des (umeurs, mais plus souvent des abees
fistulewr semblables & ceux qui succedent a 1'ostéo-
périostite du maxillaire inférieur.

On a signalé des abces actinomycotiques paro-
tidiens, des noyaux actinomycotiques dans la lan-
gue. Le poumon est parfois le siege d'actinomyces,
et la lésion rappelle par les symptomes la tuber-
culose pulmonaire : il se forme un abcés pulmo-
naire, parfois avec listule thoracique.

On a encore signalé I'actinomycose tégumentaire
Kaposi), 'actinomycose de la cavilé abdominale,
etc., eic.

Plus l'affection sera connue et plus elle sera
rencontrée fréquemment : tout récemment M. Lu-
cet, vétérinaire du Loiret, signalait un abeés acti-
nomycotique de la cuisse chez un homme : la
nature de cet abees avait été longtemps méconnue,
et l'affection, persistante, tenace, passait pour
luberculeuse.

Etiologie. — L’introduction du parasite dans les
lissus parait bien évidemment se faire par le tube
digestif avec les aliments, et tout particulierement
avec les fourrages.

Cependant on doit admettre une infeclion pos-
sible par les voies respiratoires, et aussi une
inoculation dirccte (abees aclinomycotiques des
mamelles chez le pore, inoculation directe acci-
dentelle dans le tissu cellulaire d'une plaie chez
un cheval, cas signalé par Perroncilo).
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III. L'actinomyces bovis. Caractéres. Coloration. Cul-
ture.

« Examinés dans les néoplasies dont ils ont
provoque la formation et qui sont parvenues a un
état quelque peu avancé, les actinomyceétes se pre-
sentent sous l'aspect de petites masses visibles a
U'eeil nu, du volume d'un grain de lycopode a celui
d’'un grain de millet, arrondies, d'un blanc jau-
natre ou jaune de soufre, de consistance ordinaire-
ment molle. Leurs dimensions sont généralement
comprises entre0m®™ { et { millimetre. Dansle pusou
le liquide puriforme qui les renferme, elles don-
nent souvent Vidée de grains de sable disséminés. »

L'examen a 'étal frais est des plus simples; il
suffit d'écraser un grain sur une lame et de 'exami-
ner apres avoir fait agir sur lui la potasse ou l'acide
acétique. L'acide picrique réussit fort bien aussi.

Les plus petites granulations ne se composent
que d'une seule masse mariforme, que nous allons
décrire ci-dessous; les grosses granulations sont
formées par 'agrégation de plusieurs masses.

La masse, la toufTe, le grain d’actinomyces coms-
prend une zone périphérique et une zone centrale.

« La zone périphérique est constituée par des
corpuscules allongés, dont une des extrémités est
effilée et dirigée vers le centre de la masse, tandis
que Uautre est arrondie, et affleure la surface de
la zone corticale. Leur longueur est de 20 & 30 p,
leur largeur 8 a4 10 p. Souvent quelques-unes de
ces cellules claviformes ou pyriformes mesurant
jusqu'a 75 p de longueur dépassent ensemble
du groupe. Tous ces renflements sont considéres
par Harz comme des conidies.

« La zone centrale forme une masse jaundlre
représentant un featrage fibritlaire tres complexe,
constitué par 'entre-croisement de filaments, qui
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mesurent Oph 4 2y de diamétre. On les considere
comme des conidies, quoique le passage de 'un a
I’autre n’ait pu élre suivi.

« Au sein de la masse fibrillaire, on rencontre
quelques conidies, plus petites que celles de la
périphérie, moins réguliéres, semées aumilieu des
filaments entre-croisés, ou elles n’ont pu se déve-
lopper comme les autres. »

Il sera necessaire et fort intéressant de pratiquer
des coupes de tumeurs aclinomycotiques.

« La structure des petits nodules inclus dans le
stroma esl tout & fait celle dune granulation tuber-
culeuse, et rappelle de tous points le tubercule-type
a cellules géantes. Autour d’une touffe centrale et
plus ou moins grosse d’actinomyces on voit pres-
que toujours quelques cellules géantes a nombreux
noyaux marginaux. » Autour de ces cellules une
zone de cellules épithélioides.

Dans les coupes il faudra colorer 'actinomyeces.

La meilleure méthode nous parait celle indiquée
par Weigerl.

Plongez une demi-heure la coupe dans la solu-
tion suivante :

Orseille pure, sans ammoniaque, dissoute jusqu'a colo-
ration rouge foncé, dans :

Aalda Soliamats n SRS S o mt fnas s sl e s 5
HIeoa] AhEORE: Lws sttt s bowwnssi A g 20
i, | S e e S S PN e e S e 40

Lavez a l'alcool et colorez le fond au violet de
gentiane aqueux, ou au bleu de méthyléne.

Les renflements claviformes de la zone périphé-
rique seront colorés en rouge, le feutrage central
en bleu ou en bleu verdatre.

La méthode de Kithne avec coloration de fond au
picro-carmin donne d’excellents résultats pour
I'étude du mycélinm.

Les essais de cullure tentés avec l'actinomycose
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n‘ont donné que des résultats contradictoires et
jusqu’ici peu intéressants.

[sraél aurait pu cultiver l'actinomyces sur le
sérum, et Bostrom aurait parfailement réussi a
faire des cultures surla gélatine, le sérum, I'agar.

Nous savons pourtant que M. Nocard a réussi a
obtenir des cultures de l'actinomyces en milieux
liquides alors que toutes ses lentatives de culture
sur milieux solides ont échoué.

IV. Actinomycose expérimentale.

Il y a peu de chose a dire a ce sujet : lesrésultats
sont des plus contradictoires.

Bollinger, Harz, Perroncito n'ont pu réussir
a infecter les lapins et les moutons. Le chien s'est
également montré réfractaire. Toules les tentatives
d'inoculation faites jusqu’ici au laboratoire de
M. Nocard, — et elles ont été nombreuses ct
vari¢es, — ont donné des résultats négatifs.

Johne aurait réussi avec les inoculations sous-
cutanées sur deux veaux ef avec une injection dans
la mamelle d'une vache. Ponfick aurait transmis
'actinomycose du beeuf au veau parinjectionsintra-
veineuses, intra-pcéritonéales et sous-cutanées.

Vi
MICRO-ORGANISMES DE LA SUPPURATION

LLes microbes pathogenes les plus divers peuvent
dans certaines circonstances avoir une actlion
pyogene et provoquer la formation d’un pus spéei-
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fique : tels le bacille de la tuberculose, le bacille de
la morve; tels encore le bacille du choléra des
poules inoculé sous la peau du cobaye, celui du
farein du beeuf inoculé dans les mémes conditions
au méme animal, ete., ete.

Les microbes de la suppuration que nous allons
passer en revue n‘ont rien de commun avec ces
organismes accidentellement pyogenes. Ce sont les
agents pathogenes de la suppuration commune
dont le type est le phlegmon aigu, V'abees chaud de
I"homme.

En 1880 Pasteur isola dans le pus de provenance
furonculeuse un micrococcus dont il inocula les
cultures pures a des lapins : il provoqua chez ces
animaux des suppuralions au voisinage du point
d'inoculation.

L’étude des divers microbes de la suppuration a
éte faile ensuite par Ogston, Rosenbach, Passet, ete.

Les microbes de la suppuration provoquent chez
I'homme et les animaux des accidents variables.

Souvent ils se contentent d’évoluer, de se multi-
plier, dansles environs du point d’inoculation acei-
dentelle ou expérimentale : il en résulte un abces
chaud. Mais ils peuvent aussi, ce qui est bien plus
grave, se répandre dans le systéeme circulatoire,
soit par les voies sanguines, soit par les lympha-
tiques. Ils déterminent alors les accidents de la
pyYémie.

Souvent aussi ils provoquent, dans les viscéres
qui constituent pour cux un milieu de culture
favorable, la formation de petits abees multiples
(a. mclaslatiques).

Recherche des microbes dans le pus.

Etalez sur une lamelle une trace de matiére puru-
lente recueillic purement dans le sein d'un abees
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chaud; colorez par les solutions hydro-alcooligues,
de Loffler, ete.; ensuite par les procédes de double
coloration de Gram.

Sur les préparations a coloration simple, on

Fig. 48. — Septicemie de Pasteur,

A, Culture.
B, Surlace du foie (Cobaye).

apercoit d'abord les globules de pus assez forte-
ment colorés; puis, dans les espaces qui les isolent
les uns des autres et méme dans le contenu cellu-
laire de quelques-uns d’entre eux, on voil des mi-
crococcus de deux espéces différentes : les uns en
forme de staphylococcus, les autres prenant 1'as

PR, DE MICRORIRE 15
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pect de streptococcus courls, légérement incurves,
composcs chacun de cing, six coccus, dix au plus :
ce sont la les deux genres bactériens que l'on ren-
contre le plus ordinairement dans le pus.

Dans les préparations colorées par le procédé
de Gram, on se rend facilement comple que les
staphylocoeccus prennent les uns aussi bien que les
autres la coloration violette et tranchent ainsi
nettement sur le fond de la préparation. Bien
plus, les différentes especes de staphylococeus du
pus, au nombre de lrois, se colorent ¢galement
toutes par le Gram, de sorfe qu’'on ne peut les
différencier les unes des autres par le simple
examen microscopique : ce n'est que les cultures,
surtout celles sur gélatine, qui permetient une
différenciation sure.

Outre les staphylococcus ct les streptococeus que
nous venons de signaler, on rencontre dans cer-
tains cas d’autres micro-organismes, quelquelois
meéme des bacilles; mais ces cas sont exceptionnels,
aussi ne ferons-nous que signaler ici par leurs
noms ccs différents micro-organismes; ce sont :

Le Micrococeus cereus albus.

LLe Micrococeus cereus flavus.

Le Micrococcus pyogencs tenuis.

Le Bacillus pyogenes fawlidus.

Le Bacillus pyocyaneus.

Nous allons étudier rapidement les especes prin-
cipales, celles que l'on rencontre le plus fréquem-
ment dans le pus :

1o Staphylococeus pyogenes aureus.

(est la I'espéce la plus importante. On la ren-
contre dans tous les pus, dans les furoncles, dans
I'ostéomyélile, ete.

Le pyogenes aureus examiné dans le pus y prend
I'aspect d'une sorle de zooglée de cing, dix indi-
vidus, réunis les uns prés des aulres, de telle facon
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quils forment une sorte de grappe. Un en voit
aussi dans l'intérieur des cellules de pus. Il se
colore dans les solutions hydro-alcooliques, dans
le Loffler, le Malassez et le Gram.

Inoculation au lapin. — Lorsqu’on inocule a un
lapin une assez grande quantité d'une culture
virulente de l'auwreus, il se produit au point d’ino-
culation un abcees dans le pus duquel on rencontre
le microbe.

Si l'inoculation se fait dans les veines, le lapin
ne meurt pas, mais le plus petit traumatisme que
subira ensuite 'animal donnera pour ainsi dire un
coup de fouet & la maladie et le lapin ne tardera
pas & mourir diinfection purulente.

Cultures. — Llaureus pousse tres bien a lair
dans tous les bouillons, mais il n’y donne pas une
culture bien caractéristique. Exposé a 37° le bouil-
lon ensemencé se trouble en moins de quinze
heures; puis il devient légeérement doré, tandis
qu'une partie de la culture se dépose au fond du
ballon sous forme d’une poudre légérement jau-
natre.

L'awreus donne sur gélatine une culture trés ca-
ractéristique ; comme il liquéfie ce milieu, il esl
indiqué de le semer en piqare. Au bout de peu de
temps il se forme, autour de la piqare, une cul-
ture blanche sans caractéres spéciaux; puis a la
surface on voit apparaitre une pellicule, blanche
d’abord, et de plus en plus jaune : la liquéfaction
est alors commencée. Quand toutle cylindre géla-
tineux est liquélié, la culture forme au fond du
tube un dépot abondant jaune d’or.

Sur la gélose la culture ressemble a la préce-
dente; mais la liquéfaction n'a pas lieu.

Seme en strie il forme d’abord une culture blan-
che, qui prend avec le temps une couleur jaune
tF'or, caractéristique du microbe.

- |
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Sur la pomme de terre I'aureus pousse abondam-
ment el forme une pellicule jaune.

20 Staphylococcus pyogenus albus.

On le rencontre dans le pus en méme temps que
P'aureus; il se comporte de la méme facon que ce
dernier; il liquéfie la gélatine, mais donne toujours
une coloration blanche.

Il parait moins virulent que le premier.

3o Staphylococeus pyogenes citreus.

On le rencontre dans le pus, plus rarement que
les deux autres; il ne s’en différencie que par ses
cultures, qui prennent une teinte jaune pdle citron,
beaucoup moins foncée que celle que produit en
pareil cas 'aureus.

4° Streplococcus pyogenes.

On le voit fréquemment dans le pus ou il forme
de courles chainettes conlenant chacune cing a six
arains, dix au plus, légérement incurvées.

I1 se colore trés bien dans les solutions hydro-
alcooliques, dans le Loffler et le Malassez. 11
prend le Gram.

Cultures. — 11 pousse dans les bouillons; sa cul-
lure adhere aux parois du ballon; elle se précipite
ensuite dans le fond sous forme d’un dépot grisitre.

Il liquéfie la gélatine, et donne une culture
blanche, laiteuse.

I1 pousse également bien sur la gélose.

Son action pathogéne n’est pas encore bien dé-
terminée : aussine nous élendrons-nous pas davan-
tage sur ce sujet.




GHAPITRE III

MALADIES MICROBIENNES SPECIALES AUX ANIMA UX

I
CHARBON BACTERIEN

(CHARBON SYMPTOMATIQUE, ESSENTIEL, DE CHABERT).

L’histoire du charbon symptomatique appartient
tout entiere a MM. Arloing, Cormevin, Thomas.
Leur beau livre, le Charbon symptomatique du beuf,
manque de détails précis et suffisants sur 'agent
pathogene, le Bacterium Chavved : ¢’est le seul re-
proche qu'on puisse adresser & cetle ccuvre magis-
trale.

I. Charbon symptomatique spontaneé.

L'affection ne s'observe que sur les bovidés de six
mois & qualre ans; en deci et au-dela de cette limile
d’age les bovidés sont trés exceptionnellement
atteints.

Le mouton contracte aussi spontanément le char-
bon symptomatique, mais beaucoup moins fré-
quemment que le baeuf. La ehévre, qui peut rece-
voir la maladie expérimentalement, n’est jamais
atteinte dans les conditions ordinaires de la vie.
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Tous les autres animaux (équidéds, suidés, carnas-
siers, oiseaux) sont absolument réfractaires au char-
bon symptomatique spontané.

C'est par inoculation accidentelle que les ani-
maux conlractent le charbon symptomatique: ’in-
fection par la voie digestive est problématique et
tout au moins exceptionnelle,

Le charbon symptomatique se caractérise essen-
liellement par une ou plusieurs bumeurs a siége va-
riable. La tumeur, qui forme ainsi le symptome
primordial de I'affeclion, et qui se caractérise pen-
dant la vie par son accroissement rapide, son
insensibilité et sa sonorité a la percussion, est
noire a sa partie centrale, moins colorée a la péri-
phérie ; elle est entource, dans les régions riches
en lissu conjonctif, d’'un engorgement cedémateux
A sérosité citrine, légérement roussitre. Au centre
de la tumeur, les gaz ont disséqué les muscles, et
formé de vastes poches intermusculaires qui peu-
vent parfois loger le poing.

Les ganglions correspondant a la région qui
porte la tumeur sont hypertrophiés, ecchymoti-
ques, infiltrés. d’une serosit¢ jaunatre.

Les organes thoraciques et abdominaux sont a
peu pres sains; cependant le péritoine contient
une sérosité abondante.

Les produits viculents sont les tissus de la tumeur,
la pulpe, ganglionnaire, la sérosité péritonéale et la
bile. Le sang n’est guére virulenl; cependant au
moment de la mort il contient un trés petit nombre
de microbes, et on peut les mettre en évidence en
placant un tube de sang pendant vingt-quatre
heures a I’étuve : les bacilles s’y multiplient rapi-
dement.

Le liguide amniotique des femelles en gestation,
qui succombent au charbon symptomatique, est
virulent. L'urine ne V'est jamais.
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II. Charbon symptomatique expérimental.

Les animaux qui prennent le charbon sympto-
matique expérimental sont le beuf, le mouton, la
chévre, le cobaye. Tous les autres sont absclument
réfractaires, et nous rappelons en particulier le
fait pour le lapin, qui est au contraire un assez
bon réactif du charbon bactéridien.

I1 n'existe quun seul mode d’inoculation du
charbon symptomatique : c’est linoculation sous-
cutande.

C’est dans le tissu conjonctif sous-cutané que
doit étre porté le virus d’inoculation : les pigares
a la lancette échouent invariablement,

La dose de virus doit étre assez éleviée, et de
plus elle varie suivant les régions : deux ou trois
gouttes inoculées sous la peau de la cuisse, de
I'épaule, du bras, etc., suflisent pour donner un
charbon symptomatique mortel au beeuf, au mou-
ton; elles sont insuffisantes dans les régions a
tissu cellulaire dense : extrémité des membres,
oreille, queue.

Le véritable réactif expérimental du Charbon
symptomatique est le cobaye. L'animal sera inoculé
a la seringue de Pravaz, et 'injection sera poussée
dans les muscles de la cuisse.

La maliére virulente peut étre empruntée a di-
verses sources:

(@) La culture du bacille du Charbon symptoma-
tique. C’est la un moyen infidé¢le, la culture per-
dant rapidement ses propriétés.

(b) Le sang prélevé purement dans le cceur d'un
animal mort de Charbon symptomatique et placé
pendant vingt-quatre heures a 'étuve, de facon i
obtenir le développement du bacille qu'il contient
en petite quantité lors de la mort de l'animal ; co
développement se traduit par 'apparition de bul-
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les de gaz qui disloquent la colonne sanguine
recueillie dans une pipette.

Le sang, méme dans ce cas, constitue un virus
peu favorable pour l'inoculation.

(¢) Les tissus de la tumeur : ces tissus peuvent
étre inoculés a U'état frais ou a Uétat sec, ¢’est-a-dire
alors sous forme de poudre.

Pour inoculer ces tissus a I’état frais, on prend
sur un cobaye, un mouton, un beuf venant de suc-
comber, des fragments des muscles malades, en
choisissant les ‘parties les plus noires; on triture
ces Iragments dans un mortier avec de l'eau stéri-
lisée : on filtre & travers un linge ; le liquide sangui-
nolent qui passe constitue un excellent liquide
d’inoculation. |

La pulpe des muscles malades desséchée, c’est-a-
dire la poudre de charbon symptomatique, cons-
titue un virus dinoculation encore supérieur
¢’est & MM. Arloing, Cornevin, Thomas, qu'on doit
la connaissance de cette préparation. Voici com-
ment elle s’effectue :

On prend les parties les plus malades des muscles
formant la tumeur symptomatique sur un beeuf ou
un mouton; on hache en petits morceaux et on
pése; on ajoute de I'eau distillée en quantité ré-
pondant a peu prés aux deux tiers du poids des
muscles hachés; on broie dans un mortier; on
filtre sur une toile épaisse, et on étale en couche
mince sur un plateau de porcelaine le liquide
rouge qui a passé. Ce plateau est placé a I'étuve a
35° : apres évaporation du liquide, il reste sur le
plateau une sorte de vernis brillant, de couleur
rouge foncé que l'on réduira en poudre pour le
conserver au sec dans un flacon. Cetle poudre
peut garder sa virulence pendant plus de deux ans.

Pour inoculer la poudre on en prend un demi-
centigramme qu’on broie a sec dans un mor-
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tier, on ajoute quelques gouttes d'eau et on
filtre sur la toile; au liquide qui a passé on ajoute
une goutte d’acide lactique qui, augmentant la
virulence par un mécanisme que MM. Nocard
et Roux ont détermineé, assure le succes de 'inocu-
lation.

La poudre de charbon symptomatique qui cons-
titue une source de virus toujours préte, qui con-
serve son action pendant des années, est done des
plus préeieuses : un laboratoire de microbiologie
doit toujours en posséder une provision.

Lorsque U'injeclion virulente a été poussée dans
la cuisse du cobaye, cette cuisse se gonfle apres
quelques heures et devient doulourcuse au tou-
cher ; 'animal ne marche plus que sur trois patles;
bientot la marche lui devient tout a fait impos-
sible; il se blotiit dans un coin de sa cage, ou il
reste immobile, le poil hérissé, poussant des cris
lorsqu’on veut le saisir; il meurt dans les vingt
quatre ou quarante-huit heures.

Les deux [fstons marquantes sur un cobaye
mort de charbon symptomatique inoculé par le
procédé decrit sont :

a) Un eedeme rougeditre du tissu conjonctif de la
paroi abdominale, e@deme qui s’étend sur toute la
surface de celle-ci et remonte souvent jusqu'au
thorax et & la naissance des membres antérienrs;
cet deme est d'antant plus marqué qu'on se rap-
proche du point d'inoculation.

b) Les lésions de la cuisse inoculée, qui est
gonflée, turgide. Les muscles y sont d’une couleur
rouge sombre, et sur quelques points (ce sont les
parties les plus malades) ont une teinte noire. Sur
la cuisse malade les poils s'arrachent avec la plus
grande facilité, et tombent souvent d’cux-mémes.
La peau y est doublée par un tissu conjonelil @dé-
matié et d'une teinte rouge trés marquée; une
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abondante sérosité rougedtre, sanguinolente, s'é-
coule deés que la peau est disséquée.
La cavité péritonéale contient un peu de liquide.

III. Le bacille du Charbon symptomatique. — Sa
recherche dans l'organisme.

Le bacille du charbon symptomatique prend
bien les solutions hydro-alcooliques des couleurs
d’aniline : violet de gentiane, fuchsine, blen de
méthylene, 11 se colore particulierement bien par le
bleu de Loffler. I1 ne prend ni le Gram ni le Wei-
gerl: par conséquentaucun des procédés de double
coloration ne lui est applicable. Les coupes des
tissus contenant ce microbe seront donc traitées
par la méthode de Loffler, qui, du reste, donne
d'excellents résultals.

SanG. — Le sang examiné immeédiatement apres
la mort ne contient pas le bacille en quantité
suffisante pour que 'examen microscopique puisse
I'y déceler. il en sera tout autrement dans le.sang
qui, recueilli apreés la mort, aura séjourneé vingt-
quatre heures a 'étuve : traité par la coloration et
de préférence par la coloration au bleu de Loffler,
ce sang montrera, ca et la, quelques bacilles droits
pleinement colorés, sans spores, un peu plus épais
que le vibrion septique, toujours de longueur égale
(de 8 a 10 v}, le plus souvent isolés, quelquefois
articulés deux a deux.

MM. Arloing, Cornevin et Thomas décrivent
ainsi U'examen du sang sans coloration dans le
charbon syvmptomatique : « Ce sont des bactéries
longues de 0mm 005, 0m= 008, larges de 0™,001, ho-
mogenes, douées d’une grande mobilité. Ce mi-
crobe monte et descend avec agilité dans la couche
de liquide qui compose la préparation microsco-
pique, s'infléchit en arc ou en S8, pirouette sur
lui-mcéme de facon a se présenter dans le sens de
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sa longueur, ou obliquement, ou par l'une de ses
extrémiteés. I change done d'aspect pour ainsi dire
a vue d'eil. »

Nous croyons (ue cette description ne corres-
pond pas a la réalité des faits : le bacille est si
peu abondant dans le sang que 'examen immédiat
sans coloration a peu de chance d’étre heureux;
en outre le bacille du charbon symptomatique est
@ peine mobile.

Tumevr wuscuraire. — Cest dans le muscle
malade que le bacille du charbon sympltomatique
prend ses formes les plus intéressantes : il s'y
sporule.

On fera deux sortes de préparations du muscle
malade : 'une extemporanée, qui s’obliendra en
prenant un fragment de muscle au point le plus
malade, le plus noir, et en frottant la surface de ce
fragment sur des lamelles qu'on séchera et qu’on
colorera; autre qui sera la coupe histologique.

Les lamelles chargées du suc musculaire seront
de préférence traitées par le bleu Loffler. Sur un
fond vert pale, les bacilles pathogenes se détachent
en bleu foncé; a coté des bdatonnets pleins, sem-
blables & ceux que l'on rencontre dans le sang, et a
ceux (que nous signalerons tout a I’heure dans la
serositéperitoncale, on observeles formescuricuses
(que montre une de nos figures, et qui sont certai-
nement le fait du développement de la spore dans
le bacille : bacilles en massue, en battant de cloche
ow en raquette, dont 'extrémité élargie reste inco-
lore; baeilles en fuseau, dont les deux exlrémités
sont colorées et le centre incolore; bacilles ovoides,
dont une extrémité est seule colorée, tout le reste
ne prenant pas la couleur. Pour tous ccs examens
I"éclairage Abbé est nécessaire : le bacille peut
étre deja bien va 4 un grossissement de 500 dia-
metres ; mais pour en bien connaitre les détails il
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faudra faire usage des forts grossissements des
objectifs & immersion homogene.
Les coupes de muscle seront colorées au bleu de
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en travers, ils sont pour la plupart vitreux, hya-
lins. Les bacilles siégent dans le sarcolemme, au
niveau des cassures transversales, entre les fais-
ceaux du tissu conjonctif, et entre les faisceaux
musculaires.

SEROSITE PERITONEALE. — Le moyen le plus simple
et le meilleur consiste a disposer une lamelle sur
la face supéricure du foie, aussitot apres l'ouver-
ture du cadavre. La lamelle séchée sera colorée au
bleu hydro-alcoolique, au violet de gentiane hydro-
alcoolique, ou mieux au bleu de Loffler. Le bacille
du charbon symptomatique se présente en grande
quantité sur la lamelle : il a la forme de batonnets
droits, courts, égaux en longueur, colorés dans
toute leur étendue, isolés, ou réunis bout 4 bout
par deux ou par trois.

IV. Culture du bacille du Charbon symptomatique.

Cet organisme est anaérobie, il ne se cultive que
dans le vide ou en présence de gaz inertes.

Cette culture est difficile; elle ne réussit sou-
vent qu’apres plusieurs essais infructueux.

Nous conseillons de la faire dans du bouillon
additionné d'un peu de gélatine et de sucre (aq,
1 p.100): c’est le milieu qui parait le plus favorable;
les tubes ensemencés seront placés a l'étuve a
35°-39°,

Pour semence, on peut choisir le sang préalable-
ment placé a I'éluve pendant vingl-quatre heures,
ou la sérosité péritonéale pure recueillie dans une
pipette a4 la surface du foie aussitot apreés la
mort, avec toules les précaulions de pureté pos-
sibles,

Au bout de vingt-quatre a quarante-huit heures
le liquide est troublé et floconneux; des gaz
se dégagent & sa surface, La réaction du milien

we
D
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ne change pas ou devient parfois légérement
acide.

L'examen de la culture a 1'état frais, sans colo-
ration, montre des bacilles de longueur inégale,
réfringents, @ peine mobiles; quelques-uns parais-
sent sporulés a leur extrémité,

Les cultures seront facilement colorées par les
procédes indiqués.

Le bacille du charbon symplomatique se déve-
loppe bien aussi dans le lait, qu’il ne coagule pas.

On le cultivera encore aisément dans la gélose
a 38°.

Les cullures se conservent peu, et perdent rapi-
dement leurs propriétés de virulence.

Résumé des caractéres du bacille du charbon
symptomatique.

Anaérobie, le bacille du charbon symptoma-
lique se monire sous la forme d'un bidtonnet a
peine mobile dans 'organisme et les cultures. Il
se colore bien par les couleurs d’aniline, ne prend
ni le Gram ni le Weigert. Dans les muscles il se
sporule, et prend a cet état des formes singulieres
assez caracléristiques.

[l se cultive & 'abri de I'air dans le bouillon, le
lait, la gélose.
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CHOLERA DES POULES.
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CHOLERA DES POULES

Connue le plus ordinairement sous le nom de
choléra des poules, l'affection dont nous allons
traiter a encore recu les noms de : maladie épizoo-
tique, typhus contagicux, affection typhique, septi-
cémie des volailles. Renault I’Alfort Tui avait donné
le nom de typhus charbonneux, croyant a l'iden-
tité de cette maladie et du charbon.

I. Historique.

Le choléra les poules fut étudié d’abord en
France par Renault et Delafond : Renault, nous
I'avons dit, 'identifiait avec le charbon. Delafond
au contraire sut I'en distinguer nettement.

En 1869 un vétérinaire alsacien, Moritz, signala
dans le sang des poules mortes du choléra des
granulations auxquelles il attribua le role essentiel
dans la production de la maladie.

Vers 1878, M. Perroncito figura le microbe du
choléra des poules, mais d’'une facon inexacte : il
inocula avec succes la maladie aux sujels sains.

Peu aprés, en 1879, Toussaint (it des tentatives
de culture, mais ces tentatives resteérent incom-
plétes.

C'est & M. Pasteur que revient 'honneur d’avoir
donné la démonstration de la nature microbienne
du choléra des poules. 1l recueillit purement le
microbe dans le sang des sujets morls, et réussil
i le cultiver artificiellement dans des bouillons de
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poules stérilisés. Une goutte de ces cultures ino-
culée dans le muscle pectoral de sujets sains leur
donnait infailliblement la mort aprés avoir pro-
dunit chez eux les symptomes inhérents a la mala-
die : ¢’é¢tait démontrer irréfutablement que le mi-
crobe était bien la cause essentielle de 'affection.
Non content de cette découverte, M. Pasteur réus-
sit 4 atténuer la virulence des cultures par I’action
de 'oxygéne de l'air, et trouva ainsi un véritable
vaccin qui, inoculé aux animaux susceptibles de
contracter naturellement la maladie, leur confere
I'immunité, ¢’est-i-dire leur donne un choléra atteé-
nu¢ en quelque sorte, dont ils guérissent et qui
les met & I'abri des atteintes ultérieures du virus
le plus virulent.

(Vétait la premiere fois qu’on réussissait ainsi a
modifier un virus, toujours mortel, au point de
pouvoir l'inoculer sans danger aux animaux les
plus susceptibles, et, chose merveilleuse, ce virus
ainsi atténué devenait le meilleur préservatif con-
tre I'action du virus le plus meurtrier.

Apres cette découverte, on pouvait légitime-
ment espérer que la plupart des maladies conta-
gicuses seraient tot ou tard atténuées, et ainsi
transformeées en leur propre vacein; les vaccina-
tions contre lc sang de rate, contre le rouget du
pore, contre le charbon symptomaltique, qui évitent
tant de pertes a lagriculture, prouvent com-
bien était féconde la voie ouverte par lillustre
savant.

