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INTRODUCTION

La tuberculose a pris a notre époque un développe-
ment si inquiétant que la science contemporaine ne
saurait trop appliquer toutes ses ressources a combattre
ce redoutable fléau. Dans 1'élat actucl de nos connais-
sances en phtisiologie, le dépistage précoce des sujels
contagieux constitue, concurremment avec quelques
autres mesures sanitaires et hygiéniques, le point de
départ et une des bases de la prophylaxie antitubercu-
leuse. En conséquence le médecin chargé de cette tadche
initiale devrait étre pourvu de moyens sirs, simples et
rapides,de découvrir I'agent spécifique chez les malades
soumis a son examen.

Il n’est pas téméraire d’espérer que ccs desiderata
pourront bientdt étre pleinement satisfaits, grace aux
progrés marqués et continus de la technique bactério-
logique. Déja au cours de ces quarante, et surtoul de ces
vingt derniéres années, les recherches expérimentales en
tuberculose pulmonaire ont porté une grande partie de
leurs efforts sur le perfectionnement des méthodes
d’isolement et de coloration du bacille tuberculeux et
elles ont obtenu des résultals encourageants.

Nous disposons actuellement de cing méthodes bacil-
loscopiques. Trois d’entre elles sont particulicrement
bien connues. Ce sont : 1° La coloration du bacille de

Koeh dans les crachats et son examen microscopique

direct; 2¢ L’homogénéisation des crachats tuberculeux;
3. L'inoculalion aux animaux des crachats suspects. Les
deux autres, encore a l'étude, mérilent d’étre approfon-
dies. Ce sont : 1° La culture sur miliea électif du
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bacille de Koch contenu dans les crachats; 2° la re-
cherche du bacille dans les matiéres fécales.

Nous nous proposons dans ce travail : 1o de passer en
revue ces diverses méthodes ; 20 d’examiner parmi ces
méthodes, les techniques les plus caractéristiques et les
plus employées ; 3° de montrer dans une étude compa-
rative la valeur respective de chacune de ces techniques
et de ces méthodes.

Cet essai synthétique nous semble des plus opportuns
tant en raison de son intérét théorique que pour ses
conséquences pratiques. Car, ainsi que l'a écrit notre
maitre, M. le professeur Léon Bernard (1), « cette ques-
tion souléve aujourd’hui que se multiplient les centres
d’examen de tuberculeux des problémes pratiques aux-
quels il importe de donner une solution rationnelle...
Quels procédés faul-il inslaurer dans ces établisse-
ments ? De quel matériel dépendant de la méthode adop-
tée faut-il les pourvoir ? Il est nécessaire actuellement
d’établir une doctrine fondée sur une grande quantité
de faits de maniére & ne pas osciller suivant les opinions
d’une méthode A l'autre ».

Nous inspirant de ces vues si hautement autorisées,
aprés avoir entrepris la critique des méthodes bacillo-
scopiques dans le diagnostic de la tuberculose pulmo-
naire et comparé leurs résultats, nous déduirons de ces
données les applications susceptibles d’intéresser la
lutte antituberculeuse et plus spécialement l'organisa-
tion idéale d'un laboratoire de dispensaire.

La division de notre travail sera conditionnée par les
différents ordres de considérations que nous venons
d’énumérer, chaque méthode faisant l'objet d'un cha-
pitre subdivisé lui-méme en autant de paragraphes que
la méthode comporte de procédés. Aux conclusions qui
termineront cette étude fera suite un index bibliogra-
phique. Les sources bibliographiques des travaux anté-
rieurs 4 1912 sur la coloration du bacille de Koch dans