II. Choléra des poules spontané.

Les animaux qui contractent le choléra des
poules spontanément sont les oiseaux, et parti-
culierement les oiscaux de basse-cour :  pigeons,
poules, canards, oies, dindons, pintades, faisans, elc.
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Le lapin, qui offre, nous le verrons plus loin, un
terrain plus favorable encore que les oiscaux i
I'évolution du choléra des poules, contracte rare-
ment la maladie dans les conditions ordinaires de
la vie : cela résulle de ce que, dans nos régions
surtout, les lapins sont élevés a part, séquestrés
et isolés des autres animaux de la basse-cour.

Les oiseaux, les lapins sont les seuls animaux
domestiques susceptibles de prendre spontané-
ment le choléra des poules.

C'est par les voies digestives que les oiseaux
contractent la maladie. Les matieres excrémenti-
tielles, le jetage des narines et du hec des sujets
malades, contiennent en quantité le virus du cho-
léra. Ces matieéres souillent le sol de la basse-cour,
et se mélent aux aliments picorés par les sujets
sains: tel est le mode d’infection le plus ordi-
naire.

Les lésions principales constaltées a l'autopsie
sont les suivantes : .

Les muqueuses superficielles présentent une
teinte asphyxique trés marquée : le bec du sujet
est souillé d’une bave visquecuse.

Les poumons sont congestionnés; le péricarde
contient une sérosité jaune foncé souvent prise
en une masse gelatiniforme, tremblotante; les [é-
sions intestinales sont d’autant plus marquées que
la mort a plus tardé : la muqueuse intestinale est
congestionnée, hémorrhagique, et le canal inles-
tinal contient une bowillie grisditre, mousseuse, strice
de sang.

Le sang est noir, asphyrxique.

Le sang, les pulpes organiques, la bave, le con-
tenu intestinal sont virulents,

|.*
| 5



LD
|
—

MALADIES MICROBIENNES.

III. Choléra des poules expérimental.

Le choléra des poules s'inocule facilementaux
oiseaux @ I'infeetion expérimentale peut se faire
par la voie digestive; elle se fait plus simplement
par inoculation sous-cutanée.

Pour infecter le sujet par les voies digestives, 1l
suftit de méler a ses aliments les matiéres viru-
lentes : bave, diarrhée, liquide péricardique, pulpe
organique d'animaux morts du choléra des poules,
ou liquide de culture.

L'inoculation sous-cutanée se fera a la seringue
de Pravaz dans la région pectorale; on injecte
dans le muscle pectoral, suivant la méthode de
Pasteur, quelques gouttes de sang, de liquide péri-
cardique, de pulpe de foie ou de rate broyée et
diluée, provenant d’un animal mort du choléra
des poules; on pourra injecter aussi une culture
virulente.

Lamortsurvient en moins de vingt-quatre heures
apres l'inoculation; elle est d’autant plus rapide
que la dose de virus inoculée a été plus forte.

Les symptomes de la maladie expérimentale re-
produisent ceux de la maladie naturelle.

Hors les cas foudroyants, ol les symptomes sont
nuls, tant la rapidité d’évolution est grande, la
maladie se marque par les phénomenes suivants :
tristesse, abatiement de 'animal qui reste couché,
se met en boule, les plumes hérissées, ne répon-
dant plus aux exeitations, et tombant bientot dans
le coma; teinte asphyxique de la créte et des mu-
(queuses superficielles; coliques, diarrhée sliriée
de sang, jetage visqueux par le bec et par les
narines.

Les lésions trouvées a l'autopsie des oiscaux
morts du choléra des poules expérimental repro-
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duisent entierement celles que nous avons décriles
plus haut en traitant de la maladie spontance.
Sur les sujets qui succombent a I'infection par la
voie digestive, infection qui reproduit le mode de
contagion naturel, il n’y a rien que ces lésions;
mais, sur les sujets inoculés dans le musele pec-
toral, vient s’ajouler une lésion des plus intéres-
santes, lésion signalée et décrite par M. Pasteur: le
séquestre du muscle pectoral qui a recu l'injection
virulente. Cette lésion est d autant plus prononede que
la survie a ét¢ plus lonyue.

Au point inoculé, le tissu sous-cutané estinfiltré
d'un edéme gélatineux; cet edéme recouvre une
fumeur jaunatre, lardacée, s’incisant avec diffi-
culté : cette fumeur est produite par la nécrose
du muscle pectoral.

Le lapin est un animal trés favorable a I'expéri-
mentation : quelques gouttes de virus inoculées
sous la peau de la cuisse le tuent rapidement.

L'inoculation pratiquée sur le cobayeest des plus
intéressantes. Inoculé dans le péritoine, le cobaye
succombe ;inoculé dans le tissu conjonctif, il résiste,
mais l'inoculation donne lieu & un phénomeéne
que M. Pasteur a décrit.

« Chez les cobayes, dit-il, d'un certain dge sur-
tout, on n'observe souvent qu’une lésion locale
au point d’inoculation, qui se fermine par un
abciés plus ou moins volumineux. Aprés s'étre
ouvert spontanément, I’abeés se referme et guérit
sans (ue l'animal ait cess¢ de m'lngm* et d'avoir
toutes les apparences de la sanlé. Ces abees se pro-
longent quelquefois pendant plusieurs semaines
avant de s'abeéder;ils sont entourés d'une mem-
brane pyogénique et remplis de pus crémeux ol
le microbe fourmille a coté des globules de pus.
(est la vie du microbe inoculé qui fait I'abees,
lequel devient, pour le petit organisme, comme
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un vase fermé ou il est facile d’aller le puiser,
méme sans sacrifier 'animal. Il s’y conserve,
mélé au pus,dans un grand élat de pureté et sans
perdre sa vitalité. La preuve en est que si on ino-
cule 4 des poules un peu du contenu de l'abees,
ces poules meurent rapidement, tandis que le
cochon d’Inde qui a fourni le virus se guérit sans
la moindre souffrance. On assiste done ici a une
évolution localisée d’'un organisme microscopique,
qui provoque la formation du pus et d'un abces
fermé, sans amener des désordres intérieurs, ni
la mort de 'animal sur lequel on le rencontre, et
toujours prét, néanmoins, & porter la mort chez
d’autres especes auxquelles on I'inocule, toujours
prét a faire périr Panimal sur lequel il existe a
I'état d’abees, si telles eirconstances plus ou moins
fortuites venaient a le faire passer dans le sang
ou dans les organes splanchniques. Des poules
ou des lapins qui vivraient en compagnie de
cobayes portant de tels abeés pourraient tout a
coup devenir malades et périr sans que la santé
des cochons d'Inde pardat le moins du monde
altérée. Pour cela, il suffirait que les abees des
cochons d’'Inde, venant a s’ouvrir, répandissent un
peu de leur contenu sur les aliments des poules et
des lapins. Un observateur témoin de ces faits, et
ignorant la filiation dont je parle, serait dans
I'étonnement de voir décimer des poules et des
lapins sans cause apparente, et croirait a la spon-
tané¢ité du mal, car il serait loin de supposer que
celui-ei a pris son origine dans les cochons d’Inde,
tous en bonne santé, surtout s'il savait que les
cochons d'Inde, eux aussi, sont sujets a la méme
affection. Combien de mysteres, dans l'histoire
des contagions, recevront un jour des solutions
plus simples encore que celles dont je viens de

parler! »
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Pour faire périr le cobaye inoculé et porteur
dun abeeés sous-cutané, il suflit de gratter forte-
ment avee un scalpel les parois de la membrane
qui tapisse la cavité de cet abeeés : le microbe
passe dans le sang, et cette nouvelle inoculation
donne la maladie mortelle au sujet.

Le moineau présente une particularité intéres-
sante : le microbe du choléra des poules augmente
de virulence en passant dans son organisme en
séries. Inocule-t-on a4 un de ces pelits animaux
un virus vaccinal qui ne tue pas la poule, 'animal
meurt; il suflit de prendre son sang, de l'inoculer
i unsecond moineau, et d'effectuer ainsi cing ou
six passages pour (ue le virus renforcé soit inoculé
avec succes a la poule.

IV. Le microbe du choléra des poules. Sa recherche
dans les liquides et tissus de l'organisme.
]

Le microbe du choléra des poules se trouve dans
le sang, dans le liquide péricardique, dans les ma-
tieres excrémentitielles et labhave des oiseaux, dans
les pulpes organiques; il infiltre le muscle pec-
toral du pigeon inoculé; il pullule dans 1'abees
sous-cutané expérimental du cobaye.

[examen se fera sans coloration et avec colora-
tion : ce microbe prend bien les couleurs d'aniline,
et les diverses solutions hydro-alcooliques de
violet de gentiane, de fuchsine, de rouge diamant,
de bleu de méthyle ainsi que le blen de Loffler
donnent de bons résultats ; mais les méthodes de
Gram el Weigert échouent complétement.

La recherche capitale, celle qui est indispen-
sable au diagnostic et suffit presque a I'établir, est
la recherche dans le sang.

{. EXAMEN DU SANG SANS COLORATION. — On
recueillera purement le sang contenu dans le
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cceur; on en placera une goutte sur une lamelle
et on l'examinera sans coloration (Verick : ocu-
laire 1, objectif 8).

Sous le microscope on distinguera d’abord les
globules sanguins, aflfectant la forme de disques
ovoides, s'il sagit du sang de poule; puis dans le
sérum, onapercevra une quantité de pelits points,
réfringents, mobiles, tournant sur leur axe : c’est
le microbe du choléra des poules.

Sans coloration, il donne l'illusion d'un micro-
coccus ou dun diplococcus, suivant qu’il se preé-
sente & I'eeil par un de ses pdles ou dans le sens
de sa longueur: mais en apportant une grande
attention, on verra qu’il n'est réfringent que dans
sa partie centrale, nettement limitée sur les cotés
par deux lignes fines, grisdtres, se confondant et
s'épaississant & leurs extrémités pour former les
deux poles du microbe, On a ainsisous les yeux une
bactérie courte, aux extrémilés rondes et légere-
ment aplaties.

2. EXAMEN DU SANG AVEC COLORATION. — Sur les
preparations colorées, examinees a un fort gros-
sissement, a l'aide de la lentille & immersion, on
voit, si la coloration a été faite par exemple au
violet de gentiane en solution hydro-alecoolique
légere, les globules ovoides du sang des oiseaux co-
lorés en violet pdle, leurs noyaux en violet foncé;
quant aux bacilles du choléra des poules ils ap-
paraissent sous la forme d'un grain fortement
coloré en violet foncé, s’ils se présentent par une
de leurs extrémités; s’ils se présenlent dans leur
longueur, on voit lewrs deux piles fortement colores,
réunts par deux lignes colorées légérement en violet,
tandis que la partie centrale est complétement inco-
lore. C'est cette forme particulicre que nous quali-
fions de bacille a espace clair,

On peut aussi employer la méthode de Loffler,



CHOLERA DES POULES. 270

celle de Malassez. On oblient ainsi des préparations
bleues d'une finesse remarquable.

Les coupes d’organes seront traitées par la mé-
thode de Liffler; celles du muscle pectoral qui a
recu l'inoculation, et subi par suite la nécrose
sont particulierement intéressantes.

V. Cultures du bacille du choléra des poules.

Le microbe du choléra des poules est adrobie : il
ne pousse qu'en présence de l'air.

Il pousse bien dans les bouillons, sur la géla-
tine et la gélose, mais non sur la pomme de terre.

La meilleure semence est le sung pris purement
dans le cceur.

1. CULTURE DANS LES BOUILLONS. — Le microbe du
choléra des poules se développe bien dans les bouil-
lons de poule et de vear, neutres ou un peu alecalins.

Les matras ensemenceés sont placés a 'étuve, a
une température voisine de 37°. Du jour au lende-
main, le bouillon est trouble, d’aspect louche, ce
qui indique que l'agent s’y est développé. Mais
peu a peu, le bouillon redevient transparent et la
culture se dépose au fond du ballon.

Les cultures de choléra des poules perdent leur
virulence au contact de I'air : au bout de 60 jours
elles sont absolument inoffensives pour les ani-
maux. (Cest d’ailleurs en exposant & l'air libre des
cultures pendant un temps donné que M. Pasteur
est parvenu a trouver le vaccin du choléra des
poules.

Pour conserver des cultures virulentes, il est
donc nécessaire de les soustraire & l'action de
l'air.

On arrive aisément & ce résultat en recueillant
ces cultures dans des pipettes que I'on ferme en-
suite a la lampe a leurs deux extrémités. Ces pi-
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pettes contiennent toujours une ou deux bulles
d’air a la faveur desquelles la culture continue a
pousser ; mais les microbes ne tardent pas a s'étre
emparés de 'oxygene de ces bulles d’air. A ce mo-
ment la culture <'arréte, et comme alors il ne reste
plus d’'oxygéne dans les tubes ainsi fermés, le mi-
crobe v conserve sa virulence pendant trés long-
lemps.

2. CuLTURES SURGELATINE. — Ces cultures se font
par pigire ou en strie. Par piqare, 'ensemence-
ment donne au bout de quelques jours une culture
blanche s’étalant et s'épaississant légeérement a la sur-
tace de la gélatine, et formant autour du trajet de
l'aiguille une multitude de petites colonies, ovales,
blanches, nettement séparées les unes des autres.
La culture est d’autant moins abondante qu’elle
alteint davantage les couches profondes de la
gélatine.

En sfrie la culture donne une fine ligne blan-
chidtre, légérement blewe par transparence. Les cul-
tures ne liquéfient pas la gélatine.

En 2o0u 3 semaines, la culture prend au contact
de 'air une teinte grise, avec un reflet vert sale, qui
va se foncant graduellement.

3.. CULTURES SUR LA GELOSE. — Le microbe du
choléra des poules pousse sur la gélose : on le
semera en stries. La culture sera ensuite placée a
I'étuve & 37°. Au bout de douze heures environ la
culture a pris la méme apparence que sur la géla-
tine. Si on seme dansla gélose une goultelette pro-
venant d’'une culture dans un bouillon, on obtient
un développement extrémement riche, formé de
colonies rondes ovoides ou allongées, opalescentes
et bleudtres par transparence.

[’examen des cultures sans coloration montrera
le microbe sous la forme d'un micrococcus ou
d'un diplococcus mobile ; ce microbe sera d’autant
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plus fin que la culture sera plus ancienne. — Colo-
ré, le microbe prendra nettement la forme d'un
microcoque ou d'un diplocoque.

Résumé des caractéres du bacille du choléra des
poules.

Aérobie, mobile, le microbe ducholéra des pou-
les est d'une extréme finesse. Il apparait sans colo-

|"iy;. 9l. — Choléra des poules.

A, Culture dans le bouillon. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Sang de pigeon. M&me grossissement.

ration sous la forme d’un diplocoque ou d'un mi-
r'.l"ll"}l"‘.ﬁl’lllf‘,

Sa véritable forme, révélée par la coloration
dans le sang, est celle d’'un petit batonnet qui prend
fortement la couleur aux deux extrémités, mais
reste incolore au centre,

PR. DE MICROBIF. 16
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Il poussebien dansles bouillons, la gélatine, la
gélose, mais non surla pomme de terre,

Il se colore facilement par les couleurs d'ani-
line, mais ne prend pas le Gram nile Weigert.

11
CHOLERA DU PORC

Le docteur Salmon, chef du Bureauw of Animal
Industry du département de I'Agriculture aux
Etats-Unis, a désigné sous le nom de Hog-choléra,
¢’est-a-dire choléra du porce, et étudié dans diver-
ses publications, dont la plus récente est de 1885-
1886, une maladic porcine qui fait de grands ra-
vages en Amérique (1).

Le Hog-choléra correspond & la maladie étudice,
il y a longtemps déja, par Klein sous le nom de
pneumo-enteritis infectious of the piy; a la pneumo-
entérite conlugieuse des pores, étudiée a Gentilly et
i Marseille par MM. Cornil et Chantemesse (Acadé-
mie des Sciences et Société de Biologie, 4887); a
'épidémie des porcs & Marseille de Rietsch et
Jobert (1887); enfin a 1'épizootie sévissant en
Suede et en Danemark et désignée sous le nom de
diphtheérie du pore.

(1) Outre les Reports of the Commissioner of Agriculture {885-
1886, quisetrouvent difficilement en France, on pourra consulter pour
les travaux de M. Salmon 4 ce sujet un article éerit par lui-méme
dans the journal of Comparative Medecine and Surgery. Avril § 888
(Analysé par E. Leclainche in Recueil de medecine vétérinaire,
octobre 1888) et I'excellente revue crilique de Duclaux in Annales
Pasteur, juillet 1888, revue a laquelle nous avons fait plus d'un
emprunt pour cet article. MM. Cornil et Chantemesse viennent de
publier vécemment dans le Jowrnal de ' Anatomie une bonne étude
de cette maladie. :
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CHOLERA DU PORC.

I. Choléra du poro spontane.

Le pore est le seul animal qui, dans 1'état actuel
de nos connaissances, prenne spontanément la
maladie, et il est hors de doute que l'infection se
fait par la voie digestive, 'animal sain absorbant
avec ses aliments les produits virulents rejetés
par les animaux malades avec leurs excréments.

Les lésions trouvées & l'autopsie difféerent sui-
vant que 'animal asuccombé & la forme chronique
atténuée, ou & la forme aigué virulente de la ma-
ladie.

a) Dans le premier cas on ne trouve guere que
des ulcérations de la muqueuse du gros intestin.

0) Dans le second cas les lésions, beaucoup plus
marquées, sont, d'une facon sommaire, les sui-
vantes :

Suffusions hémorrhagiques de la séreuse du gros
intestin, de la surface de la rate, de la surface du
rein et des oreillettes.

L'intestin est le siege principal de 'affeclion, el
les lésions se bornent dans la regle au gros intes-
tin ne dépassant pas la valvule iléo-caecale : elles
consistent en une injection, une congestion géné-
rales et une nécrose de la muqucuse qui détermine
de larges ulcérations.

La rate est noire, tuméfiée. Les ganglions lym-
phatiques sont hypérémiés,

Les poumons sont ordinairement intacts, tris
rarement hépatisés,

L’intestin et son contenu, les ganglions, la rale,
le foie, le sang sont les principaux produits viru-
lents du cadavre.

II. Choléra du porc expérimental.

l.e choléra du pore peut étre conféré expéri-
6!
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mentalement aux animaux, soit par les voies diges-
tives, soit par inoculalion sous-cutanée.

On infecte les animaux par le tube digestif en
mélant a leurs aliments les produits virulents du
cadavre, ou des cultures pures du bacille.

L’inoculation sous-cutanée se fait avec le sang,
la pulpe splénique ou ganglionnaire diluée et
broyée des animaux infectés, ou avec le produit
d'une culture pure.

Les animaux susceptibles de prendre le choléra
du pore expérimentalementsont : le pore, la souris,
le lapin, le cobaye et, & un moindre degré, le
pigeon.

La poule, le mouton, le veau sont réfractaires.

Le pore n'cst pas trés sensible & 1'inoculation sous-
cutande : il résiste facilement a de trés hautes do-
ses de culture virulente: l'inoculation des pro-
duits cadavériques virulents réussit mieux.

L’infection par la voie digestive est la véritable
maniére de conférer au porec le Hog-choléra, et
les cultures sont, ici encore, moins actives que les
visceres d’animaux morts de I'afTection : 90 p. 100
des animaux infectés par ce mode expérimental
succombent, au dire de Salmon, avec des symp-
tomes et des lésions typiques.

A l'autopsie les Iésions se preésentent sous deux
formes principales :

a) Tantot les lésions sont presque limitées au
canal intestinal, et portentsur le colon, I'estomac,
quelquefoisl'iléon, trésrarement le jéjunum ; elles
consistent enune nécrose plus ou moins complete
de la muqucuse;

b) Dans 'autre forme, qui améeéne la mort en six
a quinze jours, on trouve les lésions hémorrhagi-
ques que nous avons décrites & propos de la ma-
ladie spontanée; le foie, les reins, la rate, les
ganglions lymphatiques sont tuméfiés, noirs; le
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poumon est atteint aussi, La muqueuse intesti-
nale et celle de 'estomac sont congestionnces; on
trouve sous la muqueuse des suffusions sanguines.

Les souris succombent & l'inoculation sous-cu-
tanée et a linfection par la voie digestive; on
trouve constamment 'hypertrophie de la rate et
de nombreux foyers de nécrose de coagulation
dans le foie; au point moculé existe une légeére
lésion locale. '

Les lapins inoculés sous la peau de la cuisse
succombent en trois & huit jours, suivant la dose
inoculée, avec une violente congestion pulmonaire,
I'hypertrophie de la rate, et de nombreux et re-
marquables fovers de nécrose de coagulation (ta-
ches blanchdtres) & la surface du foie et de la
rate; au point inoculé il existe une masse blan-
chdtre, crémeuse, produit d'une nécrose de coagu-
lation.

Les cobayes inoculés sous la peau meurenlt en
un délai qui varie de trois & huit jours suivant la
dose; la lésion locale, les lésions viscérales sont
les mémes que chez les lapins.

Le pigeon résiste a toutes les tentatives d’'inocu-
lation par les voies digestives : inoculé dans le
muscle pectoral avec une forte dose, qui ne doit
pas étre infériewre & quinze gouttes de culture, il
succombe en vingt-quatrea quarante-huitheures;
la lésion locale est dans ces cas & peine marquée.
[l en est tout autrement si I'animal inoculé avec
une dose plus faible survit plus longtemps, ou si
on le sacrifie aprés quelques jours, avant qu’il ait
pu se rétablir. Dans ce cas la lésion du muscle
pectoral est des plus intéressantes; elle rappelle,
en l'accentuant, celle qu’'on trouve dans le choléra
des poules : la majeure partie du pectoral inoculé
est blanchditre, exsangue, les fibres en sont friables
et s’écrasent facilement sous la pince. Le tissu
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musculaire entourant la partie ainsi nécrosée est
gorgé de sang.

Ajoutons que chez le lapin, le cobaye, et le pi-
geon, linoculation intra-péritonéale, a dose suffi-
sante, réussit parfaitement et tue ces animaux.

III. Le Bacille du choléra du porc. Sa recherche dans
les ligquides et tissus organiques.

Sur le porc qui vient de succomber a la mala-
die de forme aigué, sur celui qui succombe a
I'infection par les voies digestives avec lésions hé-
morrhagiques généralisées, le bacille se trouve a
peu pres partout, mais surtout dans la rate, ou il
est plus abondant que partout ailleurs; le sang
en contient assez peu comparalivement a la rate.

Sur les pores qui succombent a Uinfection par
les voies digestives, mais sur lesquels la lésion est
bornée au canal intestinal, le bacille est si rare
au contraire dans la rate et les autres organes que
la culture seul peut I'y déceler.

(*'est encore la rate qui est le siege de prédilec-
lion du bacille dans le choléra du porec expéri-
mental de la souris, du lapin, du cobaye, du pi-
geon; mais on le trouvera aussi en assez grande
quantité dans le foie, les ganglions, le sang, etc.

I’étude du bacille du Hog-choléra peut se faire
sans coloration et avec coloration : I'examen avec
coloration est préférable pour les pulpes et les li-
quides organiques.

Le microbe prend bien les couleurs d’aniline,
mais ne se colore pas par les méthodes de Gram
et de Weigerl; nous conseillons surtout la solution
hydro-alcoolique fuaible de violet de gentiane, qui
donne d’excellents résultats.

Le bacille du choléra du pore apparait dans les
préparations colorées sous forme d’un petit orga-
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nisme ovale, un peu plus long que large, « de 1, 2
a 1,5 p de long sur 0,6 ¢ de large, dit Salmon ». Cet
auteur a écrit encore que le centre du bacille était
plus pile que les contours. Cest exact, mais il
faut, pour obtenir cette apparence, une solution
colorante faible et un lavage complet de la la-
melle : l'aspect signalé par Salmon apparait net-
tement surtout avec le bleu de méthyléne.

Les coupes de tissu seront colorées suivant la
meéthode de Loftler, les méthodes de double colo-
ration échouant, comme nous 'avons dit.

IV. Cultures du Bacille du choléra du pore.

Le bacille de Salmon est aérobie et aussi par-
faitement anaérobie : nos essais de cullure dans
le vide (dans le bouillon) ont été peu nombreux,
. mais probants : le bacille de Salmon, ainsi cultivé,
a bien poussé en vingt-qualtre heures a l'étuve,
a tué le cobaye et, transplanté sur la gélatine en
strie, y a présenté ses caractéres typiques. Il
pousse bien dans les bouillons, sur la gélatine,
la gélose et la pomme de terre.

La semence sera prise dans le sang ou la rate

a) CULTURE DANS LES BouiLLoNs. — Les bouillons
neutres, peptonisés ou non, conviennent bien au
bacille du Hog-choléra;le bouillon légérement acide
méme n'arréte pas son développement. In vingt-
qquatre ou trente-six heures le bouillon ensemencé,
mis a 'étuve & 37°-39°, se trouble sans apparence
spcéciale,

b) CULTURE DE LA GELATINE. — La cullure sur géla-
tine se fera soit en strie, soit par piqiire.

« Ensemencé en strie, le bacille de Salmon donne
des colonies d’aspect pile, a bords nettement dé-
finis, mais irréguliers, avec une légére saillie vers
le centre. » Tantdot les colonies restent espacées
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lorsque la semence était peu riche en microbes,
tantot elles se réunissent sur toute la longueurde
la strie d’ensemencement.

La culture sur la gélatine en strie présente trois
caractéres assez nets, que nous avons toujours
retrouvés et quinous semblent dignes d’étre men-
tionnés. Ce sont : la teinte bleue de la colonie
examinée par transparence a ses débuts; le trouble
de la gélatine, qui semble comme nuageuse dans
toute la profondeur du milieu recouvert par la
couche de culture : cet aspect ne se rencontre que
lorsque la culture date de quelques jours; entin
I'épaississement de la strie de culture, qui devient
saillante, blanche et crémeuse dans les cultures
anciennes.

Parfois encore les bords de la culture sont den-
telés ; cette apparence ne serencontre pas toujours.

Jamais le bacille du choléra du porc ne liguétie
la gélatine sur laquelle il se développe.

Ensemencé par pigire le microbe du choléra du
porc se développe, le long du trajet de l'aiguille,
sous forme de colonies blanches, irrégulieres,
arrondies, hérissées d'aspérités, d'aspect cristal-
lin; & la surface de la gélatine, il se forme une
couche épaisse, blanche, crémeuse, qui gagne rapi-
dement les bords du tube, et qui souvent dessine a
la périphérie une sorte de fin réseau en forme de
dentelle.

Enfin dans les vieilles cultures sur gélatine on
voit souvent se former au voisinage de la culture
des cristallisations élégantes de chlorure de so-
dium (Nocard).

¢) CuLTURE suR LA GELosE. — Sur la gélose en-
semencee en strie et mise & 1’étuve, se développe
rapidement une couche blanchatre.

d) La poMME DE TERRE donne une culture trés inte-
ressante et assez typique du bacille du Hog-cholera.
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Sur tout le trajet de la strie d’ensemencement
il se forme une culture brun clair d’abord, pre-
nant une teinte brun foncé lorsqu’elle vieillit,
teinte qui rappelle de loin celle de la culture de la
morve ; les bords de la culture sont nets et saillants.

L'eccamen microscopique des cultures est des plus
faciles, et doit se faire sans coloration et avee
coloration. L'examen & l'état frais permetira de
constater un caractere fort important : la mobilité
du bacille.

L'examen avec coloration ne présente rien de
particulier.

Les cultures du microbe du hog-choléra conser-
vent trés longtemps leur végétabilité et leur viru-
lence (plus d’un an). :

Bésumeé.

En résumé, le bacille du choléra du porc est
aérobie et anaérobie ; il est mobile ; il pousse dans
tous les milieux de culture en prenant sur la gé-
latine, qu'il ne liguéfie pas, et sur la pomme de
terre, des apparences assez spéciales. 11 se colore
bien par lesdifférentes couleurs d’aniline, mais ne
prend pas le Gram ni le Weigert.

1RY
ROUGET DU PORC

PR —

(est aux recherches de Pasteur et Thuillier
quon doit la découverte du bacille du rouget.

I. Rouget spontané.

Le rouget est une maladie spéciale au porc; elle
n‘atteint et ne tue que cet animal dans les condi-
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tions naturelles. Le porcelet présente une grande
résistance a la maladie qui tue surtout les pores
adultes et les vieux pores.

C'est par les voies digestives que le pore s’'inocule
le rouget en absorbant avec ses aliments les ma-
tidres diarrhéiques virulentes rejetées par les pores
malades.

Les lésions trouvées a l'autopsie porient sur :

a) La peau, qui est parsemée de taches rouge-
sombre, violacées, noiratres, siégeant principale-
ment au pourtour des oreilles, sur le ventre, a la
faceinterne des membres, etalarégionvulvo-anale;

b) Les organes lymphoides : ganglions inguinaux,
pelviens, sous-lombaires, mésentériques, bron-
chiques, ete., qui sont rouges, congestionnés;

¢) La rate, qui est volumineuse et assez dif-
fluente;

d) Le foie, qui est augmenté de volume;

e) Le sang, qui est noir, asphyxique.

Les produits virulents du cadavre sont : au pre-
mier rang la rate, les ganglions lymphatiques, la
moelle osseuse; le foie est virulent, mais a un
moindre degré; il en est de méme du sang, dont la
virulence, comparéeacelle de larate, des ganglions,
de la moelle, est assez faible.

II. Rouget expérimental.

Les animaux qui prennent expérimentalement le
rouget sont : lepore, le lapin, la souris et le pigeon.

Le cobaye est absolument réfractaire.

Le porc n’est pas un bon réactif expérimental du
rouget : Uinoculution sous-cutanée, méme avec les
produits les plus virulents, peut échouer; U'infee-
tion par le tube digestif (ingestion des viscéres
d'un porc ayant succombé au rouget) est plus cer-
laine, mais non absolument sire.
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Le pigeon, la souris, le lapin sont beaucoup
plus sensibles que le pore a Pinoculation du rouget.

La matiere d’inoculation sera puisée dans la
rate, les ganglions, la moelle osseuse d'un animal
mort du rouget. L'inoculation sera pratiquée a la
seringue de Pravaz dans le tissu cellulaire sous-
cutané du lapin et de la souris, dans le muscle
pectoral du pigeon : I'inoculation intra-péritoncale
réussit fort bien aussi sur ce dernier animal.

Le virus du rouget passant en séries sur le lapin
augmente de virulence pour cette espéce animale,
mals s’affaiblit pour le porc : un virus de huiti¢me
ou neuvieme passage du lapin n’est plus capable
de tuer le porc, et ne lui confére qu'une immuniteé
peu solide,

Le virus du rouget passant en séries sur le
pigeon augmente de virulence d’une facon absolue :
un virus de troisieme ou quatriéme passage tue
sirement le porc.

Le lapin succombe & I'inoculation du rouget en
trois a eing jours; le pigeon en quatre a sept jours;
la souris en trois 4 quatre jours.