1. Revue de la tuberculose, 1** janvier 1923. Valeur des méthodes
de recherche des bacilles de Koch dans les expectorations, p. 73.
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les crachats ont été exposées d'une manitre aussi com-
pléte que possible dans l'ouvrage magistral et demeuré
justement classique de MM. le professeur Bezancon et
1. de Jong (1), dans la thése de M. Philibert (2) et
enfin dans les arlicles de Behme (3) et de K. Ber-
ger (4). De méme on trouvera dans les théses de
MM. Lucas (3) et Corone (6) l'exposé bibliographique
des travaux anlérieurs a 1912 sur les homogéinisations.
Nous avons restreint notre documentation bibliogra-
phique aux travaux publiés durant ces dix derniéres
années. Elle est déja assez considérable et nous ne pré-
tendons pas avoir épuisé le sujet. Pour la commodité
du’ lecteur nous avons divisé notre exposé bibliogra-
phique d'aprés Vordre des maliéres trajlées, et dans
chaque division, pour les noms d’auteurs, nous avons
suivi comme plus simple Pordre alphabétique de préfé-
rence a l'ordre chronologique.

Notre role dans le travail que nous présentons
aujourd’hui a été de compulser tous ces documents, de
les analyser et d’en extraire ce qui avait directement
trait a Uobjet de notre étude. D’autre part, sousla direc-
tion de M. le Dr Guinard, médecin-directeur des sana-
toriums de Bligny, grace aux installations et moyens
d’étude excepiionnels mis & notre disposition et avec
I'aide obligeante de Mlle le Dr C. Botkine, chef du
laboratoire de ces établissements, nous avons pu réaliser
quelques expériences de controle relatives a la compa-
raison des techniques de coloration les plus récentes
et a la comparaison des méthodes d’homogéncéisation
dispensant de la centrifugation, rechercher le taux de

1. Bezangon et de Jong, Trailé de Uexamen des crachats, 1912,
Masson.

a. Philibert. These de Paris, Les pseudo-bacilles acido-résistants,
1908.

3. Baehm, Centralblalt fitr Bacteriologie Orig., 1912, vol. LXII,
P- 497-

4. K. Berger, Cenlralblatl fur Bakteriologie,1g1o, vol. L1, p.194.
5. Lucas. Thése de Paris, 1912-1913, n° 231.
6. Corone. Thése de Montpellier, 1911.
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concentration bacillaire des crachats tuberculeux auto-
lysés ainsi que celui des crachats autolysés puis homo-
généisés par des techniques dispensant de la centrifuga-
tion, ensemencer quelques crachats sur milieude Pétrof
el enfin pratiquer un certain nombre d’inoculalions
aux cobayes.

Si modestes et si dépourvues d'originalité que soient
nos recherches, on voudra bien du moins reconnaitre
leffort consciencieux que nous avons tenté pour réunir
tant d’éléments divers, les grouper en corps de doc-
trine selon le veeu exprimé par notre Mailre, et en
dégager quelques régles précises destinées a guider et
a armer efficacement médecins et hygiénistes dans la
lutte antituberculeuse.

Orientées presque dés leur début vers les atirayantes
autant qu’importantes questions de phtisiologie, nos
études ont subi l'influence salutaire et féconde des
Maitres dont nous avons été heureux d’inscrire les
noms dans la dédicace placée en téte de ceite these
inaugurale. Sice modeste travail contient quelque chose
de bon et d’utile, c’est leur part plus que la notre et
nous en reportons avec un nouveau sentiment de recon-
naissance 1'honneur sur leur enseignement.

Nous prions M. le professeur Léon Bernard de dai-
gner agréer l'expression toute particuliere de notre
respectueuse reconnaissance, tant pour la grande part
qui revient a son initiative et i ses précieux conseils
dans la thése dont il nous fait aujourd’hui I’honneur
d’accepter la présidence, que pour notre frucltueux
séjour comme externe dans son service de I'hopital
Laénnec, et notamment & la Créche des noarrissons,
oll nous nous sommes efficacement imbu des concep-
tions les plus modernes touchant la prophylaxie anti-
tuberculeuse de I'enfance et de 'ige adulte.

Pour I'inestimable avantage d’avoir été attaché, sous
la direction de M. le Dr Louis Martin, & 'hopital el a
son laboratoire de I'Institut Pasteur, et de servir actuel-
lement comme médecin-assistant sous les ordres de




—_ 17 —

M. le Dr Louis Guinard aux sanatoriums de Bligny, ou
nous avons trouvé un champ d’étude des plus variés et
ot nous avons pu achever notre travail inaugural dans
les conditions les plus favorables, nous offrons i ces
deux Maitres bienveillants et respectés 'hommage cor-
dial de notre profonde gratitude.

Qu'il nous soit permis en terminant d'exprimer nos
respectueux el bien sincéres remerciements a MM. les
professeurs A. Calmette et F. Bezancon, dont les
ouvrages nous ont été trés utiles a consulter et ont fourni
une ample mati¢re 4 nos emprunlts.







LES METHODES BACILLOSCOPIQUES

DANS LE DIAGNOSTIC DE LA

TUBERCULOSE PULMONAIRE

PREMIERE PARTIE

CHAPITRE PREMIER

APERCU HISTORIQUE ET GENERALITES PRELIMINAIRES

1l n’entre pas dans notre sujet de refaire en entier I'his-
toire de la tuberculose. Cependant nous devons rappeler
que la contagiosité de cette maladie entrevue des la plus
haute antiquité, puis niée par nombre de médecins, tandis
quelle élait admise par quelques esprits clairvoyants tels
que Morgagni (1682-1771), Cotugno (1782), Raulin (1784) et
ce Pierre Desault (1675-1937), dont M. le D* P. Mauriac (1)
vient de nous faire connaitre la vie et les écrits, fut scienti-
fiquement démontrée et définitivement confirmée par les
remarquables travaux de Villemin (1865-1868) et de ses
continuateurs. Parmi ceux-ci il est juste de citer les noms
de Chauveau, Arloing, Toussaint, Klebs, Cohnheim, Baum-
garten, H. Martin, Musgrave-Clay. Mais, tout en inoculant

avec succés des substances tuberculeuses aux animaux, -

ces expérimentateurs ignorérent assez longtemps la nature
essentielle de Vagent contagicux. Ce fut Robert Koch (2), de

1. Mauriac (P.), Pierre Desault, Bordeaux, impr. Gounouilhon,
1923.

a. Koch, Die Etiologie der Tuberkulose, Berl. Klin. Wochenschrift,
1882, n* 15 et die AMilttleit lungen aus dem Kais. Gesundheitsamle,
1884, vol. IL. Berlin.
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Berlin, qui arriva a isoler et a cultiver le bacille de la tuber-
culose et proclama sa découverte le 10 avril 1882, Procé-
dant directement des idées pastoriennes, la théorie micro-
bienne de la tuberculose est désormais solidement établie.
L’agent ordinaire de Ia conlagion est le crachat, I'élément
pathogéne est le bacille de Koch. Clest a mettre en évidence
ce bacille, et par suite & préciser avec certitude le diagnostic
de tuberculose, que tendent avec plus ou moins de succés
toutes les méthodes que nous aurons a étudier.

Prélévements des excréta tuberculeux

Avant d’aborder 'étude détaillée des méthodes bacillos-
copiques nous allons consacrer une page 4 la question non
négligeable du prélévement des substarices a examiner. Get
acte, le plus élémentaire de la technique de laboratoire,
doit &tre fait le plus soigneusement possible, car cest du
soin avec lequel il aura été fait que dépendront dans une
certaine mesure les résuliats des recherches entreprises.

Les crachats sont recueillis dans n'importe quel récipient,
pourvu que celui-ci soit stérile, sec et ne contienne pas
d’antiseptique. La boite de Pétri constitue le meilleur des
crachoirs d’analyse (1).

On doit autant que possible ne recueillir que les crachats
du matin.Le malades’abstiendra d'v mélanger des particules
alimentaires, si minimes soient-elles. Il s’efforcera également
dene méler aux matiéres purulentes du crachat que le moins
possible de salive.