Les lésions sont viscérales et portent surtout
surla rate qui est hypertrophiée (et souventd’une
facon considérable chez le pigeon), le foie qui est
congestionne, les ganglions.

III. Le bacille du Rouget.

Ik'n examinant sans coloration le sang des pores
succombant au rouget, Thuillier découvrit, au mi-
lieu des globules sanguins, un pelit organismec
quildéerivit comme un microbe en huit de chiffre.

Certains auteurs allemands ont inféré de cette
description que Thuillier n’avait pas vu le bacille
du rouget qui a la forme d’un trés fin batonnet, of
non la forme en huit de chiffre. L'observation de
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Thuillier était cependant rigoureusement exacte,
mais ses examens ¢taient faits sans coloration et
avecdes instruments beaucoup moins perfectionnés
que ceux que nous possédons aujourd’hui, c’est-a-
dire dans des conditions de difficulté telles qu’il

Fig. 52. — Rouget du pore.

A, Sang de pigeon. Leitz, oc. 3, obj. {/12.
B, Culture dans le bouillon (dans le vide). Méme grossissement.

[aut s’étonner, non pas qu’il n’ait passaisi la forme
réelle du bacille, mais bien qu’il ait pu en faire
la découverte.

Toutes les recherches du bacille du rouget doi-
vent étre faites aujourd hui sur des préparations
colorées.

La technique des colorations est simple : le
hacille du rouget prend parfaitement les teintures
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hydro-aleooliques de violet de gentiane, de fuch-
sine, de bleu de méthyléne, et le bleu de Loftler; ce
qui lui convient le mieux, ¢’est la solution hydro-
alcoolique légére de rouge diamant. Il se colore par-

['11'[_{. 53. -— Cholera du pore.

)

A, Pulpe de rate. Lapin. Leitz, oc. 3, obj, 1/12.
B, Culture. Méme grossissement,

faitement par les procédés de Gram el de Weigert.

On devra le rechercher dans le sang, la rate, les
ganglions, la moelle osseuse, le foie.

SANG. Le sang contient peu de bacilles du
rouget; les préparations n’en renferment qu'un
petit nombre épars, ou parfois rassemblés en
petits amas; il nous est arrivé plus d’une fois de
trouver ces amas dans les globules blancs. Les pré-
parations de sang seront faites en simple ou
douhle coloration.

[.A RATE, LES GANGLIONS, LA MOELLE OSSEUSE sonl

PR. DE MICROBIE. 17
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les organes d’¢lection du hacille ; la rate en ren-
ferme des quantités considérables. On la préparera
sur lamelles et en coupes avee la coloration simple
ou double.

Le roie donne aussi de bons résultats; sur les
coupes le bacille se montre en petits amas.

Dans tous cesorganes le bacille durougetapparait
commeun fin batonnel de dimensions analogues
celles du bacille de la tuberculose, qui réclame,
pour étre bien vu, les forts grossissements de I'im-
mersion homogene (800 a 1 000 diametres) et P'éclai-
rage Abbe.

IV. Culture du bacille du rouget.

Le bacille du rouget est acrobie, mais il se plait
mieux encore a 'abri de Uair : @l est plus anaérobic
qu’aérobie.

Il pousse a la température ordinaire du labora-
foire et a celle de I'étuve. |

La semence a choisir est le sang, la pulpe de
rate, la pulpe ganglionnaire oun la moelle osseuse.

CULTURE DANS LE BoviLLoN, — Elle se fait soit cn
présence de Uair, soit @ Uabri de Uair. Le bouillon
additionne de 1 p. 100 de gélatineetde1 a2 p. 100 de
peptone convient surtout pour cette culture. Apres
48 heures de séjour a 'étuve i la lempérature de
35 a 392, le bouillon, soit dans le matras, soit dans
le tube i vide, est troublé; le développement de la
culture n’a du reste rien de caractéristique.

CULTURE DANS LA GELATINE. — Le rouget du pore
donne dans la gé¢latine ensemencée par piqiire une
belle culture, absolument caractéristique. C'est dans
les couches profondes, peu aérées, que la culture se
développe surtout. Au bout de quelques jours,
la culture se montre sous forme de petites hou-
petles rayonnant autour du trajet de I'aiguille qui



ROUGET DU PORC. 291

a fait l'ensemencement en pigqure : l'ensemble
« rappelle assez bien la forme d’une petite brosse
a bouteilles ». Cet aspect n'est bien net que dans
les premiers temps; apres 20 a 25 jours il s’efface,
et la culture perdant sa netteté semble diffuser
dans 'ensemble de la gélatine.

La septicémie des souris cultivée en piquire sur
la gélatine donne une culture assez semblable a
celle du rouget, mais toutefois plus floue.

Le bacille du rouget du porc ne cultive pas sur
la pomme e terre en présence de l'air; a l'abri de
I'air, la culture est peu abondante, pénible et sem-
ble creuser les couches superficielles de la pomme
de terre.

Le microbe cultivé a le méme aspect & peu pres
que dans l'organisme; cependant il prend dans
les milieux artificiels une forme allongée que ja-
mais il n’a sur 'animal.

Les cultures faites dans le vide, ou en présence
d’un gaz inerte, conservent mieux leur virulence
(que res cultures faites a 'air. Les cultures dans la
gélatine se conservent longtemps. Nous avons pu,
avec M. Nocard, nous assurer qu'une culture sur
gélatine datant de huit mois avait encore la faculté
de repulluler apres transplantation, et pouvait
tuer le pigeon. Une culture de neuf mois au con-
traire a pu étre transplantée, mais n'a donné
qu'une culture défectueuse et semblait avoir perdu
sa virulence : éprouvée surle pigeon, elle ne donna
pasla mort, mais 'animal succomba quelque temps
apres a U'inoculation d'une culture virulente.

Résumeé des caractéres du bacille du rouget du porc.

Aérobie et anaérobie a la fois, mais se plaisant
mieux a 'abri de lair, le bacille du rouget est un

organisme Lbrés fin qui prend facilement les couleurs
-
i
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d’aniline, et se colore par les méthodes de Gram
et Weigert. Il pousse dans le bouillon, la gélatine,
et donne dans les tubes de gélatine ensemencée
par piqure une culture tout & fait caractéristique.

DU DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE

Du rouget du porc, du choléra du porc, et de la peste porcine (1) .

A l'heure acluelle 11 semble qu'au moins (rois
affections épizootiques du pore ont été confondues
longlemps sous la dénomination de Rouget, érysi-
pele, mal rouge du pore, etc. Une « grande res-
scmblance des signes objectifs de ces maladies, et
notamment la coloralion rouge intense que revét
la peau des malades & I'approche de la mort », le
délaut d’autres méthodes diagnostiques que 1'exa-
men macroscopique des lésions, autorisaient cette
confusion.

I’étude microbiologique et les inoculations ex-
périmentales permettent de poser un diagnostic
plus certain.

1. Le rouget Pasteur-Thuillier.

Pasteur et Thuillier en ont, les premiers, nette-
ment distingué les caracteres, qui sont des plus
Lypiques.

La bactérie du rouget est immobile, d’une
extréme finesse; ellese colore bienparles méthodes
de Gram et Weigert, pousse sur la gélatine en
piqure avec des caractéres toul particuliers, ne pousse

(1) Swine-Plague des Américains, Schweineseuche des Allemands,
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pas sur la pomme de terre, est plus anaérobie
qu’aérobie.

[noculée aux animaux d'expérience, elle tue la
sourts, le lapin, le pigeon avec une égale facilité,
mais échoue absolument swr le cobaye.

II. Le choléra du porec.

Décrite par Salmon sous le nom de Hog-Choléra,
cette maladie a été retrouvée et décrite chez nous
par MM. Cornil et Chantemesse a Gentilly et a
Marseille, par MM. Rietsch (1)et Jobert a Marseille;
c’est le swine fever des Anglais, la pnewmo-enteritis
infectious de Klein; c’est encore la diphtérie du
pore, épidémique depuis quelques années en Suede
et dans le Danemark. .

Le microbe de cetle maladie est un bacille
mobile, aérobic, anaérobie, qui ne se colore pas par
les méthodes de Gram et Weigerl; il pousse sur
la gélatine et la pomme de terre avec les carac-
téres propres que nous avons indiqués ci-dessus.

[noculé aux animaux d’expériences, il tue la
souris, le lapin, le cobaye, et, mais seulement a forte
dose; le pigeon. La poule est réfraclaire.

(1) M. Rietsch nie l'identite du bacille qu’il a décrit avee celui
de Salmon (v. the Jowrnal of compar. Med, and Surg., avreil 1888),
M. Salmon pense avec raison que ces deux organismes sont les
mémes. Nous avons eu, dans le cours de cette année, 'occasion, au
laboratoire de M. Nocard, de suivre toutes les expériences faites par
lui avec les cultures qu'il tenait de M. Salmon, de M. Bang de
Copenhague, et celles qu'il avait obtenues d'un pore mort de pneu-
mo-entérite dans la banlieue de Paris.

D'autre part, dans un récent voyvage i Marseille, M. Nocard a pu
autopsier des pores morts de ln maladie épizootique deécrite par
Rietsch: des inoculations, des cultures ont été faites dans son la-
horatoire d'Alfort : I'identité entee le bacille de Salmon et le bacille
qui causa I'épizootie de Marseille nous parait absolue. Ajoutons que
MM. Cornil et Chantemesse reconnaissent que le mierobe qu'ils
ont étudie dans la méme épidémie que M. Riestch et avant lui est
ientique i celui de M. Salmon (Lettre de M. Cornil & M. Salmon
in the Jowrnal of . compar. Med and Surg., avril 1888),
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III. La peste porcine (swine plague des Ameéricains,
Schweine Seuche de Loéffler et Schiitz).

Nous n’avons pas jusquiei eu l'occasion d’étu-
dier le microbe de cette affection. Voici ses carac-
teres d’apres les auteurs: bacille court, ovale, immo-
bile, qui se colore d’une facon spéciale, les deux
extréemités prenant la couleur, le centre restant
incolore.

Ce bacille tue la souris, le lapin, le pigeon, res-
pectant davantage le cobaye. Inocule a large dose,
il tue la poule.

Enfin U'infection parlavoie digestive, qui réussit
si bien chez le porc avec le Hog-Choléra, échoue
absolument quand il s’agit de la peste porcine.

e — o

¥

FARCIN DU BG&EUF

Les anciens auteurs Hurtrel d’Arboval, Gellé,
Cruzel, ont décril « sous le nom de furcin du bauf
une maladie chronique caractérisée par l'inflam-
mation suppurative des vaisseaux et des ganglions
Iymphatiques superficiels, entrainant rarement la
mort, mais se traduisant a la longue par 'amai-
grissement et des symplomes de phtisie tubercu-
leuse » (Nocard).

Cette maladie, assez rare en France a I'heure
actuelle, existe a la Guadeloupe, ou elle est fré-
quente et ordinairement mortelle & plus ou moins
longue échéance (Couzin).




FARCIN DU B(EUF. 205

Sur quelques pieces anatomiques (pus et frag-
ments de tissus malades) que M. Couzin lui adressa
de la Guadeloupe, M. Nocard a, dans ces derniers
temps, fait une étude microbiologique de cette
curieuse aflection : les résultats en ont été publiés
par lui dans le Recueil de médecine vélérinaire du
15 février 1888 et dans les Annales Pastewr (juin
I888) : ¢’est & ces deux sources que nous emprun-
terons presque textuellement le court exposé sui-
vant.

I. Farcin du beceuf spontaneé.

La maladie n’atteint que les bovidés. A la Guade-
loupe elle se caractérise par les lésions suivantes :

Adénites et lvmphangites superticielles portant
surtout sur les ganglions brachiaux préscapulaires,
prépectoraux ; le ganglion atteint se tumélie, s’ab-
cede; 1l contient un pus crémeux, parfois caséeux
et grumeleux.

Lésions viscérales du poumon, du foie, de la
rate, des ganglions profonds. Ces organes sont far-
cis de pseudo-tuberculesa partie centrale casécuse
ou purulente.

Le pus des ganglions superliciels et profonds, le
pus collecté dans les viscéres sont le siege du virus,

II. Farcin du beeuf expérimental.

Le farcin du beuf peut étre inoculdé au cobaye,
au beeuf, au mouton. Le véritable réactif expérimental
est le cobaye.

Les animaux réfractaires sont :le lapin, le chien,
le cheval et 1'dne.

Les inoculations se feront avec le pus pris sur
animal malade, ou avec le liquide de culture.

Il y a plusieurs modes d’inoculation expérimen-

tale du farcin, et ces divers modes donnent des
résultats différents.
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) Inoculation hypodermique, — GChez le cobaye, au
point d’inoculation, il se forme un abeés volumi-
neux; en quelques jours les vaisscaux et les gan-
glions lymphatiques de la région s’indurent et
deviennent le siege d'un énorme phlegmon, dont
I'uleération verse au dehors plusieurs centimetres
cubes de pus; & ce moment 'animal, trés amaigri,
semble devoir bientdt succomber; mais au con-
fraire il revient peu & peu a son état mormal, 1l
engraisse et ne conserve plus de la 1ésion si grave
qu’il avait présentée qu'une induration des lym-
phatiques et des ganglions atteints,

Chez le mouton et la vache I'inoculation donne
un abeeés peu volumineux qui s'uleére de temps a
autre, s'indure et semble disparaitre, mais plu-
sieurs semaines, plusieurs mois aprés, un nouvel
abees se montre au voisinage. Une longue obser-
vation, qui n’a pu encore ¢tre faite, montrerait
seule I'avenir de 'affection inoculée,

Chez les animaux réfractaires (lapin, chien,
cheval, dne), un abees se forme, peu volumineux,
au point inoculé, s'ouvre, se vide et se cicatrice
promptement.

b) Inoculation intra-péritonfale, — Ce mode d'ino-
culation provoque constamment chez le cobaye, dans
un délai variable de neuf a vingtjours, des lésions
quisimulentas’yméprendre celles de latuberculose
miliaire. A I'ouverture des cobayes inoculés par le
péritoine, la séreuse se montre litléralement farcie
de nodules tuberculiformes ; ces nodules sqnt sur-
tout confluents dans I'épiploon, qui est transformé
en une sorte de boudin volumineux, mamelonné :
la pression en fait sourdre quelques gouttelettes de
matiére puriforme, épaisse, difficile a dissocier.

Les visceres de la cavité abdominale (foie, rate,
reins, intestins) paraissent ¢galement farcis de
pseudo-tubercules; mais un examen attentif permet
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de sassurer que leurenveloppe péritonéale estseule
atteinte; leur parenchyme est tout a fait intact.
Les organes de la cavité thoracique ne sont
jamais envahis.
¢) Injection intraveineuse. — Les 1njeclions inlra-
veineuses donnent chez le cobuye et chez le moulon
des lésions simulant encore miecux la tuberculose

IFig. 54. Farcin do bhoewl, Poamon de mouton. Verick, oc, .'I.l}lli.'i_

miliaire généralisée ; a 'autopsie du sujet d’expé-
riences on trouve tous les visceres, mais surtout le
poOumon, le foie et la rate, infiltrés d’un nombre
considerable de petits nodules tuberculiformes,
Chez la vache Uinjeclion intraveineuse provoque
des lésions analogues, également géndéralisées a
tous les parenchymes; mais les animaux résistend
si longlemps quils ont da étre sacrifiés, et qu'il
1p\| 51 1|;|~u clrcole |li|-'r-i.|bll' l|E‘. .ﬁilk'lbil' ."*i Ces ||'-g.:.iq.|]-H
auraient naturellement provoqué la mort,
|7
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III. Le bacille du farcin du bceuf. Sa recherche dans
l'organisme.

Une seule méthode convient bien pour la re-
cherche du bacille du farcin de beeuf, qu'il s'agisse
de produits pathologiques examinés sur lamelles,
de coupes de tissu, de produits de culture : c'est
la méthode de Weigert.

Dans le pus examiné par cette méthode, au
miliecu des globules colorés en rose par I'éosine ou
le carmin, apparait en quantité considérable un
microbe spécial différent de tous ceux décrits
jusqu’iei. C’est un fin et long bacille, se présentant
sous forme de petits amas enchevétrés d’une facon
inextricable, la partie centrale figurant un noyau
opaque, d'ou rayonnent a la parlie périphérique
une myriade de fins prolongements, dont la
plupart semblent ramifiés; on dirait une téte de
chou-fleur, un fagot épineux ou encore une
semence de bardane. Sous le rapport des dimen-
sions, ece bacille peut étre comparé a celui du
rouget de pore.

Les nodules tuberculiformes des viscéres pre-
senftent dans leur partie centrale une grande
quantité de ces mémes amas bacillaires en forme
de broussailles.

IV. Culture du bacille du farcin du beeuf.

La culture de ce microbe se fait aisément dans
tous les milieux liquides ou solides, maintenus au
contact de l'air, & une température variant enlre
J0 et 40°, Les tubes de gélatine-peplone ensemences
ne donnent pas trace de culture & la température
de la chambre ; si on les met a 1'éluve, la semence
y pullule en quelques jours.

LLe pus recueilli purement au centre d'un abeés
ou d'un pseudo-tubercule convient a merveille
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pour I'ensemencement;il ne renferme pas d’autre
microbe que le bacille déerit plus haul.

Sur la gélose, le microbe se développe en petits
amas irrégulierement arrondis, saillants, opaques,
plus épais sur les bords, d'une teinte blane jau-
nitre, & surface mamelonnée, terne et comme
poussiércuse; a la longue, ces plaques, d’aspect
lichénoide, se réunissent et se confondent, en don-
nant a I'ensemble de la culture 'apparence d'une
membrane épaisse et grossiérement plissée.

Sur la pomme de terre, la cullure se fait rapi-
dement sous forme de plaques écailleuses, tres
saillantes, tres séches, de couleur jaune pale, donl
les bords comme taillés & pic semblent se soulever
au-dessus du niveau du substratum.

Sur le sérum gélatinisé la culture est moins
rapide; mais elle a le méme aspect que sur la gé-
lose, a cela pres qu'elle est plus humide.

Dans les différents bouwillons, c¢’est encore sous
forme d’amas irréguliers que se multiplie le bacille,
amas blanchidtres, dont la plupart tombent au
fond du ballon, dont quelques-uns restent flotlants
a la surface, ou ils s’étalent en une sorte de pelli-
cule arrondie, lenticulaire, de couleur gris sale,
avec un reflet verditre, d’aspect poussiéreux, qui
ne se laisse pas mouiller par le liquide. C'est sur-
tout dans les bouillons additionnés de glycérine
et de peptone que la culture revét cet aspect; on
dirait alors des feuilles de néunp har s’étalant a la
surface d'un étang, ou mieux encore du bouillon
gras dont les yewr se seraient figés par le re-
froidissement.

La culture réussit encore, moins abondante et
moins rapide, dans les milicux dont la réaction est
légeérement acide; ellie ne parait pas modifier la
réaction des bouillons neutres ou alcalins, alors
méme qu'on y a ajoulé du sucre.
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Ensemencé dans du lait, le microbe s’y développe
avec les mémes caractéres sans en provoquer la
coagulation, sans en modifier la réaction.

L’organisme est exclusivement aérobie; toutes
les tentatives de culture dans le vide ou en pré-
sence de 'acide carbonique ont échoué.

Quel que soit le milien de culture, ’examen
microscopique montre que le microbe s’y est re-
produit en affectant la méme disposition qu’il pré-
sente dans les tissus vivants ; ce sont toujours les
mémes amas filamenteux, enchevétrés d’'une facon
inextricable, dont lanature bacillaire n’est appré-
ciable que sur les bords, ou les irradiations ont
encore 'aspect rameux signalé plus haut.

Les colonies anciennes paraissent riches en
spores, celles surtout qui se sont développées a la
surface des liquides glycérinés; les spores, extré-
mement petites, résistent & U'imprégnation par les
matieres colorantes: elles apparaissent sous forme
de lacunes ovoides incolores, a l'extrémité des
segments bacillaires.

Les cultures conservent longtemps leur viru-
lence et leur végétabihité ; apres quatre mois de
séjour a I'étuve a 40°, elles poussent avec la méme
vigueur dans les différents milieux, et les cobayes
qu’elles servent a inoculer meurent aussi rapi-
dement qu’au début.

VI
MAMMITE CONTAGIEUSE DES VACHES
LAITIERES

I. Historigue.

En 188% MM. Nocard et Mollereau faisaient con-
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naitre & la Société centrale de médecine vétérinaire
une mammitg chronigue s'observant assez fréquem-
ment chez les vaches en lactation, et qui, « par la
profonde altération du lait qu’elle entraine, et
surtout par la faculté qu’elle possede de se trans-
mettre des vaches malades aux vaches saines,
devient une véritable calamité pour les établisse-
ments ol l'on entretient un grand nombre de
femelles pour la production industrielle du lait
destiné a la consommation. »

En 1887 MM. Nocard et Mollereau donnaient
dans les Annales de Pastewr (n° 3, mars 1887) une
deseription complete de 'affection et de son mi-
crobe pathogeéne. Nous empruntons presque tex-
tuellement la substance de notre article au mé-
moire de ces auleurs,

II. Contagion de la mammite de Nocard et Mollereau. —
Lésions de la mamelle. — Altérations du lait.

Ainsi que lindique son nom, cette mammite
s'observe chez les vaches en lactation; elle est trés
conlagieuse; une vache malade, introduite dans
une étable jusque-la indemne, contamine bientdt
un grand nombre d'autres vaches.

La contagion se fait par contact médiat, et
I'agent virulent est le lait, qui contient toujours
une grande quantité de microbes pathogeénes.

« Cest la main de la personne chargée de la
traite qui transporte les germes du contage du
trayon malade au trayon sain. Non seulement le
trayeur néglige de se laver les mains lorsqu'il
passe d'une vache & la suivante, mais encore ¢’est
I"habitude générale dans toutes les vacheries de
malaxer le trayon, avant de commencer la traite,
en I'imprégnant & diverses reprises du lait qu’on
vient de recueillir; il est facile de comprendre que,
si ce lait renferme les microbes de la mammite, la
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petite couche qui, apres latraite, reste adhérente
au tégument peut devenir le point de départ de
'infection de la mamelle. »

La mammite contagicuse des vaches laitiéres
présente deux symptomes cardinaux :

1o La lésion de Lo mamelle ;

20 L'altération-du lait.

1o De la lésion de la mamelle nous ne dirons
qu'un mof : c'est une induration, un noyau indurs
qui, paraissant d’abord & la partie inférieure de
I’un des quartiers, au-dessus de la base du trayon,
s'étend lentement, mais d'une facon continue, et
finit par envahir plusieurs quartiers.

2° L’altération du lait est des plus importantes.
Pour la bien étudier, il convient de recueillir
purement le lait des glandes malades dans des
tubes a essai stériles, suivant le procédé de Duclaux
que nous avons indiqué déja ailleurs (V. chap. ).

« Les tubes ainsi recueillis sont maintenus de-
bout pendant vingl-quatre heures ala température
de la chambre. Apres ce temps, il s’est déposé dans
la moitié ou le tiers de la hauteur de la colonne
liquide une substance opaque, de couleur blanc
sale, homogene ou grumeleuse suivant que la ma-
ladie est récente ou plus ancienne ; au-dessus, le
liquide s’est éelairei, prenant 'aspect d'un sérum
opalescent, d’une teinte blanc jaunditre, ou jaune
sale, ou légerement rougedtre, suivant I'age de la
lésion. Enfin, a la surface, s'est amassée la ma-
tiere grasse plus ou moins diminuée de quantité.
La réaction du lait, méme au moment de la traite,
est ordinairement acide, et I'acidité augmente de
jour en jour, trés rapidement, si le lait recueilli
est conservé a l'étuve. Plus le lait parait modifié
dans ses caractéres physiques, plus lacidité est
prononcee, »

« Lorsque la lésion est récente, il est possible
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que le lait présente au moment de la traite tous
les caractéres du lait normal; mais il tourne,
¢'est-a-dire se coagule et devient acide, avec une
grande rapidité et, si 'on commet I'imprudence
de le mélanger au lait fourni par les vaches saines,
la masse tout entiere s‘allere au point de ne pou-
voir ¢lre utilisée, »

II1. Le microbe de la mammeite de Nocard et Mollereau.-

Caractéres dans le lait, dans les tissus malades.
Coloration.

Si 'on porte sous le microscope et qu'on exa-
mine sans coloration une goulte du lail altéré
recueilli purement, on constate qu’il renferme un
nombre considérable de leucocytes, ]I-'.I_l'f[]i*-h'l.""lli—
tinés par un résecau tres serré de filamenls mu-
queux et fibrineux; en prolongeant 'examen, on
peut distinguer, au centre de ces masses cellu-
laires, un encheviétrement de véritables chapelets
ou de chainettes extrémement fines, dont chaque
grain arrondi ou ovoide mesure & peine un p de
diametre.

« L’emploi des couleurs dérivées de 'aniline rend
plus nette la constatationde cet élément anormal.

« Le lait élalé en couche sur une lamelle
séchée a Vair libre, puis fixé par Paction rapide
de la flamme de la lampe a aleool, la lamelle est
déposie a la. Surface d’une snlu{lnn aqueuse de
bleu de meéethylene, de violet de genliane ou de
fuchsine (rubine ou rouge diamant); puis, apres
un temps variable, elle est lavée i leau dis-
tillée, séchée i une douce lempérature, éclaircie a
lessence de girofle, puis au xylol, montée enfin
dans le baume on larésine d’Ammar,

« Examinée aun grossissement d’au moins trois
cents diametres, la préparation montre un nombre
considerable de chapelels ou de chaineltes (strep-
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tococecus), parfois extrémement longues, enche-
vétrées en tous sens, el formant un réseau dont les
mailles enferment un grand nombre de leucocytes,
réunis d’autre part par des lilaments plus ou moins

abondants de matiére mugueuse ou librineuse,

« En regle générale,les chainettes sont d’autant
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plus longues, et les grains qui les composent
paraissent lixer la matiere colorante avee d’autant
plus de rapidilé et d’énergie, que la lésion de la
mamelle est plus récentle. Quand la lésion est déji
ancienne, les chainelles sont moins longues, re
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duites & un assemblage de six, huit ou dix grains,
et on ne trouve plus trace de matiére muco-fibri-
neuse, en sorte que les éléments anatomiques sen-
blent libres dans le sérum, et se répartissent plus
uniformeément sur la lamelle.

« La méthode d'Ehrlich échoue absolument. La
méthode de Gram donne également des résultats
peu satisfaisants; pour peu que l'action de 'alcool
soit prolongke, le microbe se décolore pour prendre
rapidement la couleur complémentaire, »

L’'examen des coupes des tissus malades se fera
par les procédés de Malassez ou de Loffler. Le pro-
cédé de Gram ne donne aucun bon résultat; le pro-
céde de Weigert réussit beaucoup mieux.

« On peut aussi obtenir de bonnes préparations
enemployant le violet 6B en solution aqueuse, ou le
violet de gentiane en solution alealine, et en substi-
tuant a la solution 1odo-1odurée de Gram l'action
de la liqueur de van Swieten avant la décoloration
par l'alcool. » ‘

IV. Cultures du microbe de la mammite contagieuse.

Le microbe de Nocard et Mollereau est aérobie,
et aussi parfaitement anaérobie; il se cultive bien
en présence ou a l'abri de 'air, et la température
la plus favorable est celle de 37°.

1° CULTURES DANS LES MILIEUX LIQUIDES. — « Il est
facile d’obtenir une culture artificielle du strepto-
coccus que renferme le lait malade; il suffit d’en
semer une trace dans le lait pur, ou, ce qui est
plus démonstratif, dans du bouillon de poule, de
veau, de pore, etc.

« 51 le bouillon est neulre ou légérement alcalin,
déji, apres vingt-qualre heures de séjour a 1'éluve,
le ballon renferme une quantité prodigicuse de
chaineltes semblables & celles qui existent dans le
lait, mais beaucoup plus longues.
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« L’aspect de la culture est un peu différent sui-
vant que la mamelle dont provient ce lait ense-
mencé est malade depuis plus ou moins longtemps.

« Ordinairement, le microbe forme au fond du
ballon de culture un léger dépot blanchitre,
aniquement formé de chainettes; si le ballon est
resté immobile, le bouillon conserve sa limpidité ;
la moindre agitation souléve ce dppdt et le dissé-
mine dans la masse du liquide, qui devient louche
et perd sa transparence.

« Parfois le microbe forme de légers flocons
d’apparence soyeuse, trés analogues i ceux que
donne la culture de la bactéridie charbonneuse :
mais ces flocons sont plus fragiles; ils se disso-
cient facilement par l'agitation, et leurs débris
troublent uniformément la transparence du bouil-
lon jusque-la limpide.

« Ces milieux liquides semblent plus favorables
a la culture du microbe lorsqu’on leur ajoute une
petite quantité,2a b °/,, de sucre (glycose, lactose,
sucre de canne, mannite) ou surtout de glycérine.
Au contraire, les bouillons additionnés de chlo-
rure de sodium ou de peptone, — excellents pour
la culture de beaucoup d’autres microbes, — cons-
tituent de mauvais milieux pour la culture du strep-
tococcus de la mammite.

« Le bouillon, neutre ou légérement alcalin lors-
qu'on 'ensemence, est déja nettement acide apreés
2% ou 48 heures, et I'acidité augmente & mesure
que la cullure s’accroit : elle est toujours plus
intense lorsque la culture a été faite dans le lait
ou des milicux sucrés; elle est beaucoup plus
lente a apparaitre et toujours moinsintense lorsque
le milieu nutritif a été additionné d'une quantité
notable de sérum pur.

« Pendant plusieurs jours, la culture continue
avec la méme intensité, et 'on voit graduellement
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le dépot augmenter d’'épaisseur; puis elle se ra-
lentit pour cesser bientdt complétement ; le dépot
se tasse et constilue, a la longue, une pellicule
assez solide formée d'une myriade de chapelets
enchevétrés en tous sens et comme feulrés.

« Si l'on a soin d'ensemencer chaque jour un
nouveau ballon de culture avec la culture de la
veille, on peut 'entretenir indéfiniment avec tous
les caracteres qu'elle offrait au début; mais si l'on
attend quelques semaines pour faire une nouvelle
culture, il peut se faire que le liquide ensemencé
demeure stérile : Uorganisme a perdu la faculté
de se reproduire ; toutes choses égales d’ailleurs,
il reste vivant beaucoup plus longtemps dans les
ballons qui sont conservés a 'abri de la lumicre. »

Tout ce que nous venons de dire des cultures a
Iair "applique aux cultures dans le vide.

« En ajoutant au hiquide de culture une petite
quantité de carbonate de chaux pulvérisé, on lui
conserve sa réaction alcaline, et I'on obtient une
culture beaucoup plus abondante. De plus, méme
alors que la pullulation du microbe a depuis long-
temps cessé, ce microbe est resté vivanlt avec
toutes ses propriétes, et lorsqu’on le seme dans un
milieu favorable, il pousse aussi vigoureusement
que tout d’abord.