Si le sujet est un tousseur et qu’il expectore facilement,
il pourra aisément fournir deux ou trois crachats, nombre
suffisant pour les examens que I'on se propose. Ces exa-
mens doivent toujours étre effectués dans lo délai le plus
bref.

Si le sujet ne crache pas parabsence de sécrétions broncho-
alvéolaires, on peut brovoquer ces sécrétions par des médi-
caments appropriés a cet effet. On s’adresse d’ordinaire, soit

1. En matiére d’expertise médico-légale (réforme militaire, pen-
sions, assurances, régime pénitentiaire), il est nécessaire de s’assu-
rer de l'authenticité de la provenance des crachats; dans ces cas
le malade est invité a expectorer en présence de celui qui est chargé
de leur examen. Etiqueter le récipient et les lames avee le nom et
le numéro du malade.
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aliodore de potassium, soit & la terpine. On donne l'iodure
de potassium & la dose de deux cuillerées & soupe par jour
dans la potion suivante :

Iodure de potassium. . .
Oxyde blanc d’antimoine .

dd o gr. Ho

Julep gommeux. . . . . . 120 gr.

Vu l'action congestive de ce médicament, il sera quelque-
fois prudent de lui préférer la terpine. que l'on adminis-
trera en cachets, 4 raison de deux cachets parjour et'pendant
trois jours :

Terpine . . . . . . . . . . . ogr. 75
PoudredeDover . . . . . . . . ogr. 5o
Pour un cachetn’ 6

Quand le sujet ne fournit pas de crachats parce qu’il les
déglutit, ce quiest la régle chez les enfants au-dessous de sept
ans, on peut recueillir un ou deux crachats par I'artifice sui-
vant : on excite la muqueuse pharyngée avee l'extrémité du
petit doigt ou a I'aide d’un miroir laryngoscopique dont la
face réfléchissante est tournée vers le larynx ; un réflexe
nauséeux est provoqué par I'attouchementdu voile du palais
et bientot suivi de l'expulsion d’un crachat que l'on recoit
sur 'extrémité du petit doigt ou sur la face réfléchissante
du miroir. '

Certains sujets adultes déglutissent leurs crachats sans
s’en apercevoir, tels les individus qui dorment la bouche
ouverte par suite d'une airésie des foses nasales et refoulent
leurs séerétions bronchiques dans le tube digestif. Dans ces
casil y a lieu de recourir au tubage de l'estomac. On pra-
tique cette opération le matin. Si elle est diflicilement ac-
ceptée par les patients ou impossible & exécuter on s’adres-
sera a I'examen bactériologique des selles. Le prélévementdes
selles en vue de la recherche du bacille tuberculeux se fera
de la méme maniére que pour les autres examens coprolo-
giques. On recueillera 50 grammes de matiéres fécales dans
une boite de Pétri en se servant d’instruments stérilisés (1).

1. Pour renseignements plus complets sur les prélévéments on
consultera avec utilité 'ouvrage de MM. Legeay et Liot, Des Prélé-
vemenls. Paris, 1922, Vigot.




CHAPITRE 11

EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT DES CRACHATS
TUBERCULEUX

L’examen microscopique direct du crachat tuberculeux est
la plus ancienne des méthodes bacilloscopiques. C’est celle
qu'employa Koch pour déceler le bacille auquel il a donné
son nom. Cette méthode comporte deux temps : 1° la prépa-
ration sur lames des crachats; 2°leur coloration.

Préparation sur lames. — Le crachat recueilli est
séparé de sa salive et soumis avant sa coloration a dif-
férentes épreuves. Les lames sur lesquellesil est étalé sont
lavées et brossées dans une solution aqueuse d’acide chlo-
hydrique & 10fo. L’anse de platine servant au prélévement
et & I'étalement de la parcelle purulente & examiner est tou-
jours flambée 4 la flamme du bec Bunsen ou a celle de la
lampe a alcool ; avant de prélever la partie purulente du
crachat on a soin de refroidir 'anse de platine, parce que
I'excés de calorique pourrait déterminer une stérilisation
plus ou moins compléte de la substance & examiner.