« Nous avons pu obtenir de belles cultures en
puisant la semence dans des cultures vicilles de
b, 6 et 8 mois, lorsqu’au liquide de cullure nous
avions eu le soin d’ajouter un peu de carbonate
de chaux. »

2° CULTURES DANS LES MILIEUX SOLIDES, — o) Géla-
tine. — « Inoculé par pigire dans la gélatine-
peptone, des le troisieme jour I'organisme accuse
son développement par une mince pellicule arron-
die, peu étendue a la surface, et par un léger
trouble tout le long du trajet de laiguille ; bientot
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on y voil apparaitre un grand nombre de petits
points blanchitres, opaques, granuleux, dont
Pentassement forme au centre de la gélatine une
ligne épaisse a bords dentelés. Une seule fois nous
avons vu s'irradier de cette ligne centrale dans
I'épaisseur de la gélatine une multitude d’arbori-
sations délicates, ramifiées en tous sens.

« Inoculé par stries a la surface de la gélatine-
peptone, il apparait, le long de la strie, de chaque
coté, sur une petite étendue en surface, une infi-
nit¢ de pelites colonies arrondies, lranslucides,
reflétant une teinte blanchitre, qui se confondent
parfois en une mince pellicule dont les bords,
nettement délimilés, paraissent plus épais et plus
opaques.

« Les cultures sur plaques dans la gélatine-
peptone donnent, a la température de 16 a 18 de-
arés, des colonies que l'on commence a percevoir
deés le troisieme ou le quatrieme jour; elles se
développent indifféremment dans les couches su-
perficielles ou dans les couches profondes de la
eélatine, sous forme de pelites masses rondes,
légérement granuleuses, trés nettement délimitées
sur leur contour. D’abord transparentes, elles
prennent bientdt, lorsqu'on les examine au micros-
cope (Verick : obj. 2; ocul. 2.), une teinte jaune
clair qui brunit peu a peu, a mesure qu’elles gran-
dissent et qu’elles vieillissent. Leur développement
n’est jamais trés considérable; au boul de eing a
six semaines, celles qui ont poussé a la surface
de la gélatine forment une saillie trés appreeciable;
elles ont alors & I'@eil nu une couleur blanchdtre :
au microscope elles semblent brunes et opaques ;
mais elles restent toujours hien délimitées et leur
contour est accusé par une ligne trés nette. »

Le streplococcus de la mammite conlagieuse ne
liguéfic pas la gélatine.
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b) Gélose. — On peut encore semer le microbe en
stries sur la gélose et méme sur le sérum gelati-
nisé, mais la culture, qui prend sur ces milieux les
meémes caractéres physiques qu’elle a sur la géla-
tine, est beaucoup moins abondante.

¢) Pomune de terre, etc. — Les cultures sur milieux
opaques ne donnent pas de bons résultats.

Le streptococcus de la mammite contagieuse en
culture affecte la méme forme (si ce n'est toute-
fois que le chapelet est beaucoup plus long dans
les milieux liquides artificiels que dans le lait de
la mamelle), et a les mémes réaclions de coloration
que le streptococcus examiné dans le lait altéré
provenant de la mamelle malade.

V. Mammite expérimentale.

L’'injection de la culture pure du streptococcus
de la mammite contagicuse dans la mamelle saine
des wvaches et des chévres a reproduit la maladie
de la vache.

La culture injectée doit étre de fraiche date,
aussi peu acide que possible : la préférence doit
done étre donnée, pour l'expérimentation, aux cul-
tures faites en présence du carbonate de chaux.

Tous les essais expérimentaux d’infection par
les voies digestives avec le lait altéré, tentés sur des
chiens, des lapins en bas dge, n’ont donné aucun
résultat.

Les injections intra-péritonéales et intra-vei-
neuses de culture pratiquées sur'de jeunes chiens,
de petits chats, des chevreaux, des cobayes, des
lapins n’ont donné aucun résullat.

Résume.

Le microbe de la mammite contagicuse des
vaches laitiéres affecte dans le lait et dans les cul-
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tures la forme d'un streplococcus. Il est aéro-
anaérobie. Il pousse surtout dans les bouillons
sucrés dépourvus de sel et de peptone; il pousse
également, mais moins abondamment, dans la
gélatine qu'il ne liquélie pas, et sur la gélose et le
sérum ; par inoculation expérimentale il repro-
duit la maladie chez la vache et la chévre; les
autres animaux sont réfractaires. Il se colore
dans les solutions aqueuses ou hydro-aleooliques
de fuchsine, de diamant, etec...; dans le bleu de
Loftler, dans cclui de Malassez. 11 prend mal le
GGram, mais se colore facilement par le procedé de
Weigert.

VIl

MAMMITE GANGRENEUSE DES BREBIS
LAITIERES

(ARAIGNEE. — MAL DE PIS.)

I

« 11 existe chez les brebis une variété de mam-
mite qui affecte le caractére gangréneux, et qui
marche avec une telle rapidité que la mort sur-
vient le plus souvent en vingt-quatre, trente-six
ou quarante-huit heures.

« Cette maladie, peu connue des vétérinaires, est
désignée par les bergers sous le nom de mal de
pis, ou d'araignée, parce que, dit Hurtrel d’Arbo-
val, on s’étuil faussement imaginé que la pigiire d'un
insecte de ce nom en était la cause » (Ed. Nocard. —
Annales Pasteur, 1887, n° 9).

(Pest & M. Nocard que revient le mérite d’avoir
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etabli la nature réelle de 'affection, et d’en avoir
décrit le microbe pathogene.

II. Mammite gangréneuse spontanée. —Lésions. — Mode
de contagion.

L'araignée peut frapper d’une facon générale
toutes les brebis laitiéres, mais atteint tout parti-
culiecrement les brebis exploitées industriellement
en vue de la fabrication des fromages.

« (Vest ainsi que la plupart des troupeaux debre-
bis laitieres, entretenues dans le Larzac pour la
production du Roquefort, éprouvent chaque année,
durant 'époque de la traite, des pertes consideé-
rables du fait de 'araignée » (E. N.).

La maladie, mortelle pour les sujets atteints a
de trés rares exceptions pres, marche avec une
grande rapidité; elle dure le plus généralement de
vingt-quatre a quarante-huit heures. Dans ceptains
cas, cettepériode moyenne estabrégee de quelques
heures ou au contraire augmentée de un, deux, trois
ct méme quatre jours : mais ce ne sont la que des
cas exceptionnels,

A lautopsie des animaux, on constate « une in-
filtration considérable du tissu cellulaire sous-cu-
tané, de toute la région inférieure du trone, du
périnée, et de la face inférieure des cuisses; le
liquide @dématenx a une teinte rouge accusée; il
est 1nodore. Les deux mamelles, triplées de vo-
lume, ont sur la coupe une teinte violacée due a
Uinfiltration par la sérosité de tous leurs éléments
conjonctifs : les lobules de la glande sont isolcés
comme parune véritable dissection hydrotomique.
La cavité péritoncéale renferme une petite quan-
tité de sérosité roussilre. Tout le réseau sanguin
de Pintestin et du mésentere apparait sous forme
d’une riche arborisation noirdatre, qui semble due
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a une congestion intense. La muqueuse intestinale
est normale. La rate est pelite, ratatinee, noiratre ;
son tissu est friable.

« Les poumons sont volumineux, gorgés de
sang ; mais ils ne présentent aucune lésion appré-
ciable. Les cavités du cceur et tous les gros vais-

I-'ig, 6. — Araignce.

A, Culture. Leitz, oc. 3, obj. 1]12.
B, Lait. Méme crossissement.

seaux renferment des caillots noirs, tres fermes »
(Nocard).

Le lait et la sérosité de I’;edéeme sont les pro-
duits virulents.

Le mode de contagion de la maladie n’est pas
encore entierement connu, hien que l'on sache
aujourd’hul que les canaux excréteurs de la glande
mammaire sont la porte d’entrée du contage.

« Mais comment se fait cette pénétration? Est-
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ce par la main de la personne chargée de la traite?
(est probable, mais il est difficile d'en donner la
preuve. J'ai plusieurs fois badigeonné le pis de bre-
bis laitieres, a l'aide d’'un pinceau imprégne de
culture virulente, sans que la maladie apparat. Au
contraire, U'injection de quelques goultes de la
meéme culture dans le trayon des mémes femelles,
injection pratiquée a l'aide d’une fine canule
mousse, incapable de produire la moindre érail-
lure de la muqueuse, provoquait le développement
d’une mammite rapidement mortelle » (Nocard).

III. Mammite gangréneuse expérimentale.

« L'araignée est une maladie éminemment ino-
culable.

« 51 I'on injecte dans les conduils galactophores
d'une brebis saine quelques gouttes de la sérosité
de I'edéme, ou du lait fourni par la mamelle at-
teinte, ou une culture pure virulente, on provoque
a coup sur la reproduction exacte de la mammite
spontanée. »

Mais 'espece ovine semble seule apte a contrac-
ter la maladie expérimentale, comme elle est seule
a présenter la maladie spontanée.

« L'injection d'un centimetre cube de culture
virulente dans les tissus galactophores d’une chevre
laitiére ne produit absolument aucun trouble dans
la santé de la béte; le lait n’en subit aucune alté-
ration ; quarante-huit heures apreés Uinjection, il
ne renferme plus trace de microbe; son ensemen-
cement ne donne pas de culture.

« L'injection dans le parenchyme de la glande, a
I'aide de 'aiguille de la seringue de Pravaz, donne
liew & une tumeur chaude, douloureuse, un peu
edémateuse, qui reste localisée et finit par dispa-
raitre, en douze & quinze jours, sans laisser d'au-

PR. DE MICROBIE. 18
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tre trace qu’une légére induratlion; 4 aucun mo-
ment, le lait séerété par la mamelle inoculée ne
semble altéré; les bouillons dans lesquels on I'en-
semence restent stériles » (Nocard).

« L’'injection de cinq gouttes de culture viru-
lente sous la peau d'un chevreau de six semaines
ne donne licu qu'a une tuméfaction wdémateuse,
chaude et douloureuse, qui se résorbe rapidement
sans laisser de trace. »

« Le cheval, le veau, le pore, le chien, le chat,
le cobaye, jeunes ou adultes, ne semblent guére
souffrir de 'injection sous-cutanée de fortes doses
de cullures virulentes; il se produit au niveau de
I'injection un peu d'edeme et de sensibilité, par-
foisune petite tumeur inflammatoire ; mais le tout
disparait trés vite,

« Le lapin supporte moins bien 'action du mi-
crobe. En général, il se forme au point de 'inocu-
lation une tuméfaction ‘chaude, douloureuse, qui
craduellement augmente, génant le fonctionne-
ment de la région, et qui, apres cing a six jours,
s¢ résout en un abeeés chaud, dont le pus de bonne
apparence fourmille littéralement du micrococcus
de I'araignée ; mais I'animal ne parait pas beau-
coup souffrir; il continue & manger comme précé-
demment. »

« Le microbe de 'araignée semble donc se com-
porter, a I'égard du lapin, comme celui du cho-
léra des poules a ’égard du cobaye. »

« Une fois seulement un lapin a succombé, qua-
tre jours apres 'inoculationde cing gouttes de cul-
lure virulente ; son autopsie a montré des lésions
analogues a celles que présentent les moutons qui
meurent de I'araignée » (Nocard).
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IV. Le microbe pathogéne de 1'Araignée — Caractéres
morphologiques. — Coloration.

Le microbe pathogene ne se rencontre que dans le
lait, et dans la sérosité de Uedéme.

« Le lait le charrie dés le premier jour en quan-
tités considérables. »

La sérosité de 1'edeéme le renferme également,
mais en petite quantité. Il est plus rare encore
dans la sérosité péritoneale.

L'examen & l'état [rais n’est pas aisé, a cause
des dimensions si petites de l'organisme.

La coloration donne de meilleurs résultals; elle
est trées simple; les solutions hydro-alcooliques
des couleurs d’aniline (rouges, bleues, violettes), le
bleu de Loffler réussissent hien; les procédés de
Gram et Weigert donnent de bons résultats.

Le microcoque de l'araignée est un des plus petits
qui se puissent voir, « plus petit que chacun des
deux grains qui semblent former le microbe du
choléra des poules. »

« Dans le lait des brebis malades, comme dans
la sérosité de 'edeme, comme dans les différents
milieux de cultures solides ou liquides, il reste a
I'état de microcoques, isolés ou associés quatre a
quatre, ou agglomérés en zooglées peu volumi-
neuses : il ne prend pas volontiers la forme en
chainettes ou en chapelet. »

V. Cultures du microbe de l'Araignée.

Le microcoque de l'araignée est aérobie et aussi
anaérobie.

« Sa culture est des plus faciles : tous les mi-
lieux connus semblent lui convenir pourvu qu'ils
soient neutres ou alcalins. »

I’ensemencement sera fait avec du lait, de la sé-
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rosité de I'edeme, ou le pus de l'abeés du lapin,
recueillis purement.

{o CULTURE DANS LES MILIEUX LIQUIDES A L'AIR ET
DANS LE VingE. — « Dans les différents bowillons le mi-
crobe se multiplie avee une prodigicuse rapidité ;
en moins de vingt-quatre heures le liquide est
trouble, presque lactescent; apres quarante-huit
heures, le fond du vase est couvert d'une épaisse
couche blanchatre, pulvérulente, résultant de 1'ac-
cumulation d'un nombre infini de micrococcus.
Dés le premier jour aussi, le bouillon, neutre ou
alecalin au moment de I'ensemencement, est de-
venu franchement acide, moins acide cependant
que s’il avait été ensemencé avec le streptococcus
de la mammite des vaches » (Nocard).

« Si 'on a soin de faire chaque jour une nou-
velle culture, en prenant comme semence une
gouttelette de la culture de la veille, le microbe
conserve & peu pres intacte sa puissance de pullu-
lation comme sa virulence; mais si on laisse la cul-
ture a I'étuve sans la renouveler, le micrococcus
perd rapidement la propriété de se reproduire.
Pour lui, comme pour le streptococcus de la mam-
mite des vaches, il semble bien que l'acidité qu’il
provoque dans le bouillon soit la cause de la mort,
car £i I'on s’oppose & cette acidification, en ajou-
tant auliquide un peu de carbonate de chaux stéri-
lisé, la culture se prolonge, et le microbe conserve
longtemps la propriété de se reproduire » (Nocard).

La culture évolue plus abondamment et plusra-
pidement encore dans les bouillons suerés, mais
I"acidité du liquide apparait plus vite et plus in-
tense que dans les bouillons non sucrés. Tres ra-
pidement aussi la culture s’arréte et 'organisme
meurt, & moins que 'on n’ait soin d’ajouter au li-
quide une petite quantité de carbonate de chaux
stérilisé,
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Les cultures dans le bouillon & l'abri de lair,
c'est-a-dire dans le vide ou en présence de gaz
inertes, présentent les mémes caractéres.

« Ensemencé dans du {wit de vache ou de chevre,
le microbe s’y multiplie avee une grande vigueur,;
en moins de vingt-quatre heures le lait est coagule
en masse, et le coagulum a une fermeté extréme. La
rétraction du coagulum en exprime peu i peu le
petit lait,sous forme d'un liquide incolore et trans-
parent. Coagulum et petit lait sont trés acides et
renferment en abondance le microbe ensemencé »
(Nocard].

Dans le vide le coagulum du lait ensemencé avec
le microbe de I'araignée s’opére aussi vigoureuse-
ment que danslescultures faites en présencede'air.

2° CULTURE SUR MILIEUX SOLIDES TRANSPARENTS ET
DEMI-TRANSPARENTS. — Inoculé en piquare sur la gé-
latine-peptone, le microbe se développe rapide-
ment le long de la piqure ; puis dés le deuxiéme
jour, a 20°, il commence a liquéfier. La culture
change alors d’aspect : « Rapidement la liquéfac-
tion augmente en profondeur et en surface, en
sorte qu'au cinquiéme jour ellea envahiune grande
hauteur de la gélatine, dessinant dans I'axe de la
piqire une sorte de cone renversé ou de bonnet
de coton, au sommet duquel saccumule la plus
grande partie des microbes formés. Dans toute la
partie liquide, la gélatine a perdu sa transparence;
elle est trouble, un peu acide et fourmille de mi-
crobes. »

« Aprés huit ou dix jours, toute la partie supé-
ricure de la gélatine est liquéfiée, et la liquéfac-
tion continue lentement en dessinant un cone a
large base » (Nocard).

Si 'inoculation est faite en strie, il se forme ra-
pidement un large sillon blanchdtre autour duquel
liquéfie la gélatine,

(8
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On peut également faire des cultures en piqire
sur gélatine, dans le vilde, ou en présence d'un gaz
inerte.

« La culture s’effectue le long du trajet de l'ai-
cuille, mais reste maigre et discrete; la liquéfac-
tion du milieu solide ne commence guére avant
huit ou dix jours, et ne progresse que trés lente-
ment » (Nocard).

La culture sur plaques, d'apres la méthode de
Koch, donne aussi d'excellents résultats. « Des le
deuxieme jour, la gélatine est farcie de colonies
régulicrement arrondies, blanchdtres, qui se déve-
loppent aussi bien & la surface que dans la pro-
fondeur ; seulement celles de la surface grandis-
sent plus vite et provoquent rapidement autour
d'elles la liquéfaction du milieu; la surface en ac-
quiert un aspect chagriné tout spécial. Au mi-
croscope, la eolonie superficielle apparait comme
une tache régulicrement arrondie, brunitre, ho-
mogene, entourée d'une sorte d'auréole a dem
transparente. »

« Cette action liquéliante, si puissante, du mi-
crocoque de 'araignée s'exerce également, mais a
un moindre degré, sur le sérum du sang gélati-
nisé » (Nocard). ;

Sur la gélose en piqure, le microbe produit le
long du trajet de I'aiguille une culture dense, blan-
chatre, & bords festonnés. En strie sur la gélose,
mode de culture préférable au précédent, le mi-
crobe forme une pellicule épaisse, d’'abord blanche,
puis légérement jaundtre : cette pellicule s'étale
de plus en plus sur la surface de la gélose.

3° CULTURE SUR MILIEUX 0PAQUES. — La pomme de
terre constitue pour le micrococcus de l'araignée
un milieu de culture moins favorable que les mi-
lieux ligquides ou solides transparents : la cullure
en cffet n’y est jamais trés abondante. « Elle y
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affecte la forme d'une mince couche grisitre, vis-
queuse, qui s'étale lentement en surface, dont les
bords, largement festonnés, paraissent plus épais
que la partie centrale; la aussi, la culture prend
peu 4 peu une teinte jaune, plus accusée que sur
la gélose, mais il est a noter que la zone périphé-
rique de la culture, celle qui est de date récente, a
toujours cette teinte grisitre ou blanc sale qu'on
observait au début » (Nocard).

Reésume.

Le microbe de 'araignée est un micrococcus aéro-
anaérobie ne tuant que les brebis soit spontané-
ment, soit expérimentalement, et produisant un
abcés clos chez le lapin inoculé. Il se colore par
les solutions hydro-alcooliques connues, le bleu
Loffler, le bleu Malassez; il prend les doubles colo-
rations de Gram et de Weigert. Il se cultive dans
tous les bouillons; surtout dans les bouillons su-
crés; il v perd vite sa virulence a cause de I'acidité
qu'il produit. Il liquéfie la gélatine, il se développe
sur la gélose et la pomme de terre,

VIII
SEPTICEMIE SPONTANEE DU LAPIN
(Inédit.)

(“est au mois de mars 1888 que nous avons eu
pour la premiere fois U'occasion d’observer et d’é-
tudier cette maladie.

Elle sévissait alors a I'école d’Alfort sur les
lapins élevés pour les expériences. Plus de cin-
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quante sujets furent infectés et moururent dans
un delai relativement court.

Koch (1878) a déterminé sur le lapin, par ino-
culation de macéré de viande putréfiée, une septi-
cémie expérimentale, qui semble étre celle que
Davaine avait déja produite sur le méme animal
par I'inoculation du sang de beeuf putréfié; aussi,
des le début, pensions-nous avoir affaire a la
méme maladie. Mais tandis que les cobayes résis-
tent a Uinoculation du virus de la septicémie des lapins
tle Koch, tout au contraire Uaffection que nous étu-
dions ici est contractée trés facilement par le cobaye,
qui en meurt toujours dans un délai plus court que
le lapin. Ces deux maladies nous semblent done
distinctes 'une de 'autre.

D’ailleurs la septicémie des lapins de Koch est
purement expérimentale. Au contraire, la maladie
que nous étudions ici a été observée sur des ani-
maux infectés naturellement, fait qui lui donne, au
point de vue pratique, une certaine importance.

I. Animaux atteints par la contagion naturelle. — Mode
d'introduction du wvirus. — Principaux symptémes.
— Lésions. — Produits virulents du cadavre.

Le lapin prend la maladie par contagion natu-
relle, suivant le mode médiat. Les sujets malades
rendent des excréments qui souillent le plancher
des niches, qud se mélent i la nourriture des ani-
maux sains, et ces derniers absorbent ainsi la ma-
tiere virulente : linfection naturelle a donc lieu
par les voies digestives.

Le lapin infecté devient d’abord nonchalant : il
mange peu; il reste dans un repos presque conti-
nuel. Bientot il s'isole des autres. 11 se tapit alors
dans un coin de sa niche, et reste ainsi pelotonné,
ramassé sur lui-méme, le cou rétracté, le poil
hérissé, les yeux fixes, 4 demi fermés, les oreilles
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tombantes. A cette période, 'appétit a complete-
ment disparu; la respiration est fortement accé-
lérée; le flanc bat trés vite. Les exeréments de-
viennent quelquefois liquides, et sont rendus sous
forme de diarrhée. L'animal est plongé dans la
torpeur et ne se déplace que par la force. Enfin,
dans les derniers moments de la vie, il prend la
position décubitale et meurt le plus généralement
sans convulsion aucune.

La maladie, dont la durée moyenne est de
vingt-quatre heures environ, marche quelquefois
avec une rapidité véritablement foudroyante. Dans
quelques cas, au contraire, elle dure un peu plus
longtemps et se prolonge un, deux ou ftrois jours,
suivant la résistance des sujets. Mais son issue,
quelle que soit sa durée, est toujours fatale.

A Tautopsie, on constate les lésions particu-
lieres aux septicémies; il n’existe aucune formation
de pus.

La face interne de la peau est fortement injec-
tée et parait rougedtre; les vaisseaux qui la sil-
lonnent sont gorgés d'un sang boueux, noir, de
teinte asphyxique.

Les muscles qui recouvrent le thorax, ainsi que
ceux de l'abdomen, sont couleur lie de vin et
comme imprégnés d'un liquide particulier qui
leur donne au toucher une sensation de friabilité
visqueuse.

Si on incise 'abdomen sur la ligne blanche, et
qu'en écartant les deux bords de l'incision on
regarde dans la cavit¢ abdominale, on voit que
I'intestin nage, pour ainsi dire, dans une sérosité
abondante, louche, rosée, sanguinolente, albu-
mineuse. Dans d’autres cas, s’il y a peu de li-
(quide, I'épanchement est jaune citron, albumi-
neux, souvent purulent.

Les intestins sont toujours rougedtres, conges-
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tionnés sur une grande partie de leur élendue ;
leur muqueuse est hyperhémiée, épaissie en cer-
tains endroits, et enduite d'un liquide rouge-brun,
mousseux, quelquefois sanieux.

Les vaisseaux du mésentere et de I'épiploon
sont distendus par la grande quantité de sang
qu’ils contiennent.

La rateetle fole ne présentent pas de lésions ma-
croscopiques bien sensibles, si ce n’est une légere
augmentalion de volume et une teinte générale
plus foncce qu’elle ne 'est normalement.

Dans la cavité thoracique, on voit de la pleu-
résie plus ou moins accusée ; le poumon, souvent
trés congestionné, ecchymosé, semble nager dans
un épanchement rougedlre, albumineux. Le péri-
carde est toujours rempli d'un liquide, rarement
sanguinolent, le plus souvent au contraire inco-
lore,légérement louche, mais toujoursalbumineux.

Dans la vessie, I'urine, s'il y en a, est tres forte-
ment albuminecuse.

Telles sont les principales lésions macrosco-
piques que 1'on constate surles sujets succombant
a l'infection naturelle.

Les produits virulents du cadavre sont : le con-
tenu de intestin, les différents épanchements que
nous avons signalés ci-dessus : sérosilé périto-
neale, liquide péricardique, épanchement pleural.
Le sang, les pulpes de rate et de foie sont aussi
virulents, mais a4 un plus faible degré; ils contien-
nent peu de microbes : il faut, avant de les 1no-
culer, les exposer a I'étuve (37°).

II. Animaux d'expérimentation; choix des sujets a ino-
culer. — Matiéres d'inoculation. — Symptémes et durée
de la maladie expérimentale. — Lésions.

La maladie cst fransmissible par inoculation au
lapin, au cobaye, et a tous les oiseaux : poule, pin-
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tade, faisan, dindon, oie, canard, pigeon el moineau.

Les inoculations se font soit avec les produits
virulents des cadavres recuecillis purement, soit
avee les cultures.

Nous conseillons surtout d'inoculer le sang ou
les pulpes de rate et de foie recueillis purement ;
mais lorsque ces matieres proviennent de lapins ou
de cobayes, il faut, avant de les inoculer, adopler
la technique suivante, car, géneéralement, et sur-
tout quand les animaux sont morts rapidement,
elles contiennent peu de microbes :

Le sang (ou les pulpes) est recueilli purement
dans une pipette Pasteur dont on ferme Uextré- .
mité effilée 4 la lampe ; cette pipetie est placée a
'étuve Pasteur (37°) pendant quinze heures en
moyenne. Griace 4 la tempdérature de I'éluve, les
qquelques microbes contenus dans le sang évoluent
dans celui-ci, qui devient pour eux un véritable
milieu de culture liquide. Au bout de douze heures.
ils accusent leur multiplication par un forl déga-
gement de gaz acide carbonique, formant de
petites bulles gazeuses, trés visibles & travers les
minces parois de la pipette, dans le sein du ligquide

A. — InocuraTioNn Au rariN. — L'inoculation se
fait & V'aide de la seringue de Pravaz dans le péri-
toine, dans les veines ou bien, simplement, dans
le tissu conjonctif sous-cutané du plat de la cuisse.

L'infection peut se faire par les voies digestives
en melant la matiere virulente aux aliments de
I'animal.

La durée de la maladie expérimentale, quiest en
moyenne de vingl heures, dépend non seulement
de la quantité et de la qualité du virus emplové,
mais aussi du mode d’'inoculation. Cest ainsi
quinoculés dans le péritoine, les lapins meurent
plus vite que si la matiecre virulente a ¢été inlro-
duite dans le tissu conjonctif sous-cutand.
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Les symptomes et les lésions de la maladie sont
identiques a ceux que nous avons décrits plus haut.

B. — INocuLATION AU COBAYE. — Le cochon d'Inde
prend bien la maladie expérimentale, et en meurt
aussi vite que le lapin,

(Pest la un fait important, et qui sépare la ma-
ladie qui nous occupe de la septicémie expérimentale
i lapin de Koch, et du choléva des poules de
Pasteur.

La matic¢re virulente sera inoculée dans le péri-
toine ou bien dans le tissu conjonctif sous-cutané :
la région du plat de la cuisse, dans ce dernier cas,
sera choisie de préférence.

Deux gouttes de sang traité comme nous l'avons
dit plus haut, ou deux gouttes de culture suffiront
a tuer le sujet en moins de vingt heures.

Nous recommandons, pour I’étude, d'inoculer
deux cobayes, 1'un dans le péritoine, 'autre dans
le tissu conjonctit sous-cutané. Le premier mourra
plus vite que le second et, a 'autopsie, on cons-
tatera toutes les lésions septiques que 1'on ren-
contre chez le lapin; mais, comme nous le verrons
plus tard, les préparations ne montreront dans ce
cas (ue peuw de microbes, car le cobayve inoculé
dans le péritoine meurt plutot des swites de Uintoxi-
cation due aux produits séerétés par les microbes qu’il
ne succombe aux lésions anatomiques causdées par eu.

Sur le cobaye tué par I'inoculation intra-périto-
néale, les lésions sont les mémes que celles que
nous avons décrites chez le lapin mort par suite
d’infection naturelle.

Voici les 1ésions que 'on remarque chez le sujet
tué par l'inoculation sous-cutande.

Le point d’inoculation, la région de la cuisse et
de l'aine correspondant a lintroduction de la
matieére virulente, sont tuméfiés, awdémateux ; le
membre entier est rétracté.
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La face interne de la peau est rouge ; les vais
seaux qui la sillonnent sont gorgés de sang.

Le tissu conjonclif sous-cutané est envahi par
un edeme gélatineux, comparvable a celui que l'on
voit sur le cobave mort du charbon bactéridien.
Cet @wdeéme est souvent géncéralisé, mais toujours
plus abondant au point d’'inoculalion que partout

ig. 57. — Septicemie spontanée du lapin.

A, Moineau. Pulpe de rate. Leitz, oc. 3, obj. 1/12,
B, surface du foie. r-:lrllii_\'f‘.. Meme grossissement.,

ailleurs. Dans cette région, correspondant au plat
de la cuisse et a l'aine, il est toujours sangui-
nolent,

Tous les muscles superficiels ou profonds sont
de teinte lie de vin. Au toucher, ils donnent une
sensalion molle et visquense,

[.La cavité abdominale contient Loujours un
épanchement plus ou moins abondant, dont les

. DK MICRORIF {9
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qualités physiques varient : quelquefois il est
jaune orangé, peu abondant, albumineux; dans
certains cas il est abondant et sanguinolent. Les
vaisscaux des séreuses sont remplis d'un sang noir
et coagule.

L.es intestins, dilatés par les gaz, présentent en
certains points de véritables ecchymoses a con-
tours irréguliers. . _

Le poumon, toujours quelque peu congestionné,
nage dans un épanchement pleural, souvent san-
guinolent.

Le péricarde est distendu par un ligquide sé-
reux, albumineux, incolore et légérement louche.

La vessie renferme souvent de 'urine, qui tou-
jours est albumineuse.

C. — INOCULATION AU PIGEON, A LA POULE OU A
TOUT AUTRE o01sEaU. — Le virus peut ici étre
inoculé dans les veines, dans le péritoine; mais
nous 'inoculons de préférence dans un des muscles
pectoraux. On peut aussi infecter 'animal par les
voies digestives en mélangeant la matiére viru-
lente aux aliments,

Les symptomes cue I'on observe chez les pigeons,
les poules inoculés,sont en tout semblables 4 ceux
du choléra des poules.

Quelques heures aprés l'inoculation, 1'olseau
devient triste, nonchalant, ses déplacements sont
moins fréquents ; il s'isole des autres, se ramasse
en boule, les plumes hérissées, les ailes trainantes,
le cou rétracté, les yeux presque enlierement
fermes.

A cette période, 1'appétit, d’abord irrégulier, a
disparu completement. Des symptomes asphy-
xiques apparaissent alors : les muqueuses appa-
rentes, de roses qu'elles élaient, deviennent ternes,
puis bleues. Le sujet tombe ensuite dans un coma
profond; il est souvent pris de coliques. Bientot il
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est complétement incapable de se tenir sur ses
pattes, et finit par mourir dans un coma pro-
fond, le plus souvent sans convulsions.

La maladie marche avec une grande rapidite.
Nous avons vu des sujets mourir en moins de
(quinze heures : les lésions sont alors peu accusces.
Mais &i, au contraire, I'animal résiste un jour ou
deux, ce qui arrive lorsqu’on inocule le virus
atténué, il se produit au point d'inoculation un vé-
vitable séquestre comparable & celui qui se forme
dans le cas de choléra des poules expérimental,
et dans le hog-choléra expérimental des oiseaux.

Le muscle pectoral dans lequel a été faite 'ino-
culation est tumdéfié; a son niveau, le lissu con-
jonctif sous-cutané est infiltré d'une sérosité sou-
vent sanguinolente ; la face interne de la peau est
rouge et les vaisseaux qui la sillonnent sont dis-
tendus par le sang.

Le point inoculé est le siege d'une tumeur, de
volume variable, comparable le plus souvent a
celui d'une noix. Elle est dure, jaune i sa surface;
elle erie sous l'instrument tranchant;sur la coupe,
on voit qu’elle se continue dans le muscle, en for-
mant des prolongements jaunes, fibreux, irrégu-
liers, & bords finement dentelés.

La cavité péritonéale contient souvent un épan-
chement séreux, rarement sanguinolent.

La rate est hypertrophiée; sa forme, modiliée
par la tuméfaction, rappelle celle d'un haricot ;
quelquelois méme elle est comparable a une olive.
Son tissu est toujours Lrés friable,

e foie ne présente rien de particulier, si ce n’est
une légere angmentation de volume, une extréme
friabilité et une teinte cuite particuliere,

Le poumon, congestionné nage dans un épan-
chement pleural peu abondant, jaune citron ou
sanguinolent,
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Le péricarde contient toujours un liquide ordi-
nairement incolore, transparent, toujours albumi-
neux.

Telles sont les principales lésions que 1'on ren-
conlre et qui, comme on le voit, sont en tous
points identiques a celles du choléra des poules.

LLe sang et les pulpes des organes parenchy-
mateux constituent par excellence les matieres
virulenles du cadavre. Mais en somme, tout dans
le cadavre est virulent, le microbe évoluant partout
ou il y a du sang : la moelle osseuse elle-méme est
virulente. Les épanchements pleural, péricardique
et péritonéal le sont également.

III. Le microbe pathogéne; sa recherche dans les li-
quides, les sécrétions pathologiques et les tissus
organiques. — Examen microbiologique avec et sans
coloration.

La forme et I'habitat préféré du microbe patho-
gene semblent changer, suivant 'espeéce sur la-
quelle il évolue : c¢’est ainsi que chez le lapin et le
cobaye il prend presque exclusivement la forme
d’un micrococeus ou d'un diplococcus, tandis que
chez les oiseaux on le voit de préférence affecter
la forme d'un bacille & espace clair, semblable a
celui du choléra des poules, que l'on rencontre
particulierement dans le sang et les organes paren-
chymateux de la cavité abdominale. Nous allons
done, pour la clarté du suvjet, I'étudier dabord
sur le lapin et le cobaye, ensuite sur le pigeon.

{. ETUDE DU MICROBE SUR LE LAPIN OU SUR LE
coBaYE. — Dans ces deux espéces, le microbe évolue
de la méme facon, produit & peu de chose preés les
mémes lésions septiques; ce que nous dirons du
lapin s‘appliquera donc également au cobaye.

On recueillera purement sur le cadavre de la
sérosité péritonéale, pleurale ou péricardique, que
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'on examinera sans coloration (Vérick : oculaire
i, obj. 8). On verra dans la préparation une
quantité infinie de petits points isolés ou réunis
deux & deux, mobiles, se mouvant autour de leur
axe dans le liquide séreux, rempli de débris de
cellules, et 2ouvent de globules du sang. Ces petits
points ne sont autre chose que les microbes de la
septicémie du lapin. :

Apres cet examen sommaire, on colorera sur
lamelles ces différents liquides, oumieux, on appli-
quera simplement des lamelles sur la surface du
foie. Un colorera ensuite dans les différentes solu-
tions hydro-alcooliques connues, violettes, rouges
ou bleues; cing minutes de contact suffisent pour
obtenir la coloration. On examinera alors au mi-
croscope, a 1'éclairage Abbe et avec 'objectif a
immersion. On se rendra ainsi compte de la forme
en diplococcus des microbes et de leur grande
abondance.

On examinera ensuite le sang, dans lequel, si
'autopsie a été faite aussitot apres la mort, on
verra peu de microbes.

La quantit¢ de micro-organismes rencontreés
dans les préparations dépendra de la durée de la
maladie et dumoment plus ou moins tardif auquel
on a fait l'autopsie.

Dans les cas foudroyvants, on verra peu de mi-
crobes, car ils ont & peine eu le temps d’évoluer
et le sujet a succombé & l'intoxication par leurs
produits de sécrétion. Il en est tout autrement
cquand la maladie a duré plus longlemps et que
'autopsie n’est pas faite aussitot aprés la mort.

Les procédés de double coloration de Gram ou
de Weigert ne donnent ici aucun résultal.

[l est avantageux d’employer le bleu de Loffler
ou la liqueur colorante de Malassez : on oblient
ainsi de trés fines préparations.
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2. ETUDE hU MICKOBE SUR LE PIGEON. — Quelles que
soient les espeéces volatiles inoculées, le microbe
évolue de la méme facon dans les unes comme
dans les autres : il y prend la méme forme; aussi
ce que nous allons dire ici pour le pigeon s’appli-
quera a tous les autres oiseaux,

A I'examen du sang sans coloration, on verra les
globules ovoides, a noyau, nager dansle sérum, puis
unc multitude de points réfringents, unis deux a
deux et mobiles, donnant I'illusion de diplococeus,
semblables a ceux du choléra des poules.

On fera ensuite des préparations de sang sur
lamelles que l'on colorera dans les solutions
hydro-alcooliques diverses. Nous conseillons de
préférence une solution faible de violet de gentiane
(ui donne de belles préparations, dans lesquelles
les globules seront colorés en violet pdle, leurs
noyaux en teinte plus foncée ; entre les globules, on
apercoit une grande quantité de bacilles a espace
clair identiques a ceuwx du choléra des poules, dont les
deux poles seront fortement colorés en violet, et
reliés entre eux par deux lignes fines, légérement
leintes, circonscrivant I'espace clair. Les bacilles
apparaissent ainsilorsque leur grand axe est paral-
lele au diametre du champ microscopique; si au
contraire il lui est perpendiculaire, le microbe vu
seulement par un pole apparait comme un point
rond, fortement coloré.

Dans le sang, les bacilles sont le plus souvent
isolés, quelquefois réunis deux par deux. Dans les
pulpes de rate ou de foie, on les verra souvent
former de véritablesrubans contenant trois, quatre,
cing ou six bacilles placcés les uns au bout des
autres.

On retrovvera les bacilles non seulement dans
les épanchements pathologiques conlenus dans la
cavilé abdominale, pleurale, ou dans le péricarde,
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mais aussi dans 'cedéeme superticiel avoisinant le
point d'inoculation, ainsi que dans la moelle des os.

Un examinera ensuite la tumeur qui s’est formdce
au point d'inoculation. Dans ce but, on l'incisera
d’un seul coup avec un histouri bien propre passé
plusieurs fois au travers de la flamme de la lampe
a alcool ou d'un bec Bunsen. On grattera alors
'une des surfaces de section et I’'on obtiendra une
pulpe jaundire que l'on écrasera enire deux la-
melles, placées ensuite dans les solutions colo-
rantes. On v verra une grande quantité de ba-
cilles.

On colorera ensuite des coupes de rale, de foie
et de la tumeur. Dans ce but, on se servira de la
méthode de Loffler. On sera frappé de la quantité
prodigieuse de bacilles contenus dans le foie ou la
rate : ils y forment de véritables amas a bords irré-
guliers occupantquelquefois tout le champ micros-
copique.

Les coupes de la tumeur sont également trés
intéressantes a étudier. On les traitera par la mé-
thode de Loffler ou celle de Malassez, Les faisceaux
striés, teintés en bleu pile, sont cassés en certains
endroits, en voie de dégénérescence : les slries
sont par places 4 peine visibles, tandis que le sar-
colemme, rempli de cellules embrypnnaires, con-
tient une grande quantité de microbes pathogenes.
[1 se produit ici, exactement, ce qui se passe dans
le cas de choléra des poules. Nous ne nous éten-
drons pas davantage sur I'étude histologique de
ce séquestre; nous tenons simplement a faire
remarquer son analogie avec celui du choléra des
poules.

IV. — Cultures.

LLe microbe pathogéne de la septicémie spontanée
du lapin est aéro-anaérobie. Quels que soient les
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différents milieux de culture dans lesquels on le
place, il v prend toujours la forme d'un diplo-
coceus tres fin, mobile, morphologiquement sem-
blable a cclui du choléra des poules,

A. — CULTURES DANS LES BoUIlLLoNS. — Ce micro-
organisme pousse rapidement et abondamment dans
tous les bouillons simples, peptonisés ou sucrés,
a l'air ou dans le vide.

Pour ensemencer, on choisit le sang de lapin ou
de cobaye, recueilli purement, qu'on expose a
I’'étuve pendant quinze heures environ avant de
'ensemencer. Le sang de pigeon peut éire seme
aussitot qu'il est recueilli. On peut également se
servir des pulpes de foie ou de rate.

Les ballons ensemences sont placeés a I'étuve
(37°). Douze heures apres, le bouillon est trouble et
contient une grande quantité de diplococeus trés
mobiles. Si on abandonne la culture a elle-méme,
les microbhes se déposent au fond du ballon sous
forme d'une sorte de poudre blanche; le bouillon
reprend alors sa transparence.

Les cultures ainsi exposées & I'air perdent petit
A pelit leurs qualités virulentes. C’est ainsi qu'une
culture de vingt jours est incapable de tuer.

Aussi, pour conserver des cultures virulentes,
faut-il les recueillir dans des pipettes que 'on fer-
mera ensuile aux deux extrémités : grice a la
petite quantilé d’air contenu dans ces pipetles, les
microbes continueront a pousser, jusqu'a ce qu'ils
aient absorbé l'oxygene entier contenu dans le
petit volume d’air emprisonné dans la pipette
alors la culture sarrétera, mais conservera sa
virulence pendant plusieurs mois, car elle ne sera
plus en contact avec l'air.

Les cultures dans le vide poussent un peu moins
rapidement; le bouillon n’est sensiblement troublé
quapres deux ou trois jours d’étuve. La culture
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tombe ensuite au fond du tube et le bouillon rede-
vient limpide.

B. — CULTURE sur GELATINE. — Le microbe
pousse trés bien dans la gélatine. En strie, il donne
en (qualre ou cing jours une trainée blanche, lui-
sante, dentelée sur les bords et épaisse. En pi-
(qure, on voit apparaitre une tache blanche, vis-
queuse sur la surface de la gélatine, tandis que
tout autour de la piqurese forment de petites eolo-
nies blanches, rondes, qui, isolées au début, ne
tardent pas & se réunir.

La gélatine ne liguéfie jamais.

C. — CuLTuRE sUR 6ELOsSE. — La gélose est aussi
un milieu favorable a 1’évolution du bacille. I.’as-
pect de la culture est semblable & celui qu’elle
prend sur gélatine.

D. — CULTURE SUR MILIEUX OPAQUES. — Le mi-
crobe ne parait pas pousser sur la pomme de
terre. Nous en avons fait plusieurs essais qui n’ont
jamais donn¢ de résultat.

Résume.

Le micro-organisme de la septicémie sponlanée
du lapin est un aérobie facultatif qui prend chez
le lapin, le cobaye et dans les milieux de culture,
I'aspect d’un diplococeus mobile, tandis que chez
les oiseaux il prend toujours la forme d’'un bacille
it espace clair. Il pousse abondamment i l'air et
dans le vide, dans tous les bouillons, sur la géla-
tine qu’il ne liquéfie pas, sur la gélose simple ou
glycérinée; il ne poussepas sur lapomme de terre.

Il tue le lapin, le cobaye el tous les oiseaur.

[1 se colore dans les solutions hydro-alcooliques
faibles, par la méthode de Loffler, ou celle de
Malassez, mais ne se colore pas par les doubles
colorations de Gram ou de Weigert,




SBL1 MALADIES MICROBIENNES.

IX
DEUX MALADIES MICROBIENNES EXPERIMENTALES

A. — SEPTICEMIE EXPERIMENTALE DES
SOURIS DE R. KOCH

I

Cette maladie a été étudiée par Koch (1878); c’est
en inoculant du sang putréfié sous la peau des
souris qu’il decouvrit cette affection. Il tua ainsi
toute une série d’animaux. Il montra qu’il suffi-
sait de la simple piqire d’'une épingle souillée par le
sang d'une souris morte de 'affection pour repro-
duire la maladie chez une autre et lui donner
infailliblement la mort.

II. Expérimentation sur les animaux. La maladie chez
la Souris. Symptomes et lésions.

La souwris des maisons est facilement infectée,
tandis qu’au contraire la souris des champs est
réfractaire. Les pigeons et les moineaux prennent
alsément la maladie.

Le lapin ne prend qu'exceptionnellement I'aflec-
tion et a condition de lui inoculer le virus le plus
virulent 4 hautes doses. Généralement, il est seu-
lement indisposé légérement, puis ne tarde pas a
recouvrer la santé : il est alors vacciné et résiste
a I'action de toute inoculation postérieure.

De preférence on choisira pour les expériences
la souris blanche, plus maniable et moins farouche
que les autres.

On inoculera soit du sang recueilli purement
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sur un animal mort de la maladie, soit une cul-
ture. La quantité de liquide inoculée, dans ce der-
nier cas, sera supéricure a celle inoculée si 'on
cmploie le sang : les cultures paraissent en eflet
un peu moins actives que le sang.

L'inoculation se lait dans le tissu conjonctif
sous-cutané de la région du dos ou du plat de la
cuisse. La durée moyenne de la maladie est d’en-
viron de quarante & cinquante heures, eclle peut
(quelquefois durer davantage.

On constate chez les souris des maisons ainsi
infectées des symplomes spéeiaux trés accusés et
(qui permettent a eux seuls de porter un diagnostic
a peu pres certain,

La souris est abattue, ne se déplace que rare-
ment, ne mange plus. Les yeux d’abord lar-
moyants, se ferment a demi et ne tardent pas &
étre atteints d’'une conjonctivite qui provoque la
sécrétion d'un pus blanchdtre, collant souvent les
deux paupicres 'une a 'autre. Les poils sont alors
fortement hérissés; la souris est ramassée sur elle-
méme, le dos fortement voussé et ne tarde pas a
mourir.

On la trouve alors couchée sur le cdté, jamais
sur le dos, la téte repliée vers le sternum, la
colonne vertébrale fortement voussée; le cadavre,
trés rigide, est ainsi recoquevill¢ sur lui-méme.

A l'autopsie on trouve peu de lésions macrosco-
piques, si ce n'est un léger gonflement de la rate
et un peu de congestion de tous les organes en
géneral. Quelquelois,on rencontre un léger edéme,
trés virulent d'ailleurs, envahissant la région
d'inoculation.

III. Le microbe de la Septicémie des Souris.

C'est dans le sang, dans la pulpe de rate et de
foie que le microbe de la septicémie des souris
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est le plus abondant et s'étndie le plus aisément.

Dans le sang examiné sans coloration on aper-
cevra treés difficilement de petits biitonnets réfrin
gents dans la sérosité comprise entre les globules
rouges.

[ examen avec coloration est plus aisé : les sn-

Fig. 58. — Septicemie de la souris,

A, Pulpe de rate. Souris. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
ol

B, Culture, Méme grossissement (Gram),

lutions hydro-alcooliques des diverses couleurs
d’aniline, le bleu de Lofller, la méthode de double
coloration de Gram, réussissent également et don-
neront d'excellentes préparations, qui montreront
le tres fin batonnet pathogéne de la septicémie des
souris, batonnel dont les dimensions sont analo-
gues a celles du bacille de la tuberculose.

On reconnaitra sur les préparations colorées la
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présence fréquente du bacille dans les globules
blancs.

Les coupes d’organes (foie, rate, poumons, ete. )
seront traitées par la méthode de Gram, c'est-a-
dire en double coloration.

IV. Cultures du bacille de la septicémie des souris.

Le microbe est aédro-anaérobie, mais parait
pousser de préférence dans le vide.

Pour semence, on prendra de préférence du sang,
recueilli purement dans le cour d’'une souris
récemment morte.

{° CULTURE DANS LES BoulLLoNS. — Elle réussit
dans tous les bouillons, en présence de l'air et
dans le vide, a 37°; la culture est rapide; elle n’a
aucun aspect spécial.

2° CULTURE DANS LA GELATINE PAR PIQURE. — Elle
est fort importante, car elle donne un aspect
caractéristique. La culture se fait le long du trajet
de laiguille dans toute la hauteur du cylindre
gélatineux, puis elle irradie en formant des pro-
longements nuageux dans la masse gélatineuse.
Elle rappelle ainsi la culture en piquare du rouget
de Pasteur, avec cette différence que, dans ce der-
nier cas, les prolongements sont distinctement
isolés les uns des autres, ce qui donne a la culture
I'aspect d'une petite brosse a bouleilles, tandis que
dans la seplticémie les prolongements sont flous
el nuageux.

La gélatine ne liquéfie pas.

3 CULTURE SUR GELOSE EN STRIE. — Inoculée en
strie sur la gélose et placée a I'étuve (37°), la cul-
ture saccuse en vingt-quatre heures par ses colo-
nies rondes et blanchatres,

4° CULTURE SUR MILIEUX orAQUES. — Le bacille de la
septicemie des souris ne pousse pas sur pomine de
terre, tout au moins a la surface.

10"
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Morphologie du bacille de la septicémie des souris
provenant des cultures. — Dans ces différents mi-
licux de cultures, et surtout dans le bouillon, le
bacille est plus long que dans le sang des sujets
morts. 11 prend quelquefois méme la forme d'un
long filament ondulé. Les préparations ou cultu-
res seronl colorées par les procédés connus.

Résumeé.

Le microbe de la septlicémie des souris est un
bacille aéro-anaérobie, et plus anaérobie qu’aéro-
bie. 11 tue la souris des maisons, non celle des
champs ; il tue également les pigeons et les moi-
neaux, et & haute dose les lapins.

Il pousse dans les bouillons, dans la gélatine,
sans la liquéfier et en v prenant un aspect carac-
Léristique, sur la gélose. Les cultures sur pomme
de terre restent sans résultat. Il se colore dans les
solutions hydro-alcooliques connues ainsi que par
le procédé Loffler et celui de Malassez. Il prend bien
le Gram,

B. — MICROCOCCUS TETRAGENUS

Le microcoecus tetragenus, encore appelé tetra-
gonus, a été signalé et déerit pour la premiére fois
par Gaffky. Celui-ci inoculait des souris sous la
peau avec le produit du raclage de la surface des
cavernes tuberculeuses. Les animaux ainsi infec-
tés ne tardaient pas a succomber, et leur sang
contenait une grande quantité de microbes ronds,
réunis quatre par quatre.

La souris contracte la maladie en série avec une
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grande facilité. Une goutte de sang d'une souris
contaminee et morte, inoculée a une seconde souris
dans le tissu conjonetif de la région dorsale ou de la
cuisse, suffit a tuer celle-ci en un temps relative-
ment court, variant entre quinze et vingt heures.

A l'autopsie on ne lrouve aucune lésion macros-

|‘t;:. 59,

A, Micrococcus tetragenus. Culture. Leitz, oc. 3, obj. 1/12.
B, Staphylococcus pyvozenes aureus. Culture. Leilz, oc. 3, obj. 1,12,

copique spéciale, sauf peut-éire la congestion des
visceres, mais a I'examen microbiologique du sang
Il en est tout antrement.,

L'examen sans coloralion du sang, sur lamelles
et & un grossissement moyen (Verick :oc. 1; obj. 8
montre dans le plasma, et plus difficilement dans
les globules blancs, une quantité de petits poinls
rifringents immohiles, reunis quatre par quatre en

| g !
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forme de losange, ¢’est-a=direc opposés deux a deux.

La coloration donne de meilleurs résullats.

Elle se fait aisément dans les solutions hydro-
alcooliques des couleurs d’aniline, mais il est preé-
férable d'employer les méthodes de double colo-
ration : celle de Gram et celle de Weigert. On
obtient ainsi des préparationsdans lesquelles appa-
rait netlement la disposition en tétrades des mi-
crococcus. On peut également faire des préparations
de pulpe de la rate ou du foie.

Les coupesd’organes se colorent par lesméthodes
de Gram et de Weigert. La méthode de Weigert
est méme préférable a celle de Gram.

[n faisant des coupes fines dans 'épaisseur de
la paroi d'une caverne provenant d'un poumon hu-
main tuberculeux, on peut parfois metire en évi-
dence le bacille de la tuberculose en méme que le
micrococcus télragonus. Voiel le procede que nous
conseillons pour cette préparation :

Les coupes fines une fois déshydratées dans 1'al-
cool absolu sont placées pendant vingt-quatre
heures dans la liqueur rouge d’Ehrlich; elles sont
ensuite décolorées dans I'alcool et 'acide azotique
a 1/10, et rincées a I’'eau. On colore ensuile légere-
ment le tissu au brun de Bismarck puis on emploie
la méthode de Gram ou celle de Weigert. Si les ma-
nipulations ont été bien faites, on a ainsi une pre-
paration typique dans laquelle on voit le tissu en
jaune clair, les bacilles de Koch en rouge et les
micrococcus tetragonus en violet.

Cultures du micrococcus tetragenus.

Le tetragenus est aérobie, mais aussi parfaite-
ment anaérobie, ainsi que nous l'ont montré les
divers essais de culture dans le vide ou en présence
de gaz inertes que nous en avons tentés,
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{° CULTURE DANS LES MILIEUX LIQUIDES. — Le mi-
crococcus tetragenus pousse abondamment en
présence de 'air dans tous les bouillons simples
ou peptonisés. On ensemence une goutte de sang
recueilli purement. Les Dballons une fois semés
sont placés dans I'étuve a 37°. Au bout de quel-
ques heures le bouillon se trouble; puis la culture
sedépose aufond du matras ol elle prend 'aspect
d’'une poudre blanche, trés fine. En agitant légtre-
ment, cette poudre s¢ mélange de nouveau au li-
quide en formant d’abord des tlocons que 'agita-
tion disperse. Cette culture en bouillon a donc un
aspect assez caracléristique.

La culture dans les bouillons a 'abri de 1'air ou
en présence de gazinertes est facile, et plus abon-
dante que la culture en présence de lair.

2° CULTURE SUR GELATINE. — En pigqiire, on ob-
tienft en quatre ou cing jours, a la température de
la chambre, une culture blanche, nacrée, s'éla-
lant sur la surface supérieure de la gélatine et
simulant les contours d'une feuille de nénuphar.
Le long de la piqare il se forme de petites colo-
nies blanches, ovoides, serrées d’abord les unes
contre les autres, puis isolées, et cela d'autant plus
quelles évoluent plus profondément dans 1'épais-
seur de la gélatine.

En strie, la culture forme une ligne blanche,
nacrce, luisante et granuleuse. Les cultures ne li-
quéfient pas la gélatine. $

3° CurLTure sUR GELosE. — Elle offre les mémes
caracteres que celle faite sur gélatine.

&° CULTURE SUR POMME DE TERRE. — Le micrococ-
cus tetragenus pousse trés bien sur ce milieu
opaque : il donne une culture blanche et d’aspect
verni.

Exzamen des cullurcs. — Dans ces culltures li-
(quides, examinées sans coloration, on voit le mi-
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crococcus disposé en tétrades. Celles-ci peuvent se
réunir et former des sortes de zooglées, mais on
distingue nettement la disposition en tétrades des
microbes dans ces zooglées. C’est surtout ce der-
nier aspect que prend I'agent dans les milieux so-
lides. Le microbe sans coloration parait immobile.
On emploie pour colorer les cultures la méme
technique que celle que nous avons indiquée a pro-
pos du sang.

Pour les cultures nous conseillons surtout d’em-
ployer la méthode de Gram.

Résumeé.

Le micrococcus tetragenus est un micrococcus
en tétrades, aéro-anaérobie, immobile, qui tue la
souris et pousse dans les cultures liquides a I'air
ou dans le vide, sur gélatine, sur gélose et sur la
pomme de terre. Il se colore dans les solutions
hydro-alcooliques légeres de fuchsine, ete..., et
prend le Gram et le Weigert.



GHAPITRE 1V

MALADIES MICROBIENNES SPECIALES A L HOMME.

|
CHOLERA ASIATIQUE

I. Définition historigque.

Le Choléra asiatique est une affection endémo-
épidémique de I'Indoustan, qui, partant deson foyer
originel, a parcouru épidémiquement & maintes
reprises 1'Orient et I'Oceident.

(C'est une affection exclusive & 1’homme; il
n’existe chez les animaux aucune affection iden-
tique, et les dénominations imposées a plusieurs
maladies infectienses animales, telles que Choléra
des poules, Choléra du pore, impliquent, non pasune
ilentité de nature, mais une analogie plus ou
moins lointaine dans les symptomes et les 1ésions
intestinales.

[histoire bactériologique du Choléra asiatique
a ¢té tracée magistralement par R. Koch, dont les
travaux onf mis hors de doute la nature micro-

bienne de 'affection (1).

(1) Tout récemment M. Gamaleia a annoneé i 'Académie des
sciences la découverte d'un vacein du choléra asiatique. Son im-
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II. Lésions et modes de propagation du Choléra
asiatique.

Le Choléra asiatique évolue sur 'homme avec
une rapidité trés variable.

Quelques malades succombent en peu d’heures
a une atlaque foudroyante; d’autres sont tués
moins vite, et sueccombent 4 un moment variable
de la premiere période (période algide); d’autres
enfin succombent plustard encore,dansladeuxicme
période (période de réaction).

Les lésions du Choléra asiatique sont surtout,
sont presque exclusivement intestinales, mais elles
different beaucoup suivant I'époque a laquelle a
succombé le malade, et c’est la, au point de vue
bactériologique, un point capital.

Dans le Choléra foudroyant, il existe & peine
(quelquealtération de U'intestin, marquée par de la
tuméfaction et unecoloration rosée de lamuqueuse;
mais le canal intestinal est rempli d'un liquide
blanchitre, louche, inodore, tenant en suspension
de petits flocons muqueux, ou grains riziformes.

Si le malade succombe plus tard, & un moment
(quelconque de la période algide, la mucqueuse
intestinale est plus altérée : elle est congestionnée
surtout au niveau de l'iléon, et prend en ce point
une coloration intense (hortensia) tout a fait spé-
ciale; les follicules clos de l'intestin gréle, surtout
dans la derniére portion, présentent 'aspect connu
sous le nom de psorentérie; le liquide a flocons

portante note indique en outre la transmissibilité du choeléra au
Pigeon aprés un passage sur le cobaye, et laugmentation de viro-
lence du bacille cholérique par passages sur le pigeon. Le détermi-
nisme de ces expériences n'a pas été exposé suffisamment par
M. Gamaleia dans sa note : nous ne pouvons donc que mention-
ner ici son beau travail, dont il doit, & brefl délai, faire la preuve
devant une commission de I'Académie des sciences.
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muqueux, & grains rviziformes, dont nous parlions
plus haut, emplit U'intestin.

Le sang est poisseux, et prend un aspect tout
a fait caractéristique.

Si le malade meurt & la période de réaction,
apres une évolution de¢ja longue de 'affection, on
ne trouve plus dans Uintestin de liquide riziforme;
le sang a repris ses caracleres normaux, mais de
nombreuses congestions et inflammations viscé-
rales se sont développées (congestion pulmonaire,
hronchite, pleurésie, ete., cte.).

(Cest par les selles des malades que le germe
cholérique est rejeté au dehors : ces selles souil-
lent les linges, les effets des malades ete.; elles
peuvent soit direclement, soit indirectement, ¢tre
projetées dans les rivieres et cours d'eau.

C'est en portant a sa bouche sesmains souillées
au contact des linges et des effets imprégnés par
les selles cholériques, c’est en buvant 'eau qui a
recu les déjections cholériques, que 'individu sain
contracte le choléra.

L'air ne joue qu'un role lout i fait effacé, ou
méme nul, dans la propagation de laffection.

III. Le bacille du Choléra asiatique. Sa coloration.
Sa culture.

Le bacille découvert par Koch est connu sous le
nom de komma bacille, bacille virgule, ce qui peint
une de ses apparences morphologiques, et aussi
sous celui de spirille du Choléra asialique, ce qui
rappelle une autre apparence du méme organisme.

'examen est facile avec et sans coloration.

Examiné sans coloration, le bacille du Choléra
asiatique se montre frés mobile, quelle que soit sa
provenance.

« Les individus adultes dans les préparalions
fraiches, i1ncolores, sont nettement recourbes;
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tantdt ils sont en arc de rayon trés grand, tantot
ils constituent un demi-cercle trés nettement des-
siné » (Fligge). Les individus jeunes sont peu
recourbes, ou droits.

La coloration du bacille virgule est des plus
simples; toutes les solutions hydro-alcooliques des

Fig. 60.

A, LGonococcus, Pus blennorrhagique. Leitz, oc. 3, ohj. 1/12.
B, Cholera asiatique. Culture. Leilz, oc. 3, obj. 112

couleurs d’aniline et le bleu de Liffler réussissent
bien, mais la méthode Gram échoue.

Coloré, le bacille du choléra se montre sous di-
vers aspecls; long de 4 ¢ 5 a 2 v 5, large de 0 v &,
tantot il apparaitra sous forme d'un bdlonnel
droit, tantot il prendra un aspect recourbé figu-
rant une parenthése, un demi-cercle ; parfois deux
hatonnets ainsi recourbes se juxtaposent bout a
hout, et le bacille prend alors la forme d'une S:
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si plusieurs bacilles courbes se placent ainsi les uns
au boul des autres, I'S s’allonge et l'on a la spi-
rille cholérique.

La forme réelle du micro-organisme parait
done étre la forme courbe, et 'aspect rectiligne (aussi
et plus fréguent dans les préparations colorées que
la forme courbe) résulte sans doute d'une dispo-
sition spéciale sous le microscope, la partie
moyenne du bacille étant scule & la vue, les deux
extrémités échappant a 1'eil de 'observateur.