L’étalement du crachat sur lame ne se pralique qu'avec
I'anse, si on veutexaminer en méme temps les éléments cel-
lulaires de la préparation. Si on se borne 4 rechercher les
bacilles de Koch, on peut étaler une parcelle purulente du
crachat entre deux lames; on obtient ainsi des étalements
trés minces et trés uniformes, ce qui facilite la numération
des bacilles. '

La préparation étalée est séchée, soit par un séjour de dix
minutes & I'étuve & 37 degrés, soit en la passant trois fois
rapidement dans la lampe du braleur. La préparation étalée
et séchée est ensuite fixée. LLa fixation s’obtient en faisant
séjourner cing minutes la lame dans un bain d’alcool absolu
ou dans un bain d’acide chromique a 1 0/0 ; ce dernier fixa-
teur est le meilleur pour les éléments cellulaires.




La préparation étalée, séchée et fixée est colorée par
P'un des nombreux procédés que nous allons décrire. Ces
techniques de coloration du bacille de Koch contenu dans les
crachats,quoique fort nombreuses, possédent toutes un carac-
tére commun, a savoir que ce bacille ne se colore bien qu’a
chaud et avec des colorants éncrgiques, et qu'une fois coloré
il résiste a I'action décolorante des acides, alcools et autres
substances connues comme étant de puissants décolo-
rants (1). ‘

Coloration de Koch. — La réactlion colorante qui permit
vers 1881-1882 4 ce savantd’isoler le bacille tuberculeux des
erachats mérite d’étre rappelée, ne fut-ce qu’a titre de docu-
mentation historique. Voici la composition du colorant
employé par le bactériologiste allemand.

Solution alcoolique concentrée de bleu de méthyléne. 1 emc,
Eaudistillée ......... .. ... . . ol 200 cmc.
Solution de potasse A 100/0.... ... ... ... ........ 0 cme. 20

Koch laissait séjourner la préparation vingt-quatre heures
au contact du colorani, puis la lavait quelques secondes -a
I'eau distillée. Le fond était ensuite coloré par une solution
aqueuse concentrée de vésuvine. Le bacille de Koch appa-
raissait sous la forme d’'un batonnet bleu se détachant sur un
fond uniformément brun.

Coloration d’Ehrlich. — La technique de Koch fut recon-
nue infidéle ; Erhlich (2) dés 1882 y proposa deux modifica-
tions.

Dans un premier procédé il faisaitl agir le violet de gen-
tiane aniliné & chaud. La préparation colorée était soumise
a I'action décolorante de I'acide azotique dilué dans I'eau aun
tiers. Les bacilles tuberculeux gardent alors la couleur vio-
lette et apparaissent presque noirs, tandis que les autres
microbes et les cellules prennent une teinte grise. ‘

Dans un procédé ultérieur Ehrlich (3) préconisa la fuchsine

1. Le bacille de Koch est un bacille acido-résistant, ¢’est-2-dire que,
coloré par la fuchsine puis soumis a l'action d’un acide, il garde la
coloration. C’est en méme temps unbacille alcoolo-résistant (Bezang¢on),
c’est-a-dire qu'il garde sa coloration, malgré laction prolongée de
r'alcool absolu. Cette derniére propriété permet de le distinguer des
aunlres bacilles acido-résistants.

2. Ehrlich, Deutsche med., Wochenschrift, 1882, n° 19.

3. Charité Annalen, vol. 11, p. 123, 1882.

H. Lorion 2
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anilinée ou chlorhydrate de rosaniline, comme étant le meil-
leur colorant du bacille de Koch.