Dans les cultures anciennes des formes nouvelles
apparaissent, formes d'involution, dont une des
plus fréquentes est la dilatation énorme d'une des
extrémités du bacille (eorps mawriforme de Ferran);
d’autres formes bizarres telles que la forme sphé-
rique, ete., peuvent encore se montrer dans ce cas.

Le bacille-virgule est surtout aé¢robie, mais il est
aussi, dit-on, anaérobie; il pousse dans les mi-
lieux artificiels en présence de l'air, et aussi dans
le vide ou en présence de gaz inertes (1); la tempé-
rature qui lul convient le micux est comprise
entre 30 et 40°;au-dessous de 10° il ne se développe
pas, mais garde toute sa vitalité ; il est tué de 65 a
7505 il est bien probable qu’il n’a pas de spores.

La culture du bacille du choléra réussit sur tous
les milieux artiticiels: bouillons, lait, gélatine,
gélose, sérum, pomme de terre, etc. La gélatine
donne des cultures caractéristiques du plus haut
intérét.

La condition essentielle de réussite est la neu-
tralité parfaite des milieux, ou micux une légere
alcalinité.,

(a) Bouwillons. — La bacille cholérique se déve-
loppe parfaitement en 24 heures dans le bouillon

(1) Nous navons pu jusqu'ici faire aucupe tenlative de cullure
pour controler eette assertion d'auteurs allemands,
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mis i U'étuve. La culture n’a aucune apparence
spéciale.

Une culture fort intéressante est la culture en
laine creuse dans une goulie de bouillon, a la tem-
pérature de I'étuve. C'est dans cette culture que le
bacille se développe le mieux en longues spirilles
qui peuvent avoir jusqu’a 20 et 30 circonvolutions
(Fligge).

(b) Lait. — Le bacille du choléra pousse bien
dans le lait, dont il ne change ni la couleur ni la
réaction,

(¢) Gélatine., — C’est le milieu de cultuve le plus
utile, en ce qu’il donne des réactions caractéris-
tiques.

Le bacille-virgule sera ensemencé dans la géla-
tine par pigure, et aussi cullivé sur la gélatine en
plagues.

1. Ensemencement par piqire. — Le développe-
ment est relativement lent et 'aspect caractéris-
tique n’apparait qu'au bout de 3 ou 4 jours. A ce
moment on constate que la surface de la gélatine
s'est creusée, s'est deprimée a la partie supérieure
du trajet de la pigare, ce qui donne l'illusion d'une
bulle d’air emprisonnée; autour de cetle partie
déprimée, la culture d’aspect blanchatre flocon-
neux a pris l'aspect d'un entonnoir : la gélatine
est liquéfice dans toute cette partie; sur le reste
du trajet de la piquare, au-dessous de cette sorte
d'entonnoir, la liquéfaction commence a se pro-
noncer; elle se fait de haut en bas sur tout ce tra-
jet dans les jours suivants; puis la liquéfaction
progresse, et I'aspect caractéristique se perd; au
bout de 7 & 8 jours la gélatine est liquéfiée dans les
2/3 supérieurs, elle contient un grand nombre de
flocons blanchitres ; la liquéfaction ne devient com-
pléte qu'au bout d'un temps plus long.

[1 n’existe actuellement aucun microbe liqué-

LI = _-_5
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fiant la gélatine sous cet aspect toul spécial.

2. Culture sur plagues. — La colonie du bacille-
virgule prend sur la plaque de gélatine un aspect
également caractéristique. Tout d’abord la colonie
se développe sous la forme d'un petit disque blane
jaunitre, & contours irréguliers, ondulés, Mais dis
le 3¢ ou 4° jour la colonie s'est élargie, et, liqué-
flant la gélatine, elle a pris une figure toute parti-
culicre.

Examinée 4 un faible grossissement, elle montre
uncentre granuleux, autourde ce cenlre uncercle gra-
nuleuwx, ondulé, sinuenx; enfin au dela un deuxieme
cercle clair non granuleux;la gélatine est liquéfiée
dans tout I'espace inclus dans le premier cercle.

La liquéfaction augmentant, la colonie perd
bientdt son aspect caractéristique.

(d) Gélose. — Le bacille du choléra asiatique se
développe bien sur la gélose; en 24 heures al'étuve,
la culture est abondante; elle est blanche, sans
caractere spéeial.

(¢) Pomme de lerre. — Sur la pomme de terre en-
semenceée, et placde a U'étuve, apparait en 24 heures
une culture épaisse, de couleur brun clair, calé au
lait, :

En résumée, le bacille du choléra asiatique pos-
sede un aspect morphologique assez spéeial, mais
qui ne lui est pas exclusif, ainsi que nous le ver-
rons tout a 'heure; il a des réactions de culture
sur gelatine qui lul sont, 4 'heure actuelle, abso-
lument particulieres et le caractérisent pleinement.

Réaction chimique des cullures du bacille-virgule
(Choléra-Roth).

Si on ajoute, mdme dés les premiéres heures qui
suivent U'ensemencement, i une culture pure de ba-
cille du choléra dans du bouillon 5 a 10 p. 100
d'acide chlorhydrique pur, on observe au bout de
quelques minutes une colorationrose-violet, dont l'in-

Ph. DE MICROBIE. 20
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tensité croit rapidement pendant une demi-heure.
Seul de tous les bacilles connus actuellement, en
dehors du bacille-virgule, celui de Finkler, apres
& jours de cullure & 37°, donne cetle méme colora-
tion, mais moins promptement.

Cette réaction colorante connue sous le nom de
Choléra-Roth est donc un signe de premier ordre,
caractéristique du bacille-virgule (0. Bujvid, An-
nales Pasteur, 1887 et 1888).

IV. Localisations du bacille-virgule dans 1organisme
des cholériques. — Diagnostic microbiologique d'un
cas de choléra.

Le bacille-virgule n'existe que dans Uintestin des
cholériques ; il a été vainement cherché dans les aufres
parlies de Uorganisme. Les cas les plus favorables a
sa recherche sont les cas foudrovants dont nous
parlions ci-dessus : le liquide & grains riziformes
qui remplit Uintestin gréle est souvent, dans ces
cas, une culture a peu pres pure du bacille.

Lorsque la survie a été plus longue, par exemple
lorsque le malade succombe dans le cours de la
période algide, le liquide intestinal contient tou-
jours le bacille-virgule, mais associé a des germes
étrangers qui augmentent avec la durée de la ma-
ladie, et qui peuvent arriver & dominer et masquer
le bacille virgule; & cette période celui-cia pénetré
dans la muqueuse intestinale, a la faveur de la
desquamation épithéliale, ainsi que le montrent
les coupes de cette mucqueuse.

Dans la période de réaction, l'intestin ne con-
tient plus que des microbes étrangers : le bacille
virgule a disparu.

La diarrhée des cholériques, qui n’est que le
résultat de I'expulsion, pendant la vie, du liquide
intestinal que nous venons de décrire sur le cadavre,
conliendra done au début presque exelusivement le
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bacille-virgule; plus I'évolution sera longue et
plus les microbes étrangers apparaitront, et aug-
menteront jusqu'a masquer le bacille pathogene
dans la diarrhée (1); enfin a la période de réaction
le bacille-virgule aura complétement disparu.

La preuve de l'existence du bacille cholérique
sera done fort aisée a faire tant sur le cadavre que

(1) Voici un moven ingénieux dont nous empruntons la descrip-
tion & M. Van Ermengem (in Bizzozero et Firkett, p. 320), moyen
qui parait donner de bons résultats dans cette recherche delicate.
Il a pour but de faire développer le bacille-virgule en si petite
quantite qu'il soit dans les selles, de facon i ce que la recherche en
soit ensuite rendue aisée.

« On place dans une des cloches disposées en chambre humide
servant i la culture sur pomme de terre, etc., et au besoin dans une
soucoupe ou une assiette plate recouverte d'une cloche, un moreceau
de toile replié en huit doubles, ou une feuille de papier & filtrer qu'on
imbibe d'eau. On y étend quelques centimétres cubes de la matiére
intestinale, et on laisse le tout exposé pendant gquelques heures i
une température assez élevée, S'il existe dans le liquide intestinal
des microbes cholériques, méme en quantité infiniment petite pro-
portionnellement aux autres micro-orgunismes, il ne tarderont pas,
grice i leur multiplication extrémement rapide, i saccumuler a la
surface du linge et & le recouvrir entiérement. Leur nombre en
12 heures sera assez grand pour que les autres bacteries soient pour
ainsi dire perdues dans leur masse.

w On peut aussi melanger les liquides diarrhéiques avec de la gé-
latine nutritive diluée i 1/10%, ou du bouillon stérilisé, de facon i
obtenir un milieu de culture liquide qui favorisera davantage
encore¢ 'accumulation des virgules & leur surface. Griwce i leurs
mouvements propres, et i leur avidité pour l'oxygéne libre, elles ne
tarderont pas i y former une abondante véegetation. I'ai employeé ce
procedé avec les meilleurs résultats dans les conditions suivantes :
je délaye une centaine de eentimétres cubes de la matiére intestinale
dans une quantité double ou triple de bouillon de beeuf! salé et
legérement alealinise ; le mélange est verse dans un vase & fond
plat, de maniére i ce que le liquide soit en couche pen épaisse de
3 i 4 centimétres de haut, et largement exposé & 'air. On a soin,
en outre, de placer le récipient dans un incubateur it 37° pendant
12 & 24 heures, ou & défaut de cet appareil, au voisinage d'un
fover. »

L.e bacille-virgule ainsi rendu abondant et prédominant sur tous
les autres organismes concomitants sera plus aisément décelé par
I'examen microscopique et la série des épreuves de culture.
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dans la diarrhée du sujet malade au début, mais
deviendra de plus en plus difficile 8 mesure que
'évolution s'avancera.

[’examen microscopique du liguide intestinal et
des grains riziformes qui suffirait presque, dans
les cas types du début, serait impuissant a établir
le diagnoslic bactériologique dans les cas plus
anciens,

On a propesé, dans les cas ou le bacille-virgule
s¢ trouve associé¢ dun plus ou moins grand nombre
de germes étrangers, de mettre & profit la pro-
prieté que possede le bacille-virgule de se déco-
lorer par le procédé de Gram pour en rendre la
recherche plus aisée : la lamelle chargée du pro
duit intestinal sera traitée par la méhode de Gram
(violet de Gram, liqueur iodo-iodurée, alcool), puis,
apres décoloration, passée dans une solution hydro-
alcoolique de fuchsine, ou derouge diamant. Les mi-
crobes intestinaux vulgaires garderont pourla plu-
part la coloration premiere, c'est-a-dire le violet;
les bacilles du Choléra, décolorés par 'aleool, pren-
dront la deuxicme coloration, ¢’est-a-dire le rouge.
Cette méthode est inléressante et peut a l'occasion
rendre quelques services, mais elle ne vaut pas,
et de bheaucoup, la méthode d’isolement- du bacille
par les cultures sur plaques de gélatine.

Le procédé le plus sir, en effet, pour mettre en ¢vi-
dence le bacille-virqule dans le contenu de Uintestin i
toutes les périodes ot il 8’y trouve, est la culture sur
plagues de gélatine.

Nous avons décrit ailleurs la technique de cette
culture ; nous avons décrit ci-dessus 'apparence
des colonies du bacille-virgule; nous n’avons plus
a y revenir.

Le bacille isolé par cette méthode, on complé-
tera la démonstration par des ensemencements
en piquare sur la gélatine, des ensemencements
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sur pomme de terre, sur gélose, dans le bouillon,
en méme temps quon vériliera par l'examen
microscopique les caractéres morphologiques, bio-
logiques et de coloration du bacille cultivé.

Les caracteres divers du bacille-virgule, et en
particulier la culture sur gélatine, sont a ce point
typiques qu'il ne pourra exister aucun doute apres
la série des opérations que nous venons de passer
en revue.

Lorsque Koch publia ses premiers travaux, il
lui fut fait de nombreuses objecetions, et la forme
en virgule fut retrouvée et déerite par divers auteurs
sur d’autres bacilles de diverses provenances.

De plus, parmi ces bacilles en virgule d’origines
variees, ceux que Finkler et Prior avaient trouvés
dans les matieéres diarrhéiques de soi-disant cas
de choléra nostras, ceux que Deneke avait rencon-
trés sur de vieux fromages, liquéliaient la gélatine,
et prenaient sur les plaques et dans les ensemen-
cements en piqure une apparence un peu ana-
logue a celle du bacille-virgule.

En réalité il n’y a entre les bacilles-virgules de
Finkler et Prior et Deneke et le hacille du Choléra
asiatique aucune identité : Koch a parfaitement
montré que la culture sur gélatine en pigiire établit
une différence radicale entre les premiers orga-
nismes et celui qu’il a découvert.

Dans cette culture les bacilles de Finkler et Prior
se comportent d'une facon toute différente de
ceux de Koch.

« Cultivés dans les mémes conditions que les
bacilles de Koch, ils ont pour résultat de former,
déja apres 48 heures, un canal assez gros ressem-
blant & un sac rempli parun liquide trouble.

« Apres 24 heures, encore la liquéfaction atteint
les parois du tube; la partie supérieure de la
gélatine est presque entierement liquéfice, et la

20)!
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partie profonde du canal s’est élargie en propor-
tion (Flagge). »

Quant au Dbacille de Deneke (Spirillum tyro-
genwm), voiel les caractéres de son ensemencement
dans la gelaline en piqare :

« La liquéfaction de la gélatine est beaucoup
plus énergique que par le bacille du Choléra. mais
pas aussi forte que par le bacille de Finkler...

« Il s¢ produit & cel endroit (sur le trajet de la
piqure) un canal en forme de sac occupé par la
gelatine liquéliée. De ce point la liquéfaction
s'étend alors, ultéricurement, a toute la gélatine »
(Fligge).

V.Recherche du bacille de Koch dans les linges soulllés
par les déjections cholériques, dans l'eau, etc.

On peut avoir a rechercher dans quelques cir-
constances le bacille du Choléra dans les linges
souillés par les déjections des malades. Cette
recherche se fera sur les matiéres qui contaminent
le linge comme elle se fait dans la diarrhée des
sujels. Nous avons c¢i-dessus insisté suffisamment
sur ce point.

Recherche dans leaw. — Koch a, pendant son
séjour dans I'Inde, retrouve le bacille-virgule dans
une mare ou les Indous du voisinage, cholérisés a
ce moment, venaient chercher leur eau potable en
méme temps qulils y faisaient leurs ablutions, et
y déposaient leurs mati¢res fécales.

Le meilleur moyen de déceler le bacille-virgule
dans une eau suspecle serait, le cas échéant, la
méthode des cultures sur plaques, suivie de toutes
la série des cultures et des examens appropriés.

VI. Choléra expérimental.

La série des expériences que 'on peul tenter
sur les animaux avec Ie bacille-virgule est des plus
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restreintes; seul le cobaye peut étre tué par l'in-
gestion de cullures pures, et seulement encore
ardce i un dispositif expérimental tout particulier.
1l faut d’abord alealiniser le contenu stomacal de
I'animal, en lui injectant & la sonde une solution
de carbonate de soude a 5 p.100; apres 20 minules
on injecte dans U'estomac la culture du bacille-vir-
gule, et immédiatement on fait pénétrer dans la
cavilé péritonéale, & la seringue de Pravaz, une
quantité de teinture d'opium qu’il faut porter a
{ centimetre cube par 200 grammes du poids de
I'animal.

« Apres que l'on a administré cette dose d’'opium,
il survient une somnolence qui dure une demi-
heure a4 une heure; ensuite 'animal vedevient
tout a fait hien portant. Le soir du jour méme, ou
le jour suivant, les animaux perdent Uappétit, ils
ont un aspectmaladif; peu & peu on voit apparaitre
une faiblesse des extrémités poslérieures ressems-
blant & de la paralysie. La respiration devient
rare et se ralentit, Ensuite les phénomenes graves
de collapsus apparaissent; il se produit un refroi-
dissement sensible, notamment a la téle et aux
extrémités; enfin la mort survient.

« A lautopsie on trouve l'inlestin gréle forte-
ment tumdlié, et rempli par un liquide incolore,
aqueux, Hoconneux. L'estomac et le coecum ne con-
tiennentpas, commed’ordinaire, des massessolides,
mais une grande quantité de liquide.

« Le contenu de lintestin gréle est composé
presque exclusivement par une culture pure de
bacilles-virgules » (Fligge).
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FIEVRE TYPHOIDE

1

La fievre typhoide est une affection qui n’atteint
que 'homme et dont les deux principaux ¢léments
sont, ainsi que lindique le nom, la ficvre a type
continu, et Vabattement.

On connait en vétérinaire une affection égquine
quon désigne sous le nom de fiévre typhoide, ma-
ladie « infectieuse et conlagicuse, caractérisée cli-
niguement par la stupéfaction des sujets, et la colo-
ration acajou des mugueuses deés lapériode dinvasion. »

Dans ces derniers temps M. Servoles a cherché
a démontrer U'identité parfaite des deux afections
typhoides de 'homme et du cheval. Cette these est
radicalement fausse; il n’y a entre 'affection hu-
maine et 'affection équine (qu’une identité de nom
et nullement de nature (1).

(Pest a Eberth qu’on doit les premiéres notions
précises sur le bacille pathogéne de la fievre ty-
phoide (1880-1881), dont il démontra d’abord la preé-
sence sur des coupes non colorées de rate et de
ganglion mésentérique : il n’est done que juste de
donner a ce micro-organisme le nom de bacille
d’Eberth.

(13 M. Noecard, dans une de ses chroniques du Recueil de méde-
cine véterinaire (15 juin 1888), a vésumd les différences radicales qui
séparent ces deux aflections : le bacille d'Eberth, constant dans la
rate de 'homme typhique, (ait constamment défaut dans la rate do
cheval typhique; l'inoculation ou l'ingestion de cultures fraiches du
bacille d'Eberth ne provoque chez le cheval aucun symptome qui
puisse rappeler Iaflection humaine ou équine.
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Koch confirma, peu de temps aprés, la décou-
verte d’Eberth.

Gaffky consacra au bacille d’Eberth un travail fort
complet : ¢’est a lui que nous devons les premieéres
cultures de ce bacille.

En France, nos amis Chantemesse et Widal ont
publié en 1887, dans les Archives de physiologie,
un excellent article sur le bacille typhogene et
son role étiologique : nous ferons a leur travail de
larges emprunts.

II. Anatomie pathologique et modes de propagation de
la fiévre typhoide.

[:es lésions primordiales de la fiévre Lyphoide
affectent Uintestin, la rate et les ganglions mésenté-
riques Jinfiltration et néerose uleérative des plaques
de Peyer et des follicules clos de I'intestin ; hyper-
trophie et congestion de la rale et des ganglions
mesentériques : telles sont ces lésions capitales.

Mais les lésions la fievre Lyphoide, maladie gé-
nérale, dépassent ordinairement ce cercle étroit :
I'appareil respiratoire (ulcérations laryngées, con-
gestion pulmonaire, pneumonie lobulaire) ;l'appa-
reil circulatoire (myocardite, artérite, phlébite);
'appareil urinaire (néphrite) ; les systemes nerveux
(congestions méningées) el locomotleur (dégénéres-
cence vitreuse des muscles), sont généralement «al-
teints @ un plus ow moins haut degré.

Ce sont les matitres fécales des Lyphiques qui
jouentlerdle d’agents de propagation delamaladie,
et nous voyons ici la plus grande analogie étiolo-
gique cntre le choléra et la fievre tvphoide. (Vest
I’'eau potable souillée par les maliéres fécales ty-
phiques qui donne le plus ordinairement la fievre
typhoide aux individus sains; ¢’est en portant & la
bouche leurs doigts souillés au contact des linges
salis par les dé¢jections des malades, ¢’est en souil-
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lant avec ces doigts les matiéres alimentaires que
les individus qui approchent et soignent un ty-
phique contractent la maladie : en un mot, c’est
par le tube digestif que se fait I'infection.

L’air, ici comme pour le choléra, ne joue qu'un
role tout & fait effacé dans la propagation de la
maladie.

III. Le bacille d’Eberth. Coloration et culture de ce
bacille.

D’une facon générale le bacille d’Eberth peut étre
décrit comme un « petit bitonnet, arrondi aux ex-
trémités, d’une longueur de 2 & 3 w et trois fois
plus long que large (Chantemesse et Widal).

Examiné sans coloration, ce bacille se montre
extrémement mobile. « Le bacille d’Eberth est non
seulement mobile dans le champ du microscope,
mais encore il présente un mouvement d'oscilla-
tion sur lui-méme tout particulier. C’est une se-
cousse de vibration pour les pelits bacilles, de rep-
tation pour les formes allongées (Ch. et W.).

Le bacille d’Eberth se colore assez bien par les
couleurs d’aniline en solution hydro-alcoolique
tres légere, mais la méthode de Gram ne réussit
pas & le colorer : ¢’est 1a un caracteére diagnosti-
que fort important.

Coloré, le baeille de la tievre typhoide se montre
sous plusieurs aspects :

C’est tantdot un bdatonnet pleinement coloré dont
I'aspect reproduit celui que donne l'examen a
'état frais; tantot, et c'est la un aspect qu’il ne
prend guéere que dans les cultures anciennes,
c’est un filument allongé; tantdt enfin la couleur
est localisée aux deux extrémités du batonnet, le
milieu restant incolore : le bacille typhique a dans
ce cas la forme, si fréquente chez tant de micro-
organismes colorés, d'un bacille a espace clair.

2o s
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Cette forme, rarc dans les cultures sur gélatine,
apparait parfois dans les cultures sur pomme de
terre, et sur le bacille en provenance directe de
I'organisme.

Sur les préparations colorées du bacille, et tout
spécialement sur des bacilles en provenance de
pomines de terre laissées plusieurs jours a 1'étuve,
on constate l'existence de spores, apparaissant a
'une des extrémités du batonnet sous forme d’une
petite sphere, claire, réfringente (Gaffky) (1).

CULTURE DU BACILLE DE LA FIEVRE TYPHOIDE. — Le
bacille de la fievre typhoide est indifféremment
aérobie et anaérobie; il pousse en effet trés vive-
ment & U'abri de 'air (Roux).

La température qui convient le mieux & son dé-
veloppement varie entre 25 et 350, A 460 il cesse de
se développer. Savitalité parait persister longtemps
dans les milieux de cultures.

Les milieux de culture artificiels les plus divers
conviennent également pour les cultures en pré-
sence de l'air : bouillon, lait, gélatine, sérum, gé-
lose, pomme de terre.

(a) Culture dans le bouillon. — En 24 heures le
bouillon ensemencé avee le bacille typhique et mis
i I'étuve devient trouble. « Abandonné pendant un
certain temps a cette tempdérature (20 a 339), le
bouillon laisse déposer au fond du vase un préci-
pité blanc, et, au bout de quelques semaines, le

(1) Dans un fravail tout récent M. Buchner nie entiérement 'exis-
tence de la spore typhique telle que l'avait déerite Gaftky. Les
granulations brillantes de 'une des extrémites du bacille typhique
ne sont pour lui que des concrétions protoplasmiques, se produisant
uniquement parce que la culture sur pomme de terre devient peu a
peu acide. Il suffit de rendre cette pomme de terre alcaline en la
laissant seéjourner, avant stérilisation, pendant quelques minules
dans une solution de soude, pour que cel aspect spécial ne se pro-
duise plus jamais (Analyse Dueclaux, in Annales Pasteur, oclo-
bre 1888).
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liquide perd son aspect louche pour prendre une
coloration rouge fonecé » (Ch. et W.). ,

(b) Culture dans le lait et Uurine. — Le bacille
typhique pousse bien dans le lait, en y prenant
« des formes volumineuses »; il se développe éga-
lement dans U'urine stérilisée, alcalinisée (Seitz).

‘¢c) Culture dansla gélatine. — La culture du ba-
cille typhique dans la gélatine présente des carac-
teres tout spéciaux qui font de cette culture un des
bons réactifs de ce micro-organisme.

Le bacille typhique sera ensemencé dans la géla-
tine soit par piqure, soit en sirie. Il sera cultive
aussi sur la gélatine en plaques.

i. Culture dans la gélatine par pigure. — « De peti-
tes colonies lenticulaires, jaundtres, naissent dans
la profondeur suivant la pointe d’enfoncement,
tandis qu’a la surface se développe tantot un dis-
que mince, pelliculaire, transparent, a bords irisés
s’étendant vers les parois du verre, tantot, au con-
traire, une culture épaisse, opaque, trés peu élen-
due, dont la dimension ne dépasse pas celle dune
lentille (Ch.et W.). »

La culture en strie et la culture sur plaques sont
beaucoup plus caractéristiques que la culture par
piqure.

2. Culture en strie. — « Apres inoculation en strie
sur tubes inclinés, la culture, dans les cas les plus
caractéristiques, apparait sous forme d'un voile
mince, lranslucide, @ veflels nacrds et blewdtres, a
surface granuleuse, el & bords irréguliers parfois
serpigincux. L’accroissement commence apres
2 jours, marche trés vite pour s’arréter vers le neu-
vieme jour, el la culture n’atteint jamais les parois
du verre (Ch. et W.). »

3. Culture sur playues de gélatine. — « Les formes
prises par les colonies sur les plaques de gélatine
ensemencées, suivant le procédé de Koeh, méri-
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tent une description détaillée. Ce sont elles qui
permettent d'isoler le germe typhique des autres
microbes, et de le reconnaitre dans 'eau, les ma-
tieres fécales, les urines. 1l leur faut deux ou trois
jours pour apparaitre ; dans les cas types, elles se
présentent larges comme une forte téte d’épingle,
minces, pelliculaires, nacrées, transparentes, et les
jours suivants, malgré 'aceroissement de volume,
la transparence el la teinte blanchitre persistent.
Au bout de cing & six jours, elles ont atteint la
dimension d'une lentille; leur contour est devenu
irrégulier, découpé comme les cotes d'une ile, plus
mince en général que leur centre, et leur surface
est devenue granuleuse, Examindées a un faible gros-
sissement (obj. 0 ou 1 de Vérick) elles paraissent
parcourues dans toute leur étendue par des sillons
plus ou moins marqués, parlois disposés d'une fa-
con rectiligne comme les nervures d'une feuille.
Souvent leur surface est plus tourmentée encore,
ettoute la colonie semble formée de circonvolu-
tions d’intestin gréle enroulées sur elles-mémes.
La combinaison de ces deux aspects, jointe a la
coloration brillante de l’ensemble, donne quel-
quefois a la colonie l'aspect d'une montagne de
glace » (Ch. et W,).

Malheureusement cet aspect si caractéristique,
pour fréquent qu’il soit, n'est pas constant, et la
colonie du bacille d’Eberth prend parfois un aspect
tout différent, et qui ne se signale par aucune par-
ticularite.

) Culture sur gélose. — Elle se fait vite et ne
présente aucune particularité. Sur la gélose gly-
cérineée de Nocard et Roux le développement est
encore plus rapide et plus abondant.

¢, Culture sur pomme de terre. — « La pomme de
terre est le terrain de culture le plus précieux,
celui qui donne la réaction la plus caractéristique :

PR. DE MICRORIE. 21
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¢’est le critérium le plus sar pour le développe-
ment du bacille. 11 y prospeére et se multiplie,
mais sans culture apparente a I'wil nu; a peine
apercoit-on au bout de quelques jours, sur la strie
d'inoculation, une trainée humide et souvent la
tranche de pomme de terre doit étre examinée
sous un certain angle d’incidence pour que l'on
puisse déceler la présence d’une culture.

« Lorsque la pomme de terre est trés humide, on
distingue sur sa tranche, au point d’ensemence-
ment, une légére boursouflure dont 'aspect rap-
pelle assez bien la surface glacée de certains
giteaux. Cette apparence est parfois si légere
qu’elle peut passer inapercue pour un il inexpé-
rimenté : elle est d’ailleurs beaucoup plus rare
que la premiére » (Ch. et W.).

IV. Localisation du bacille d'Eberth dans l'organisme.
Sa recherche dans les pulpes, les ligquides, les excré-
tions.

En régle générale le bacille typhique, recher-
ché sur le cadavre, est d'autant plus abondant
dans les tissus que la mort est survenue a une
époque plus rapprochée du début de la maladie.

La recherche réussit bien, dansles cas favorables,
méme dans les autopsies faites apres les 24 heures
de délai légal.

Il y a deux maniéres de déceler la présence du
micro-organisme dans les tissus, liquides, ete. :
1o l'examen microscopique sur lamelles et les
coupes histologiques ; — 2° les cultures.

Le procédé des cultures est infiniment plus
délicat et plus sar; il permet de découvrir le
bacille la ou 'examen microscopique échoue en
raison du petit nombre des organismes patho-
génes, ou de 'impureté des produits sur lesquels
porte I'examen.
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La culture peut se faire direclement sur les
milieux réactifs (gélaline ensemencée par piqure
et par strie, et pomme de terre) lorsqu’il s'agit de
pulpes pures; lorsqu’au contraire il s'agit de pro-
duits impurs tels que les matieres fécales, ete., ¢’est
a la culture sur gélatine en plaques qu’il faudra
s‘adresser : les colonies de bacilles typhiques iso-
[ées purement par cette méthode seront ensuite
cultivées dans la série des autres milicux.

Les lamelles chargées des produits typhiques
seront traitées par les couleurs d’aniline en solu-
tion hydro-alcoolique; les coupes de tissu seront,
les methodes de double coloration échouant, trai-
tées par les procédes de Loffler, de Kithne ou de
Ziehl.

Le lecteur connait les procédés de Loffler et de
Kiithne. Voici le procédé de Ziehl qui donne de bons
résultats.

lLa coupe est plongée pendant une demi-heure
dans le liquide ci-dessous :

p RS e s o B B0 S b s Seaa e g 100
LTI T Ty SR PRI S R ) b e P 1
T R T T T R o S P 3

Elle est ensuite lavée dans de 1'eau distillée con-
tenant 1 p. 100 d’acide acétique, puis on décolore,
et on déshydrale par l'alcool et on monte.

Il arrive quelquefois, dans les coupes de tissu,
que des masses bacillaires sont prises pour des
colonies de bacilles typhiques, alors que ce sont
des amas de bacilles de la putréfaction. Il existe
un moyen trés simple de faire la différence, c’est
de soumettre les coupes au procédé de Gram qui
décolore les bacilles de la fisvre typhoide, et colore
les bacilles de la putréfaction.

Ceci posé, voici les principales localisations du
bacille d’Eberth dans les tissus du cadavre :
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Il existe constamment dans la rate, le foie, les
ganglions mésentériques et les plaques de Peyer; il
se trouve accessoirement, mais non toujours, dans
le muscle cardiaque, le poumon, les méninges, le
testicule.

Il n’existe jawmais dans le sang.

La présence constante du bacille d’Eberth dans
la rate des sujets morts pendant 'évolution de la
maladie a Inspiré a quelques microbiologistes
idée de le rechercher sur le vivant : le succes est
assuré des le dixieme jour.

La peau du sujel sera désinfectée avee soin par
un savonnage minutieux, un lavage au sublimeé,
puis & 'alcool. On enfoncera en pleine matité splé-
nique un petit trocart a fin canal, bien désinfecté,
¢l on ensemencera immeédiatement le produit re-
tiré de la rate par la ponection.

Cette recherche tentée déja avec succes par Phi-
lippowicz et Lucatello a été faite maintes fois et
toujours avec succes par MM. Chantemesse et Widal ;
¢’est une opération simple, qui, pratiquée avec
toutes les précautionsantiseptiques voulues, n’offre
aucun danger et peutal’occasion devenir un moyen
de diagnostic efficace.

La recherche du bacille d’Eberth, pendant la vie
des typhiques, peut encore se faire dans le sang,
lurine et les matiéres fécales.

Jamais le bacille n’existe dans le sang du sujet
vivant pas plus que dans le sang du cadavre.

Il apparait dans 'urine, mais seulement dans
I'urine albuminurique, ¢'est-a-dire que la lésion
du rein est nécessaire pour lui frayer une voie au
dehors.

Il se trouve dans les mali¢res fécales, non pas a
loute époque, mais quand les uleérations des pla-
ques de Peyer 'ont versé dans le canal intestinal.

La recherche dans les matiéres fécales est déli-
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cate, & cause du grand nombre de microbes étran-
gers qui pullulent dans les selles et liquéfient les
plaques de gélatine ensemencée avant Loul examen
utile.

MM. Chantemesse et Widal ont indiqué un pro-
cédé qui permet d’éliminer une partie de ces mi-
cro-organismes, et en tout cas ceux qui liquéfient
la gélatine.

Il suffit d’ajouter 4 i 5 gouttes d’acide phénique
a 1/20° aux tubes de gélatine qui ont recu I'ense-
mencement direct de selles typhiques. 1l est inu-
tile de phéniquer la gélatine des tubes qui rece-
vront la dilution des premiers.

[’acide phénique & cette dose n'entrave nulle-
ment le développement du bacille typhique.

V. Recherche du bacille typhigque dans les eaux.

Avant la découverte du bacille typhique le réle
- étiologique de I'eau potable avait été mis hors de
doute par des observations incontestables. 11 était
désirable de voir les microbiologistes faire la preuve
réelle de ce role en démontrant la présence du ba-
cille d’'Eberth dans les eaux incriminées en temps
d'épidémie.

Cefte démonstration a été faite d'abord en Alle-
magne par Michael et Mers; elle a été faite chez
nous pour la premiére fois par MM. Chanlemesse
et Widal & propos d'une épidémie de maison a
Paris, d'une épidémie a Pierrefonds, et enfin a
Clermont-Ferrand.

L'on de nous a trouvé le bacille typhique dans
I'eau de Seine a Ivry, en amonl de Paris, a 'endroit
méme ou la machine élévatrice municipale puise
'eau pour le service de la ville. M. Loir a depuis
fait pareille constatation dans 'eau de la Seine a
Paris. Les recherches de cet ordre se sonl multi-
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pliées depuis lors tant en France qu’'a I'étranger.

La base de cetle recherche est la culture sur pla-
ques de gélatine de l'eau suspecte, avec addition
d’acide phénique (4 a 5 gouttes d'acide a 1/20°)
dans les tubes de gélatine ensemencés directement
avec 1'eau.

On concoit combien cette recherche est delicate
pour peu que le bacille soit rare dans l'eau exa-
minée, et a quel degré il faut souvent multiplier
les examens avant d’arriver au résultat voulu.

M. Loir nous semble avoir introduit un perfec-
lionnement trés sensible dans cette technique, en
faisant passer l'eau suspecte en grande quantité
dans un filtre Chamberland, qui ne laisse point
passer les micro-organismes, et en faisant ensuite
porter son examen sur le résidu ou s’accumulent
les microbes.

VI. Expérimentation sur les animaux.

GafTky fit le premier des tentatives d’infection
des animaux par le microbe typhique : 1l échoua
constamment sur le singe, le lapin, le cobaye, le
rat blanc, la souris, le pigeon, la poule et le veau :
il expérimentait par ingestion, injection intra-
veineuse et inoculation intra-péritonéale.

En 1886 E. Frinkel et Simmonds, opérant par
injection intra-veineuse ou intra-péritonale, réus-
sirent a infecter quelques lapins et souris et un
cobaye, qui moururent avec I'hypertrophie de la
rate, des ganglions mésentériques, des plaques
de Peyer. Le bacille d’Eberth fut toujours retrouve
dans la rate.

MM. Chantemesse et Widal ont & leur tour fait
une série d’expériences avec le bacille typhique,
fraichement retiré du corps humain soit sur le
vivant, soil sur le cadavre.
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Voici le résumé sommaire de ces expériences
(que nous empruntons & leurs auteurs.

« L'inoculation dans le péritoine des souris, de
I centimetre cube de bacilles typhiques cultivés a
la température ordinaire, détermine chez ces ani-
maux une septicémie qui les tue le plus souvent
en 24 heures.

« Les inoculations faites dans le tissu cellulaire,
avec des cultures prises a la surface de la gélatine,
deéterminent une septicémie qui évolue beaucoup
plus lentement, qui tue le plus souvent en 10 ou
[2 jours. Les microbes trouvés & l'autopsie sont
alors moins nombreux.

« Les inoculations faites dans le péritoine des
cobayes réussissent a peu pres dans la moitié des
cas, et la mort survient en général aprés un ou
deux jours.

« A l'autopsie de tous les animaux mentionnés,
on retrouve des cultures de bacille typhique dans
les ganglions mésentériques, dans le foie, la rate,
souvent dans les poumons, quelquefois dans le
cerveau.

« Les inoculations faites chez les lapins, dans le
péritoine ou les veines de l'oreille, déterminent
des symptomes tels que fievre, diarrhée, amaigris-
sement rapide survenant aprés une période d’'in-
cubation de quelques jours; souvent 'animal résiste
et guérit; la mort, du moins immédiate, est excep-
tionnelle. _

« Quatorze jours apres U'inoculation, nous avons
trouvé des lésions rappelant celles de la fiévre
typhoide, et le bacille persistait vivant dans les
OTganes. »

De ces expériences on peut conclure que le
bacille d’Eberth peut sur quelques animaux, et
tout particulierement la souris, provoquer une
seplicémie mortelle.
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111

LEPRE

I

(’est a A. Hansen que 1'on doit la démonstration
de la nature bactérienne de la léepre.

La lepre (1) qui n’existe plus guere en Europe,
sice n'est dans les contrées du littoral de 'Espagne,
de la Gréce et de la Norvege, est une affection
caractérisée par le développement de néoplasies
bacillaires au niveau des téguments cutanés et
muqueux, des nerfs, dans les ganglions Ilymphati-
ques et dans quelques visceéres.

Localisée a la peau, aux muqueuses ainsi qu'aux
vaisseaux ganglionnaires lymphatiques correspon-
dants, 'affection prend une forme spéciale : ¢’est
la lepre tuberculeuse, caractérisée par le développe-
ment sur le tégument externe (et surtout la face
et les mains) et sur les muqueunses bucco-pharyn-
gienne et laryngeée, de tubercules saillants qui
s‘uleérent, et mutilent le malade, détruisant les
narines, ampulant les phalanges, etc.

Localisée aux nerfs 'afleclion est connue sous
le nom de lépre anesthésique ; elle se caraclérise par
apparition de plaques cutanées plus ou moins

(1) Nous n'avons eu que rarement I'occasion de faire I'examen de
tissus lépreux ; nos connaissances personnelles sur le bacille de la
lepre sont done trés bornées. Nous avons surtout emprunte la subs-
tance de cet article au livre de MM. Cornil et Babes, et & la trés
intéressante communication de M. Besnier i I'Académie de Méde-
cine (11 octobre 1887) i laquelle nous renvoyons nos lecteurs pour
tous les détails sur la contagion de cette affection, ete., ete.
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larges, rappelant celle du vitiligo : ces plaques
sontanesthésiques. A leur niveaula peaus’atrophie,
se rétracte, et la lepre anesthésique mutile ainsi les
extrémités des doigts et orteils, dont une ou plu-
sieurs phalanges se frouvent spontanément am-
putées.

Les deux formes de la lepre (tuberculeuse et
anesthésique) sont le plus souvent associées : la
lalepre est alors mixte.

II

La lépre est une maladie exclusive & 'homme;
il n’existe chez 'animal aucune affection analogue,
et tous les essais expérimentaux tentés sur 'ani-
mal (chien, pore, lapin, ete.) pour lui transmettre
la lepre ontabsolument échoué.

Les quelques essais d’inoculation pratiqués
d’homme 4 homme n’ont pas non plus donne de
résultats.

La lepre est cependant transmissible, ainsi qu'en
témoignent quelques faits positifs, irrécusables,
contre lesquels ne saurait prévaloir la série des faits
négatifs invoqués par les anticontagionnistes.

L’hérédo-contagion de la lepre est certaine.

La lepre peut étre transmise par la vaceinalion,
si le vaceinifére auquel on emprunte le liquide
vaceinal est 1épreux.

III. Le bacille de Hansen. Sa localisation dans l'orga-
nisme lépreux.

Le bacille de la lepre, ou bacille de Hansen, est
un fin bacille, de 4 4 6 p. de long el de moins
de 1 pdelarge, trés voisin comme forme, dimension,
aspect et réactions de coloration, du bacille de la
tuberculose.

[ se trouve par myriades dans les lésions
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lépreuses, et ¢’est la un caracteére important qui
déja le différencie du bacille de Koch, dans la plu-
part des cas.

Sa forme est plus réguli¢re, il est aussi plus
droit que le bacille de la tuberculose.

11 se colore bien parla méthode d’Ehrlich et pré-
sente ainsi traité, comme le bacille de Koch, un
aspect granuleux tout spécial résultant de la
succession de zones claires et de zones colorées;
mais il se colore beaucoup plus rapidement que
le bacille dela tuberculose dans la liqqueur d’Ehrlich,
et résiste plus longtemps a la décoloration par
I'acide azotique.

Baumgarten a proposé d’utiliser cette propriété
du bacille de Hansen pour le différencier du
bacille de Koch dans les cas douteux : un séjour
de cing minules danslaliqueur d’Ehrlich, avec déco-
loration consécutive par l'acide azotique a un
dixieme, suftit pour colorer le bacille de Hansen,
tandis que le bacille de Koch reste incolore, traité
par ce procédé rapide.

Le bacille de la lépre peut encore éire coloré
par les couleurs d’aniline simples, avec décolo-
ration par un acide ou l'alcool, procédé qui ne
convient pas au bacille de la tuberculose, mais la
methode par excellence pour les lamelles chargées
de produits lépreux ou pour les coupes est la mé-
thode d’Ehrlich, telle qu’elle se pratique pour
colorer le bacille de Koch.

Les diverses localisations du bacille de Hansen
dans les lésions lépreuses ont été parfaitement
résumées par M. Besnier, & qui nous emprunterons
la substance des quelques lignes suivantes.

1° LiQuipEs DE L'ORGANISME. — A. Le sang. —
« A aucune époque de la lépre le sang ne contient
le bacille en permanence. » Peut-étre, dans la
période des éruptions intermittentes et fébriles, le
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bacille apparait-il dans le sang, mais des obser-
vateurs de la valeur ’Arning n'ont jamais pu I'y
déceler : la régle est done Pabsence du bacille dans
le sang. »

B. La lymphe. — C'est certainement « dans les
points ou elle peut étre stagnante — réseau étoilé
du derme, lacunes de la trame lamineuse, gaines
lymphatiques des nerfs et des ganglions — le
liquide de culture par excellence des microphytes
de la lepre. »

C. Les séerétions normales et pathologiques et les
excrétions.

Lurine ne contient jamais de bacilles.

« Les larmes, le mucus nasal, la salive pullulent de
bactéries lépreuses dans tous les cas ou les surfaces
oculaire, nasale, bucco-pharyngienne sont lépro-
mateuses,

Dans les cas de lépre du cdlon et du rectum les
matieres intestinales contiennent le bacille.

Le mucus utérin et les séerétions vaginales ne
contiennent jamais le bacille lépreux.

« Les liquides pathologiques exsudés au niveau
des léprides bulleuses directes ou bacillaires (pem-
phigus lépreux des auleurs), ou ceux qui s’écoulent
de lasurface des léprides ulcéreuses, gangréneuses,
contiennent des bacilles en plus ou moins grande
abondance.

La lymphe et les croiites vaccinales chez les sujels
lépreux ne contiennent jamais le bacille.

2° Tissus, ORGANES ET APPAREILS. — A. Tégument. —

« Sur le tégument, on trouve le bacille partout,
mais particulicrement dans la partie succulente du
chorion, le réseau lymphatique cloisonné, les espa-
ces lymphatiques étoilés, 'atmosphére conjonctive
des capillaires dermiques et hypodermiques et des
dernieres ramifications nerveuses. Sauf violation
mécanique, l'épiderme proprement dit reste
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indemne. » Il en est de méme des glandes sudori-
pares, des follicules pileux el sébacés pilaires.

B. Mugqueuses. — « Les muqueuses de rapport,
oculaire, nasale, buccopharvngienne, larvngée,
foisonnent de bacilles dans les cas de lepre
tégumentaire, ou de lepre mixte. » A l'exception
des muqueuses du rectum et du coélon, les mu-
queuses viscérales ne sont gueére atteintes, et les
mucqueuses utérine, vaginale et vésicale restent
indemnes.

C. Vaisseauxr sanguins. — « Les capillaires des
régions envahies sont entourés ou encombrés de
bacilles emboliques., »

D. Vaisseaux lymphatiques. — Valsseaux et gan-
glions sont le siege constant et essentiel du bacille.

E. Systéme nerveur. — Le systéme nerveux central
est généralement indemne ; c’est dans les cordons

nerveux au dela des plexus ou dans les ramifi-

cations terminales de deuxiéme rang que siege
le bacille.

I'. Viscéres. — Les lésions lépreuses viscérales
sont moins connues, mais tout aussi réelles que
les autres lésions : le foie, le poumon, le testi-
cule, le rectum, le colon sont les prinecipaux or-
ganes atteints par le bacille lépreux. Mais c’est
surtout dans la moelle osseuse et dans la rate que
le microbe trouve le milieu le plus favorable a
son développement. Il y existe, a 1'état de culture
pure, en quantité prodigieuse (Nocard et Roux).

L’appareil génito-urinaire de la femme reste
toujours indemne.

IV. Culture du bacille de la lepre.

Un seul microbiologiste, M. Bordoni Uffreduzzi,
aurait jusqu’ici réussi a cultiver le bacille de
Hansen : il aurait obtenu les cultures, avec de la

ag TSR
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semence prise dans la moelle osseuse, sur du sérum
additionné de glycérine et de peptone, placé a la
température de 33°-35° La gélose glycerinee lui
aurait aussi donné de bons résultats, mais la géla-
tine, la pomme de terre et le bouillon échouent.

A notre connaissance tous ceux qui ont essaye
de reproduire les résultats de M. Bordoni Uffre-
duzzi ont échoué; des expériences de controle
seraient nécessaires pour mettre hors de loute
contestation la possibilité de culture du bacille de
Hansen.,

kY

PNEUMONIE FIBRINEUSE

I. Historique.

La pneumonie fibrineuse de 'homme qui a, jus-
qu'a ces derniéres années, passé pour le type des
maladies inflammatoires simples, non spéciliques,
des maladies a frigore, est une maladie infec-
tieuse, a contagion limilée, mais cerlaine, ainsi
qu'en témoignent les épidémies de maison, de
familles, de villages, de prisons, ete.; l'agent pa-
thogéne de la pneumonie habite normalement la
salive de certains individus.

« (Pest au laboraloire de M. Pasteur qu’a été
découvert en 1881 le microbe qui s’est trouvé étre
celui de la pneumonie librineuse. M. Pasteur et ses
collaborateurs 'ont rencontré dans la salive d'un
enfant mort de rage, I'ont isolé, eultivé dans
Iexcellent milieu nutritif que donne le mélange
de bouillon de veau et de sang de lapin; ils ont
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déerit sa forme caractéristique de diplococeus
entouré par une aurcole claire. Ils ont montré
aussi que ce microbe est inoffensif pour les
oiseaux, et provoque chez le lapin une septicémie
suraigué, au cours de laquelle on le voit appa-
raitre dans le sang des animaux malades, en
méme temps que la fiévre, déja 9 heures apres
'inoculation sous-cutanée. La mort survient en
moins de 36 heures. A I'autopsie, on ne trouve
presque rien a l'endroit de l'inoculation, mais
il y a de Pedeme des poumons, de 'hyperémie de
la trachée, et une masse de microbes dans le sang.

« On a constalé aussi que ce microbe est tres
facilement arrété dans son développement, et
périt dans les cultures sous l'influence de l'oxy-
sene de lair; quavant de mourir il s’atténue;
que les lapins inoculés par le microbe atténué ne
meurent pas et deviennent réfractaires vis-a-vis
du virus virulent..,

« M. Pasteur avait trouvé, pour la premiere fois,
ce microbe dans la salive d’enfants morts de rage,
puis dans celle d’enfants morts de broncho-pneu-
monie, et enfin dans la salive de personnes bien
portantes » (Gamaléia, Annales Pasteur, 1888).

En 1881, Friedlander décrivit comme agent pa-
thogéne de la pneumonie fibrineuse chez ’homme
un coccus ellipsoide, capsulé, poussant & la tem-
pérature ordinaire sur la gélatine, et donnant une
culture en forme de clow; le microbe de Friedlan-
der imoculé aux cobayes et aux souris leur conté-
rait une septicémie spéciale avec pleurésie et
noyaux d’hépatisation pulmonaire; le lapin était
réfractaire.

En 1881, Sternberg retrouvait le microbe de
Pasleur dans la salive et le rencontrant, d’autre
part, dans les crachats et 'exsudat pneumonique,
I'identifiait au pneumocoque de Friedlander.
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En réalité le microcoque découvert par Pasteur
dans la salive, retrouvé par Sternberg, est bien
'agent de la pneumonie, mais il n’a rien de com -
mun avec le microcoque de Friedlander, qui n'est
probablement qu'un saprophyle sans aucune in-
fluence sur la genese de la pneumonie.

A Thistoire bactériologique de la pneumonie
s'attachent principalement les noms de Talamon
et Frinkel.

En 1883, Talamon signalait dans 'exsudat pneu-
monique un microbe lancéolé, le plus souvent en
diplocoque, qu'il cultivait dans le bouillon Pasteur,
et quiinoculé dans le poumon du lapin provoquait
le développement de pneumonie, de pleurésie, et
de péricardite librineuses. Le sang des sujets ino-
culés fourmillait de coccus lancéolés semblables
a ceux de l'exsudat pneumonique,

IEn 1885, Frainkel montrait le rdle du microbe de
la septicémie salivaire dans la pneumonie, et dans
une série de recherches ¢tablissait nettement 1'in-
fluence pathogéne exclusive de ce microbe.

On doit a M. Netter de beaux travaux sur le pneu-
mocoque de Talamon el Frankel, sur sa présence
dans la salive normale, son role dans la genese de
la pneumonie et sur la conlagion de cette affection,

Enfin dans les Annales Pasteur de 1888, M. Ga-
maleia a donné la relation de bien remarquables
expériences faites sur les animaux avec le pneu-
mocoque, pour lequel il propose la dénomination
de Streptococcus lanceolatus Pasteuri.

II. Le pneumocoque. Caractéres morphologiques et co-
loration. Localisation chez le pneumonique, Le pneu-
mocoqgque dans la salive.

Le pneumocoque se présente sous la forme ar-
rondie ou ovalaire; légérement effilé & ses extré-
mités, lancéolé ou en forme de grain dorge, il
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affecte ordinairement la disposition en diplocogue
et parfois en chainettes de 3 ou 4 diplocoques. Sa
longueur est de 0 p 50 & 0 p 75, il est moins
large que long; il est entouré d'une auréole claire
ou capsule, que la coloration met bien en évidence.

La coloration du pneumocoque est facile avec
toutes les couleurs d’aniline ; le violet de gentiane
réussit particulierement bien; le pneumocoque
prend la coloration par le procédé de Gram, ce qui
en facilite singulierement 1I’'étude dans les coupes.

Chez le pneumonique, au cours de 'affection, on
pomira facilement se procurer le pneumocoque;
une ponction capillaire du poumon faite avee les
précautions antiseptiques voulues fournira l'exsu-
dat pathologique qui, coloré sur lamelles, se mon-
trera rempli de streptocoques lancéoles.

Les erachats rouillés, qui ne sont que la manifes-
tation extérieure de 'exsudat pneumonique, mon-
treront eux aussi le pneumocoque.

Sur le cadavre pneumonique, et pourvu que la
mort soit assez précoce, il sera facile de démon-
trer le pneumocoque dans 'exsudat inflammatoire
et dans les coupes de poumon. Mais ce n'est pas
tout encore : lorsque la pneumonie s’est compliquée
s0it de pleurésie, soit d’endocardite végétante,
soit de péricardite, soit de méningite, le pneumo-
coque est présent dans le liquide pleural, dans les
végétations endocardiques, dans le liquide péricar-
dique et dans les méninges.

Le sang ne contient le pneumocoque que trés
exceplionnellement.

Le pneumocoque se trouve a I'état de santé nor-
male dans la salive de certains individus; nous
avons eénonceé le fait plus haut en disant que le mi-
crobe de la septicémie salivaire de Pasteur n’est
aulre que 'agent de la pneumonie. C'est 1a un fait
de la plus haute importance au point de vue pa-
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thogénique. Inoffensit pendant une longue période
de temps, souvent pendant la vie entiére, le
pneumocoque peut, @ un moment donne, sous une
influence déprimante, telle que le coup de froid,
entrer en aclion, et provoquer la pneumonie. Le
meilleur moyen de déceler le pneumocoque dans
la salive est linoculation aux animaux : nous
allons revenir sur ce sujel.

III. Culture du pneumocodque.

La culture du pneumocoque est malaisée, tout
au moins a l'air, car il semble que cet organisme
soit assez faiblement aérobie; les cultures dans le
vide réussiraientsans aucun doute heaucoupmieux,
mais nous n’avons lu nulle part qu'elles eussent éte
tentées, et le temps nous a manqué & nous-meémes
pour entreprendre cet essai.

Le pneumocoque ne se cultive qu’aux températu-
res de I'étuve, de 30° & 35° de préférence. Les cul-
tures perdent rapidement leur virulence : au cin-
quieme jour celle-ci a disparu.

Le pneumocoque végete et pousse mal sur les
milieux solides (gélose et sérum; les milieux liqui-
des lui conviennent beaucoup micux. Dans les
bouillons il se cultive déja au-dessous de 30° et
pousse & 42°. A 43° sa croissance s'arréte on ne se
produit pas. ‘

Le lait est également un milieu favorable; il se
coagule des le deuxieme jour.

IV. Expérimentation sur les animaux.

Le véritable réactif expérimental du pneumo-
coque c'est la souris, animal des plus sensibles
a U'inoculation des matiéres qui contiennent ce
microbe : exsudat pneumonique, crachats rouillés,
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salive, cultures virulentes. M. Gamaléia conseille
fort justement de faire la preuve de chaque cas de
pneumonie par 'inoculation aux souris :la o les
cultures (moyen fort défectueux en 'espéce, surtout
les cultures sur milieux solides) ont échoué, 1a ol
I'examen sur lamelles n’a rien révélé, I'inocula-
tion a la souris, vérilable pierre de touche, fera la
preuve.

La souris inoculée sous la peau meurt en 24 heures
environ; la lésion la plus frappante est I'hyper-
trophie de la rate. Le sang et tous les organes four-
millent de pneumocoques.

Le lapin est tres favorable a l'expérimentation,
quoiqu’a un degré inférieur ala souris; il n’est pas
capable, comme elle, de déceler de faibles quanti-
Lés de virus pneumonique. Le lapin inoculé sous
la peau avec la maliere virulente meurt en 40
heures environ de septicémie; ses organes sont
remplis de pneumocoqueset lalésionla plus remar-
quable est 'hypertrophie de la rate.

Le lapin, inoculé avec un virus affaibli (culture
perdant sa virulence), succombe avec une pneumo-
nie lobaire et des lésions pleurétiques et péricar-
diques; il est du reste, de toutes facons, facile de
provoquer ces phénomenes localisés chez le lapin :
il suffit de faire l'injection du virus directement
dans le poumon.

Le lapin inoculé avec un virus plus atténué encore
ne meurt pas et a acquis U'immunité.

M. Gamaléia a donné dans les Annales Pasteur
la relation d’expériences des plus intéressanles,
(ui Jettent un jour nouveau sur l'action du pneu-
mocoque inoculé aux différentes especes animales.
M. Gamaléia se procure d’abord une matie¢re d’ino-
culation trés virulente qu’il obtient en inoculant
par passages des lapins dans les veines : la mala-
die expérimentale se montre ainsi de plus en plus
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courte; les lapins finissent par mourir en quelques
heures. Le sangdu cceur est rempli de streplocoques
pneumoniques et c’est ce sang qui va devenir la
matiere d'inoculation.

Les especes animales considérées sous le rapport
de leur résistance au virus pneumonique peuvent
etre rangées dans lordre suivant : soures, lapin,
rat, mouton, chien, pigeon. La souris est le réactif le
plus sensible; le pigeon est enticrement réfractaire.

On connait les résultats de 'expérimentation’sur
la sowris : les voicibriévement résumés et sous une
autre forme : réaction peu considérable au point
d’inoculation; pas de lésions viscérales localisées
appréciables, a 'exception de 'hypertrophie de la
rate; sang et organes remplisde pneumocoques. Les
passages accroissent la virulence.

Chez le lupin les résultats sont semblables: peu
de réaction au point d’inoculation ; pas de lésions
viscérales localisées sauf I’hypertrophic de la rate;
passages renforcant la virulence. Avec le wirus
affaibli apparaissent : 1° la réaction locale, infil-
tration fibro-granuleuseal’endroit de 'inoculation;
20 les l¢sions localisées : pneumonie et pleurésie
séro-fibrineuse.

Chez le rat la dose nécessaire pour donner la
mort doit étre déja augmentée; il y a une réaction
locale intense, « un @déme fibrineux qui s'étend
parfois sous la peau du ventre et de la poitrine ».
Les passages sont faciles, mais n'augmentent pas
la virulence; le sang renferme peu de microbes.
L'inoculation dans le poumon ameéne la mort en
vingt & vingt-quatre heures, avec pleurésie et hé-
patisation pulmonaire,

Le mouton est plus réfractaire encore; la dose
morlelle de virus doit élre portée & 5 centi-
grammes; les phénomenes locaux sont intenses :
infiltration occupant parfois tout 'abdomen; peu



380 MALADIES MICROBIENNES.

de microbes dans le sang; les passages successifs
sont impossibles. L'inoculation intra-pulmonaire
donne la mort avec hépalisation du poumon; le
microbe infiltre le tissu pulmonaire et 'exsudat.

Le ehien est plus difficile encore a tuer; il faut
pour arriver a ce résultat des doses considérables ;
'animal succombe alors avec un @déme sous-cu-
tané énorme et trés élendu; le sang contient peu
de microbes et les passages successifs échouent.
[’injection intra-pulmonaire donne une pneu-
monie qui ordinairement n'est pas mortelle.

La pneumonie « n'est done pas une infection géné-
rale se localisant dans le poumon comme dans son lieu
de prédilection, mais la réaction locale a Uendroit de
Vinoewlation virulente ». Les animaux trop sensibles
comme le lapin et la souris n’ont pas de pneumonie
parce qu’ils n’offrent pas de réaction locale, et le
virus se généralise chez eux en les tuant par une
septicémie aigué. « L’homme appartient donc par
rapport au virus pneumonique a la catégorie des
animaux résistants. Cela résulie de la mortalité
pneumonique faible, de la réaction locale étendue
qu’il présente dans la forme de Iinflammation
du poumon, de la rarelé des microbes dans le
sang. » (Gamaléia.)

Y
DIPHTHERIE

—————

La diphtérie humaine se caractérise anatomi-
quement et cliniquement par une fausse mem-
brane qui siege le plus souvent sur les amygdales
et la luette (diphthérie pharyngée, angine diphthé-
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rigue). La fausse membrane peul occuper encore
les diverses sections des voies respiratoires : larynx
(croup ou diphthérie laryngée) ; fosses nasales (coryza
diphthérique) ; trachée, bronches et bronchioles ({ra-
chéite, bronehite et broncho-pneumonie diphtériques);
on la rencontre encore sur les muqueuses de la
bouche, du vagin, sur la conjonctive, et sur les
surfaces dénudces de la peau (diphthérie cutande).
Affection des plus graves, la diphthérie peut tuer
mécanigquement (c’est le cas dans la diphthérie laryn-
gée ou croup), mais elle tue plus souvent par
intorication : le malade est comme empoisonné par
I'affection. Enfin une des caractéristiques ma-
jeures de la diphthérie, ¢'est, quelle qu’ait été sa
forme clinique, grave ou bénigne, quelle qu’ait été
sa localisation, d’étre souvent suivie de phéno-
ménes paralytiques dont ’ensemble est bien connu
sous le nom de paralysie diphthérique. Cette para-
Iysie, parfois localisée au voile du palais, peut
s'étendre, se diffuser, atteindre les membres infé-
rieurs, supérieurs, les musecles respirateurs, le
ceeur, tuant alers par asphyxie et syncope.

Klebs en 1883 « a le premier signalé un bacille
speécial & la diphthérie; il a décrit sa disposition
dans les fausses membranes, a la surface des mu-
queuses malades ». Plus tard, en 188%, M. Loffler,
retrouvant le bacille de Klebs, l'isolait, le culti-
vait, et par inoculation des cultures pures repro-
duisait la lausse membrane sur les pigeons, les
poules, les lapins et les cobayes. Pourtant M. Loftler
doutait encore lui-méme de la spéeilicité du
bacille qu’il avait étudié.

C’est a MM. Roux et Yersin qu'il était réservé de
donner une démonstration netle et saisissante du
role du bacille de Klebs, et d’éclairer vivement par
leur beau mémoire (Annales Pasteur, 1888) la pa-
thogénie jusqu’a eux si obscure de la diphtérie.



382 MALADIES MICROBIENNES.

Comme M. Liffler ils ont trouveé le bacille dans
la fausse membrane, I'ont isolé en cultures pures,
et comme lui ont reproduit la fausse membrane
chez les animaux ; mais, plus habiles expérimen-
tateurs, ils ont donné aux sujefs d’expérience les
paralysies caractéristiques; enfin ils ont mis en évi-
dence le poison diphthérique, et ont montré que ce
poison injecté aux animaux, seul et sans 'interven-
tion de microbes vivants, ou les tue rapidement
par intoxication, ou leur confére des paralysies.