Techniques de coloration dua bacille de Koch
par la fuchsine phéniquée

Technique de Ziehl-Neelsen (1). — En 1882-1883
Ziehl et Neelsen précisérent chaque temps de la coloration
d'Ehrlich, ils en fixérent en particulier rigoureusement la
durée et surtout ils donnérent une nouvelle formule du colo-
rant. Voici d’abord la composition de la fuchsine phéniqudée
de Zijehl:

La fuchsine employée est une fuchsine basique et non une
fuchsine acide ou « Sauerfuchsine », qui est a rejeter, car les
bacilles colorés par celle-ci se décolorent trés facilement par
les acides.

Broyer dans un mortier 1 gramme de fuchsine avec
5 grammes d’acide phénique neigeux, puis ajouter en conti-
noant 4 broyer 10 centimétres cubes d’alcool absolu, s’arré-
ter quand il n'existe plus de particules solides dans la solu-
tion alcoolique. Ajouter 60 centimétres cubes d’eau distillée,
verser dés ce moment le contenu du mortier dans un flacon
laver le mortier. et le pilon avec les 4o centimétres cubes
restants.

Voici maintenant les différents temps de la technique indi-
quée par Ziehl-Neelsen :

Faire agir la fuchsine phéniquée a froid sur la préparation
vingi-quatre heures, ou bien deux heures a 'étuve & 37 degrés,
plus rapidement encore, en dix minutes, par l'intermédiaire
de la platine chauffante jusqu’'a émission de vapeurs et en
s’abstenant de faire bouillir le colorant surla lame. Un pro-
cédé un peu délicat consiste 3 maintenir la fuchsine au con-
tact du crachat étalé a l'aide d’un petit carré de buvard
imbibé de colorant, et a chauffer la lame a quatre ou cingq
reprises en la passant dans la ffamme d’'un bec Bunsen et en
s'abstenant toujours de faire bouillir le colorant.

Egoutter le colorant. Faire subir deux minutes I'action
décolorante de 'acide nitrique dilué au 1/3, ne pas tremper

1. Deutsche med. Woch., 1882, p. 451; 1883, p. 247. Ceniralbl. fir
med. Woch., 1883, p. 6co.
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la préparation encore chaude dans le bain acide. Laver &
I'eau, la couleur rose réapparait, ce qui peut nécessiter, si
elle est trop intense, un second bain dans P'acide nitrique.
Action décolorante de 'alcool absolu pendant cinq minutes.
Laver a 'eau et colorer le fond cinq minutes par le bleu de
méthyléne alcoolique suivant :

Bleu de méthyléne. . . . . . . . 1 gr.50
Alcool absolu. . . . . . . . . 10 gr.
Solution aqueuse phéniquée a 5 ofo . 100 gr.

Laver et sécher. Examiner. Le bacille de Koch apparait
coloré en rouge sur fond bleu pale.

Techniques de Zichl-Neelsen modifiées

Les modifications qu'on a fait subir a la coloration de Ziehi-
Neelsen ont porté surtout sur le temps de décoloration par
les acides; un grand nombre de substances ont pu étre
essayées, les unes sans succes, les autres avee des résultats
égaux i ceux obtenus par I'ncide nitrique ; de méme, pour
que le bacille de Koch coloré en rouge par la fuchsine se
détache le plus nettement possible, un grand nombre de
colorants du fond de la préparation ont été proposés pour
remplacer le bleu de méthyléne adopté par les premiers
expérimentateurs.

TECHNIQUES S ADRESSANT A DES AGENTS DECOLORANTS
AcipEs (1)

Neelsen fait agir I'acide sulfurique diluéau 1/3 ou 1/4 pen-
dant deux minutes ; Orth emploie Pacide chlorhydrique a
I 0/o et le fait agir dix minutes. Ges deux auteurs ont obtenu
les mémes résultats qu'en employant 'acide nitrique dilué
au 1/3.

L’acide acétique agissant dix minutes a été préconisé par
Pétri ; acide lactique 4 5 ofo pendant un quart d’heure et
P'alcool lactique & 2 o/o ont donné de bons résultats a Hauser
et & Lesieur.