Les quelques lignes qui vont suivre ne sont qu’'un
résume du travail de MM. Roux et Yersin.

I. Le bacille de la diphthérie. — Ses caractéres dans
la fausse membrane. — Le bacille n'existe que dans
la fausse membrane.

(e sont les cas de diphthérie & marche rapide
qui se prétent le mieux a la recherche histologique
du bacille. Dans ces cas, « aprés coloration des
coupes au bleu de méthylene, on voit que les par-
ties superficielles de la fausse membrane sont for-
mées par une couche de petits bacilles, presque a
I'état de pureté; ce sont les bacilles de Klebs...
Souvent aussi, la zone la plus superficielle de la
fausse membrane contient des microbes divers,
batonnets, microcoques et chainettes, mélangés aux
amas de bacilles de Klebs, qui sont au contraire
prédominants immeédiatement au-dessous. » Ces
petits bacilles ainsi disposés sont seuls caractéris-
tiques de la diphthérie, et ainsi que nous 'avons
dit, c’est surtout dans les cas rapides, les diphthé-
ries infecticuses, qu’ils sont le plus nombreux.

On ne trouve l'organisme pathogene que dans
les fausses membranes; il n'existe pas dans les
organes et le sang des personnes qui ont succombé
a la diphthérie,
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II. Culture et morphologie du bacille de la diphthérie.

Voiei comment MM. Roux et Yersin, suivant
d’ailleurs a peu pres le procédé de Loffler, ont isolé
le bacille de la diphthérie, et en ont obtenu des
colonies pures qu’ils ont pu cultiver ensuite.

L'isolement se fait sur sérum ou gélose. « Avec
un fil de platine, on étale a la surface d'un tube de
sérum coagulé une petite parcelle de la fausse
membrane. Avec le méme (il, sans le recharger de
semence, on fait plusieurs stries surdifférents tubes
de sérum. Dans les tubes ensemencés les premiers,
il se développe a la température de 4 33°, le long
des stries, un grand nombre de colonies variées
trop rapprochées pour élre reconnues ; mais dans
les tubes semés en dernier lieu, les colonies sont
assez netlement séparées pour que l'on puisse dis-
tinguer parmi elles celles du bacille spécifique.
Elles se présentent sous la forme de petites taches
arrondies, blanc grisitre, dont le centre est plus
opaque que la périphérie; elles poussent énergi-
quementsur le sérum, et forment bientot de petites
plagues rondes et saillantes. La rapidité du déve-
loppement sur le sérum fait que les colonies de ce
bacille sont déja trés apparentes avant que les
organismes d'impureté aient pullulé. »

La séparation sur tubes de gélose se fait de la
méme facon ;le développement plus lent, mais tris
caractéristique, se fait bien a + 33°.

Lescolonies puresainsiisoléesseront semées dans
les milieux appropriés, c'est-a=dire les bouillons,
le sérum et la gélose.

Le bacille de la diphthérie est aérobie et aussi
anaérobie, touteflois il pousse plus vigoureusement
a l'air : de toute facon son développement nécessite
la température de 'étuve,

Dans les bouillons (le bouillon de veau alcalin
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parait le plus convenable) le bacille pousse abon-
damment a l'air; le milieu devient bientdt acide,
et l'acidité disparait a son tour aprés un temps
assez long : le milieu redevient alealin. « Le déve-
loppement se fait sous forme de petits grumeaux
qui se lixent sur les parois du vase. » Cultivé dans
les bouillons a l'abri de l'air, le bacille de la
diphthérie donne au milieu une réaction acide, qui
persiste.

De tous les milieux solides, celui qui parait le
plus convenable est le sérum peptonisé de beeuf,
de mouton ou de cheval.

Le bacille de la diphthérie est immobile.

Il se colore facilement par le bleu alcalin de
lLoffler et apparait sous forme d'un petit batonnet,
de la longueur du bacille de Koch, mais plus épais,
a extrémités arrondies se colorani mieux que la
partie moyenne. Il parait dans les cultures plus
petit que dans les fausses membranes. Dans les
cultures un peu anciennes « les bdtonnets ne se
colorent plus uniformément; on voit dans l'inté-
rieur des grains tres foncés qui donnent I'illusion
de spores ». Dans les cultures plus dgées encore,
« les bacilles ont presque tous perdu la propriété
de prendre les matiéres colorantes. Quelques-uns
(qui présentent des formes renflées, arrondies, ou
en poires se teignent encore fortement ».

Les cultures se conservent longtemps sur sérum,
et dans le bouillon, soit & I'étuve, soit a la tempe-
ralure ordinaire.

III. Diphthérie expérimentale.

MM. Roux el Yersin ont montré que :

A. Les cultures pures portées au contact des
muqueuses excoriées chez cerlains animaux don-
naient naissance a la fausse membrane diphté-
rique,
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B) L'inoculation sous-cutanée, l'injection intra-
veineuse, l'injection intra-péritonéale de cultures
pures tuaient les sujets d'expérience.

C) Les inoculations expérimentales de cultures
pures pouvaient reproduire la paralysie diphthé-
rique.

A. En excoriunt, avec un fil de platine chargé de la
culture, soit la muqueuse du pharynx, soit la con-
jonctive chez les lapins, les cobayes, les pigeons,
les poules, on reproduit la fausse membrane
diphthérique.

Une curicuse expéricnce consiste & trachéoto-
miser un lapin, et & porter un fil de platine, chargé
de la culture, sur la muqueuse trachéale. La fausse
membrane se développe en cette région, et I'issue
fatale est la régle avec des symptomes mécaniques
qui rappellent le eroup chez 'homme.

B. « L'introduction dans le musecle pectoral et
le tissu sous-cutané de pigeons de un centimétre
cube d’une culture » tue 'animal en moins de
soixante heures. Inoculé avec un cinquicme de
centimetre cube et avec des doses inférieures le
pigeon résiste ordinairement.

A lautopsie des pigeons qui ont succombé on
trouve « au point d’inoculation, sous la peau et
dans le muscle, un pelit enduit grisitre et un
edéme gélatineux. Le muscle qui a recu une partie
du liquide est gonflé et ses fibres ont une teinte
jaune. On ne rencontre aucune lésion apparente
des organes internes, si ce n'est de la congestion.
Les vaisseaux sont dilatés et contiennent un sang
noir eoagulé. »

Les lapins inoculés sous la peaun avec une dose
suffisante de virus (plus de un cenlimétre cube
de culture) meurent d’autant plus vite que la dose
a eté plus forte. « Aprés Uintroduction du bacille
de la diphthérie sous la peau d'un lapin, on observe

PR. DE MICHKROBIE. 22
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bientdt un wdeme considérable; 'animal devient
triste, ne mange plus et meurt sans convulsions
dans l'attitude ou il se trouve. L'autopsie montre
au point d’'inoculation un w@deme élendu, infil-
trant un tissu induré, avec piqueté hémorrhagi-
que; un gonflement des ganglions de I'aine et de
I'aisselle; une congestion de I'épiploon et du me-
sentere avee petites ecchymoses le long des vais-
seaux. Le foie friable présente une teinte jaune,
et il est le siege d'une dégeénérescence graisscuse.
L'¢panchement pleurétique est exceptionnel et les
poumons sont presque toujours sains. »

Le cobaye est, de tous les sujels de laboratoire,
le meilleur réactif expérimental de la diphthérie ;
il succombe a I'inoculation sous-cutanéde de petites
doses, et présente a l'autopsie les lésions sui-
vantes : enduit membraneux grisitre limité au
point d’inoculation. wdeme gélatineux plus ou
moins étendu, congestion des ganglions et des or-
ganes internes, surtout des capsules surrénales,
épanchement séreux dans les plevres, splénisa-
tion pulmonaire.

Chez I'homme succombant a la diphthérie le
bacille ne peut élre retrouvé que dans les fausses
membranes, qui seules peuvent donner des cul-
tures : le sang et les organes ne contiennent jamais
'agent pathogeéne ;le méme fait, si intéressant et
si important, se retrouve dans la diphthérie expé-
rimentale.

Chez les cobayes inoculés sous la peau, le ba-
cille ne pullule qu'au point dinoculation, dans
'edeme gélatineux qui se développe en cet en-
droit. « Aprés quatre heures I'eedeme est manifeste
au point d’inoculation: les bacilles augmentent
dans cet wdeme local jusqu'a la sixiéme ou hui-
ticme heure; un certain nombre sont enfermés
dans les cellules; mais bientdot leur nombre va en
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décroissant, et au moment de la mort de 'ani-
mal, il y a moins de microbes au lieu de l'injec-
tion qu’il n’y en avait six ou huit heures apres
qu'elle venait d'¢tre faite. Le sang et les pulpes
organiques ne contiennent pas le bacille, ou le
contiennent exceptionnellement, et restent abso-
lument stériles a 'ensemencement.

Ainsi donc développement du bacille au point
seul d'inoculation, et encore méme semble-t-il
qu'en ce point son développement soit bientot
enfravé. Aussi les passages de cobaye a cobaye
sont-ils trés difficiles, et ne peuvent aller au dela
du deuxieme passage.

Inoculations intra-veineuses. —— Chez les lapins,
inoculés dans les veines avec le virus de culture
pure, la mort est la regle en moins de soixante
heures.

« Les lésions que l'on trouve & l'autopsie sont
une congestion générale des organes abdominaux,
une dilatation des vaisseaux, le gonflement des
canglions, une néphrite aigué, et trés souvent une
dégénérescence graisseuse du foie qui présente
cette teinte jaune dont nous avons déja parlé., »

A l'examen microscopique du sang ou des or-
ganes des lapins qui succombent a l'injeclion
intra-veineuse on ne trouve pas de microbes. « Il
faut semer de grandes quantités de sang ou de
pulpe de rate pour obtenir de temps en temps une
culture. A aucun moment, avant la mort de I'ani-
mal, on ne peut surprendre une culture notable
dans le sang ou les organes. »

Inoculations dans le péritoine. — LElles tuent le
cobaye, mais moins rapidement que 'inoculation
sous-cutanée. Le liquide péritoncal des animaux
(qui succombent, et lui seul, contient le bacille.

C. L reproduction expirimentale de la paralysic
diphthérique est un des points les plus intéres-
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sants du beau travail de MM. Roux et Yersin.
M. Loffler n’avait pu conslater ces paralysies
chez les sujets auxquels il inoculait le bacille qu'il
avait cultivé. MM. Roux et Yersin ont été plus
heureux. « Des paralysies, écrivent-ils, s'observent
chez les animaux inoculés de la diphthérie, soit
dans la trachée, soit sous la peau. C'est méme un
phénomene trés fréquent lorsque les animaux ne
succombent pas a une intoxication trop rapide. »

Le premier cas de paralysie diphthérique expé-
rimentale fut observé par eux sur un pigeon qui,
inoculé dansle pharynx,avait eu de belles fausses
membranes et paraissait guéri.

Les lapins qui résistent aux accidents immeédiats
de la diphthérie inoculée dans la trachée présen-
tent le plus souvent ces symptdmes paralytiques,
auxquels ils finissent par succomber.

La terminaison ordinaire chez le lapin inoculé
dans les veines avec un centimetre cube de culture
pure est la mort dans un délai de quatre jours,
ainsi que nous l'avons dit plus haut, et 'accident
terminal est une paralysie généralisée.

« Lorsque la mort ne survient pas dans un
délai aussi court, la paralysie est plus facile a
observer.

IElle débute d'ordinaire par le train postérieur,
et parfois elle est si rapidement progressive qu'en
un ou deux jours elle a envahi tout le corps, et que
I'animal meurt par arrét de la respiration et du
caeur. « ’autres fois la paralysie reste limitée pen-
dant un certain temps aux patles postérieures;
elle commence par une faiblesse des muscles qui
donne a la démarche une allure particuliére, puis
elle devient plus complete, et les mouvements du
train antérieur sont seuls conservés. La maladie
est presque loujours envahissante; la paralysie
gagne le cou et les membres antérieurs. I1 n'est
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pas rare de voir la morl survenir subitement sans
convulsions, surprenant 'animal dans l'attitude
ol on venait de le voir quelques instants aupara-
vant. Un groupe de muscles peut étre frappe tout
d’abord; ainsi, on voit des lapins dont les pattes
de derriere sont écartées du ecorps, comme Si
I'action des adducteurs était supprimée. Quand
ils marchent, leurs membres postériecurs ne se
détendent plus, ils avancent 'un apres I'autre sans
se détacher du sol. Lorsque les pattes du devant
sont atteintes i leur tour, I'allure devient comme
rampante. Bien que la paraplégie soit le début le
plus fréquent, la paralysie peut aussi porter sur
les muscles du cou, de facon que la téte ne peut se
soulever du sol, et aussi sur les muscles du larynx,
ce qui donne la raucité a la voix. »

IV. Le poison diphthérique.

Chez I’homme succombant a la diphthérie spon-
tanée, chez 'animal tué par la diphthérie expéri-
mentale, il n’y a pullulation du bacille qu'en un
seul point : la fausse memhrane chez 'homme, le
lieu de l'inoculation chez I'animal. Bien mieux
encore, chez animal inoculé dans les veines, le
bacille a completement disparu du sang apres
quelques heures, et cependant la maladie continue
son cours; elle tue avec ou sans paralysie. Quel
est done le facleur de la mort dans cette maladie
ol la terminaison fatale et les accidents caracté-
ristiques de paralysie ne peuvent étre atfribués
comme dans le charbon, ete., a la pullulation du
bacille? Ce facteur, c’'est le poison diphthérique.
MM. Roux ef Yersin ont rendu ce poison tangible,
pour ainsi dire, et avec lui ils ont tué et paralysé
les animaux,

« Filtrons sur porcelaine, disent ces auteurs,

22.
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une culture dans du bouillon de veau apres qu'elle
est restée 7 jours a l'étuve; tous les microbes
sont retenus par le filtre, et le liquide obtenu est
parfaitement limpide et légerement acide. 11 ne
contient aucun organisme vivant; laissé a I'éluve
il ne se trouble point;ajouté a du bouillon alcalin
il ne donne pas de culture; introduit aux doses
de 2 & 4 centigrammes sous la peau des animaux,
il ne les rend pas malades. Il n’en est plus ainsi
si on emploie des doses plus fortes, si on injecte
par exemple 35 centigrammes dans la cavité péri-
tonéale d'un cobaye ou dans les veines d'un lapin. »

Le cobaye devient malade aprés deux ou trois
jours, et meurt vers le cinquié¢me ou sixiéme jour,
avec gonflement ganglionnaire, dilatation des
vaisseaux, congestions viscérales, surtout des reins
et des capsules surrénales, ete., etc.

Chez le lapin qui a recu dans les veines 35 cen-
tigrammes de liquide filtré, il survient vers le
quatriéme ou cinquiéme jour une paralysie du
train postérieur, qui se généralise rapidement, et
tue 'animal.

Les cultures anciennes contiennent un poison
plus abondant que les cultures récentes, et les
effets toxiques en sont rapides et terribles. Un
lapin qui recoit 35 centigrammes du liguide filtré
d'une culture de 42 jours est malade au bout de
deux heures et succombe en cing ou six heures
avec de la diarrhée profuse et une vive anxiété
respiratoire; un cobaye qui recoit méme quantité
du méme poison dans le péritoine meurt en dix
heures avec une dyspnée intense. Les lésions sont
celles que nous avons signalées plus haut.

« Quand les cultures du bacille de la diphthérie
sont aussi chargées de produits toxiques, il n’est
pas besoin, pour observer les effets sur les ani-
maux, d’employer de si fortes doses, et de recourir
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aux injections dans les veines ou dans l¢ péritoine,
Introduisons sous la peau d’une série de cobayes
des quantités de liquide toxique deébarrassé de
microbes variant de un cinqui¢me de centimetre
cube 4 2 centimetres cubes, et comparons les
effets de ces injections & ceux de l'inoculation
d'une culture fraiche de bacilles de Klebs, prati-
quée sur des cobayes témoins. Tous les animaux
qui ont recu le liquide filtré présentent bientdt
un @déme au point d’injection, tout comme
les témoins en ont un au point d’'inoculation;
ils sont bientdt hérissés et ont la respiration
haletante, comme ceux qui ont recu la culture
vivante. Ils meurent comme eux, sans que pen-
dant tout le temps de I'expérience on puisse saisir
une différence dans U'attitude des uns et des autres.
Les cobayes auxquels on a donné le plus de liquide
toxique meurent en moins de vingt-quatre heures,
les autres en quarante-huit heures ou trois jours,
selon les doses recues. Les lésions sont identiques,
qu’ils aient succombé a l'injection du poison
diphthéritique ou a l'inoculation du bacille de la
diphthérie. La maladie, symptémes et lésions, est
donnée aussi sirement par lUinjeetion du poison
que par I'inoculation du bacille. »

Les lapins succombent comme les cobayves a
I'injection sous la peau de ces produits toxiques,
et les lésions sont les mémes ue celles qui suivent
I'injection de la culture vivante. _

Les pigeons succombent aprés I'introduction de
moins de un centimétre cube dans le muscle pec-
toral, et trois a quatre gouttes sous la peau tuent
en quelques heures les petits oiscaux.

Les animaux (souris et rats) réfractaires a l'ino-
culation de la culture vivante sont réfractaires au
poison diphthérique.

« Linjection aux animaux de doses variables
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du poison soluble de la diphthérie nous a montré
les diverses formes de I'intoxication diphthéri-
tique, depuis celles quiamenent lamorten quelques
heures, jusqu’a celles qui, au bout d'un temps plus
ow moins long, se traduisent par des paralysies
morlelles ou susceptibles de guérison. »

Cette action tardive du poison diphthérique est
des plus intéressantes : elle est bien connue en
clinique, ol d'ailleurs elle était restée inexpliquée.

Résumons en quelques mots les données étiolo-
giques et pathogéniques que nous fournit le mé-
moire de MM. Roux et Yersin.

La diphthérie semble ne pouvoir prendre que sur
une muqueuse dépouillée de son épithélium, sur
une muqueuse malade. Ce n’est pas par pullula-
tion qu’agit sur l'organisme le bacille qui reste
exclusivement localisé dans la fausse membrane,
mais c’est par action & distance, par sécrétion
Loxique, par sonpoison, en un mot. C'esta ce poison
qu’il faut rapporter la mort rapide des cas infec-
tieux, c’est lui qui est le facteur des paralysies
diphthériques immédiates ou tardives; ¢’est lui enfin
(qui, imprégnant 'organisme, marque sa présence
par ces congestions viscérales, cet état du sang, ete.,
que l'on constate & l'autopsie, aussi bien dans la
diphthérie spontanée que dans la diphthérie expé-
rimentale,

Le mémoire de MM. Roux et Yersin renverse
définitivement la théorie de origine aviaire de la
diphthérie,

Les oiseaux de basse-cour sont souvent décimes
parune maladie encore mal connue dans sa nature,
que les vétérinaires Uésignent sous le nom de
diphthérie ou tuberculo-diphthérie.

A diverses reprises, on a remarqué 'apparition

B,
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de la diphthérie humaine dans des exploitations,
des hameaux, des villages ol régnait la diphthérie
des volailles, et plusieurs médecins ont établientre
ces deux faits une relation de cause & effet. 1l ne
s'agissait en réalité que de simples coincidences.
La diphthérie des volailles est si fréquente qu'il
n'est pas élonnant d’en rencontrer dans les loca-
lités ot se montre la diphthérie de I'homme. Mais
fort heureusement la concomilance des deux affec-
tions est exceptionnelle, et ¢’est parmilliers que I'on
pourrail citer les basses-cours ruinées par la diph-
thérie, sans qu'aucun des enfants de la maison,
qui passent la plus grande partie de la journée a
se rouler sur le fumier au milieu des poules ma-
lades, ait pris la diphthérie,

Lobservation eclinique a elle seule permettait
déja de différencier les deux affections. La diphthé-
rie des oiseaux, en elfet, a une évolution trés lente
et jamais elle ne provoque de paralysies compa-
rables & celles qui sont la caractéristique de la
diphthérie de I'homme.

A cet argument grave, on pouvait objecter que
la différence des especes atteintes expliquait peut-
clre la différence des effels observés; les expé-
riences de MM. Roux et Yersin montrent que les
niseaux, qui ne succombent pas dans les quelques
jours qui suivent linoculation du bacille de
Klebs, succombent tardivement i la paralysie
diphthéritique.

On peut en conclure que la diphthérie de
'homme et celle des oiseaux sont deux affections
de nature différente. E?Nill_'.{ll"li.}

FIN.
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ANNALES
DE L’INSTITUT PASTEUR

Publiées sous le patronage de M. PASTEUR

PAR

M. E. DUCLAUX

Membre de 'lnstitut,
Professeur & Il Sorbonne.

ET UN COMITE DE REDACTION COMPOSE DE MM,

CHAMBERLAND, chel de service a I'Institut Pasteur,
Dr GRANCHER, professeur & la IFaculté de médecine,
NOCARD, directeur de I'Ecole vétérinaire d'Alfort,

Dr ROUX, chefl de service & I'Institut Pasteur,
Dr STRAUS, professeur i la Faculté de médecine.

Les Annales de Ulnstitut Pastewr paraissent le 25 de
chaque mois et forment tons les ans un volume de 600
1 T00 pages, avec planches,

PRI

PRIX DE L'ARONNEMENT ANNUEL :

Paris, 18 fr. — Départements et Union postale, 20 fr.
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LE MICROBE ET LA MALADIE

PAR E. DUCLAUX

Membre de U'lnstitut,
Prolessear & la Faculté des sciences
et i 'lnstitut agronomique.

2¢ édition entierement refondue des Ferments el Mala-
dies. 1 vol. in-8, avee 2 héliogravures et figures dans
18 tatey o bl LBl A R e s 13 .

GUIDE PRATIQUE POUR LES TRAVAUX

DE MICROGRAPHIN

comprenant

LA TECUXIQUE ET LES APPLICATIONS DU MICROSCOPE A L'HISTOLOGIE
VEGETALE, A LA PHYSIOLOGIE,

A LA CLINIQUE, A L'HYGIENE ET A LA MEDECINE LEGALY

PAR H. BEAUREGARD

Professenr agrégé & 1'Ecole supérieure de pharmacie

ET V. GALIPPE
Ancien chel des travaux pratiques de micrographic
i I'Ecole de pharmacie.

2¢ odition. 1 vol. in-8, avec nombreunses figures dans
1530 o5 <] - P SN S R Ri5E 1 1

LECONS SUR LES BACTERIES
PAR M. DE BARY

PAR M. WASSERZUG

Préparateur au laboratoire de M. Pasleur.

1 vol. in-8, avec figures...
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ARCHIVES

nE

MEDECINE EXPERIMENTALE

D'ANATOMIE PATHOLOGIOUE

PUBLIEES

Sous la direction de M. CHARCOT
PAR MM.

GRANCHER, jprofessear & la | STRAUS, professear & la Fa-

Faculté de médecine de Paris. culte de médecine de "aris.
LEPINE, professeur & la Fa- | JOFFROY, professeur agregé a
culté de médecine de Lyon, la Faculle de medecine de Paris

Les Archives de médecine expérimentale el d’analomie
pathologique paraissent teus les deux mois et forment
chaque année un volume d'environ 700 pages, avee
planches en noir et en couleurs.

PRIX DE L'ABONNEMENT ANNUEL :

Paris, 24 fr. — Départements, 25 fr.
Union postale, 26 Ir.
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LA PATHOLOGIE ET LA THERAPEUTIQUE
DES MALADIES DE LA PEAU

PAR M. KAPOSI

Professeur i I'Universite de Vienne.
Teaduites et aunotées par MM, les Drs ERNEST BESNIER et DOYON

el precedées d'une introduction.

2 vol. gr. in-8, avec 14 figures dans le texte.. 25 Ir.

ETUDE D'HISTOIRE MEDICALE

UN PRECURSEUR LYONNAIS DES THEORIES MICROBIENNES -
d=8: GOILE TGN

T LA NATURE ANIMEE DE LA PESTE
PAR LE Dr H. MOLLIERE

Meédecin de FHotel-Diceu de Lyon.

| wol: in=8'80r Deal PEPIBE. . o 55 v sssns fns e b 4 fr.

LES PARASITES
{I' LES MALADIES PARASITAIRES

CHIER L']Irllllll-i, LES ANIMAUX DOMESTIOUES
ET LE= ANIMAUX SAUVAGES
\VEC LESQUELS 1Ls PEUVENT I::’I‘Hl-‘. Ex COXNTACT
PAR M. P. MEGNIN

Laureat de 'lnstitut.

Insecles, Arachnides, Crustacés. 1 vol, in-8, avec un atlas
de 26 planches lithographiées...........s.:» 20 I,
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ANNALES

E

DERMATOLOGIE ET DE- SYPHILIGRAPHIE

FONDEES PAR A. DOYON

DEUTUXIEFME SERIE

PUBLIEE PAR MM.

ERNEST BESNIER 1 A. FOURNIER
Medecin de Uhopilal Sainl-Louis, Professenr a la Faenlle de medecing,
Wembre de | Académie de médecine Wedecin de Uhipilal Sainl-Louis
A. DOYON ‘ P. HORTELOUP
Medecin inspeclenr des eaux  Uriage, Chirurgien de hipilal du Widi,
Larrespandant de’ I'\cademie de medecine. | Seerelaire gencral de la Sociele de ehirnrgie,

SECRETAIRE DE LA REDAGTION &

D P. MERKLEN

Les Annales de dermatologie ebf de syphiligraphie
paraissent mensuellement le 25 de chaque mois, et
forment chaque année un volume gr. in-8.

Chaque numéro forme environ 5 feuilles avee planches
el figures dans le texte, -

e

PRIXN DE L'ABONNEMENT ANNUEL :

Paris, 30 fr. — Départements et Union postale, 32 Ir,
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ATLAS DPEMBRYOLOGIE
PAR MATHIAS DUVAL

Professeur d'histologie 4 la Faculté de médecine de Paris,
Membre de I'Academie de médecine.

1 volume grand in-8, avec 40 planches en noir et en
couleurs L,umpr{,lmul ensemble 652 figures... 48 [r.
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IIYGIENE INDUSTRIELLE ET COLONIALE

GHANTIERS DE TERRASSEMENTS

EN PAYS PALUDEEN
PAR LE Dr AD. NICOLAS

Médecin de 17 classe de la marine, en retraite,
Officier dela Légion d’honneur, Officier de I'Instruction publigue, etc.
Médecin consultant & la Bourboule.

GEOGRAPHIE MALARIENNE. — SYNTHESE DES FIi‘Z"I'HES PALUSTRES.
NFSISTANCE ETHNIQUE. — ACCLIMATEMESNT. — HYGIENE DU TERRASSIER.
CAMPEMENTS INDUSTRIELS, — ASSAINISSEMENT DES MARECAGES.

I vl e iy g M 8 e R R 10 fr.

TRAITE DES DESINFECTANTS ET DE LA DESINFECTION

PAR M. E. VALLIN
Médecin de {1 classe de l'armde
Prolesseny hJ1|J}’:_FiI;'||L* i I'Ecole de médecine du Val de Grice.

Ouvrage cowronné par U'Académie des sciences
(PRIX MONTYON)

1 vol. in-8 avec figures dans le texte.......... 12 fr.

TRAITE D’HYGIENE INDUSTRIELLE

PAR M. LEON POINCARE

Professeur d'hyvgiéne & la Faculté de médecine de Nancy.

1 vol. in-8, avee 24 cartes en couleur intercalées dans le
FRRNE o i o e R A T R L e 12 fr.
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DE EiBTIOLOGIE

DE LA

PHTISIE PULMONAIRE ET LARYNGEE
PAR LE Dr H. DE LIBERMANN
(DE STRASBOURG)
Officier de la Légion d'honneur,
Ancien medecin de 17 classe de 'armdée,

Ex-médecin traitant de Uhapital militaive du Gros-Caillou,
Membre honoraive de la Société médicale des hipitaux,

1 vol. iufﬂ ................................... 1

ETUDE \Lh LA VAL Ll In, DU TRAITEMENT

DE LA

TUBERCULOSE PULMONAIRE

AR LES
INHALATIONS D'ACIDE FLUORHYDRIQUE

PAR LE Dr GARCIN
ey T A N ey AP R . 2 fr.

ETUDES EXPERIMENTALES ET CLINIOUES
SUR LA TUBERCULOSE

Publides sous la divection de M. le professenr VERNEUIL
Membree de 1'lastitut,

PR e

SECRETAIRE DE LA népacriox : Dt L.-H. PETIT

Tome II. Fascicule I. | volume in-8, avec figures dans
ol SR (e S s, 0 AL
Celle publication donl le tome I est antérieurement

paru (priz 142 fr.) est vendue au profit d'un fonds d’en-

rmum,rr mr‘ut pour les E.!urjm sur .f’f.g .!ub.*:u ulose.

ETUDES PRATIQUES
SUR LA"VAGCINE

PAR LE Dr PAUL LALAGADE
Chirurgien en chel des hopitaux,
irecteur r! la vaceine pour le département du Tarn
Chevalier de la Légion d'honneur,
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DE POLIGE SANITAIRE

REDACTEUR EN CIEF :
M. E. VALLIN, membre de I'Académic de médecine, médecin
inspecteur de I'armee.
MEMBRES DU COMITE DE REDACTION :

MM. J. BERGERON, secrétaive perpétuel de 'Académie de médecine :
vice-président du Comite consultatif d'bvgiéne de France;
médecin honoraire des hopitaux.

GRANCHER. professeur a la Faculte de médecine, médecin des
hopitaux, membee du Comite consultatifd'hygieéne de France.

NAPIAS, secrétaive général de la Sociéte de médecine publique.

PROUST, professeur & la Faculté de médecine, membre de
I'Académie de meédecine et du Comite consultatil d"hygiéne,
medecin des hopitaux.

J. ROCHARD, ancien inspecteur geénéral et président du Con-
seil supérieur de sante de la marine ; membre de I'Académie
de médecine et du Conseil d’hygiéne de la Seine. A

E. TRELAT, directeur de I'Ecole spéciale d'architecture, pro-
fesseur au Conservatoire des Arts et Métiers.

SECRETAIRE DE LA REDACTION :

A.-J. MARTIN, auditeur an Comité consultatil d’hygiéne de

France.

La Revue d'hygiéne parait le 20 de chaque mois et forme
chaque année un volume in-8 avee figures dans le texte.

PRIXN DE L'ABONNEMENT ANNUEL :

Paris, 20 fr. — Départements, 22 fr.
Union postale, 23 fr.

La Sociél¢ de médecine publique et d’hygiene pro-
fessionnelle a adopté la Revuwe d’hygiéne comme son
organe officiel, et y publie in exfenso ses mémoires et
les prociés-verbaux de ses séances.

—

2035-89, — Corvein. Imprimerie Crite,









e
Riley Dunn & Wilson Lid

WEPEPT LR kT - aend