Les acides suivants en solution faible n’ont pas d’action
décolorante, en solution concentrée ils altérent les bacilles :
l'acide tartrique & 10 o/o, lacide citrique a 10 0/0, Vacide
formique { Watson, Cheyne), I'acide oxalique 4 2 o/o agissant

1. Citées par Philibert. Thése Paris, 1908.
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de trente 4 soixante minutes n'ont donné que de médiocres
résultats:

TECHNIQUES S’ADRESSANT A DES AGENTS DECOLORANTS
OXYDANTS

Technique de Rondelli (1). — La décoloration de la pré-
paration se faiten deux ou trois minutes avec de l'eau de javel
préparée en dissolvant d’'une part 6 grammes d’hypochlorite
de chaux dans 6o grammes d’eau, d’autre part 12 grammes
de carbonate de potasse dans 4o centimétres cubes d’eau. On
filtre les solutions séparément et on les mélange avant de
s’en servir. Le fond des préparations décolorées avec ce
liquide devient brunétre, il est donc inutile de le recolorer.

Technique de Miiller (2). —On décolore la préparation
par une solution alcoolique (alcool a 70°) de bicarbonate de
soude 4 10 ofo pendant quinze minutes, ou pendant cing &
dix minutes dans 'eau oxygénée & 12 volumes, alcalinisée &
la soude.

Technique de Kiihne-Borrel (3). — Coloration & chaud
par la fuchsine phéniquée. Décoloration incompléte pendant
quinze secondes & l'aide de la solution de chlorhydrate d’ani-
line & 2 ofo. Action de l'alcool absolu jusqua décoloration.
Par l'action du chlorhydrate d’aniline différents éléments
ont été sensibilisés d’une facon spéciale : en effet, sauf le
bacille tuberculeux, toutes les cellules et tous les autres mi-
crobes sont décolorés par 1'alcool absolu. Colorer le fond par
le bleu de méthyléne.

Technique d’Ehrlich-Konrich (4) (1920). — Coloration &
chaud par l: colorant de Ziehl. Lavage rapide & l'eau cou-
‘rante. Action de la solution aqueuse de sulfite de soude
anhydre 4 10 ofo pendant dix minutes. Lavage &4 I'eau. Colo-
ration terminale quinze & trente secondes avec :

Vert malachite. ... PN bo parties
Eau............... e 100 parties

1. Rondelli-Buscaroni, Centralb. f. Bakt., vol. XXl, p. 70, 1897.
2. Miiller, Centralb. fior Bakt., vol. XXIX, p. 791, 1901.

3. Kiihne, Centralb. fir Bakt., vol, XXI, p. 7o, 1897.

4. Konrich, Deutsche med. Wochenschrift, igao, p. 745.
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TECHNIQUES REUNISSANT EN UN SEUL TEMPS L'EPREUVE DE
-L’ACIDO-RESISTANCE ET LA COLORATION DU FOND DE LA
PREPARATION

Technique de Frankel-Gabbet (1). — Coloration & chaud
par la fuchsine phéniquée. Faire agir ensuite deux minutes
la solution :

Bleu de méthyleéne........ en exces
Acide sulfurique.......... 25 gr.
Eau distillée.............. 100 gr.
Alcool.........ooviiann. 50 gr.
Technique de Gépéde (2). — Coloration a chaud par la

fuchsine de Ziehl. Faire agir ensuite le colorant préparé de
la facon suivante :

Bleu de méthyléne en exces.
Solution A. ¢ Acide lactique pur 4o cc.
Eau distillée 160 ce.

Mélanger la solution A avec l'alcool absolu dans les pro-
portions :

Alcool absolu............. 4 parties .
Solation A................ I partie

Laisser au contact de la préparation pendant cinq minutes,
laver ensuite 4 'ean, sécher.

TELHNIQUES S8’ADRESSANT A UN AUTRE COLORANT DU FOND
QUE LE BLEU DE METHYLENE

Technique de Karl Spengler (3). — Colorer par la tuch-
sine phéniquée & chaud ; laver; passer a l'alecool saturé
d’acide picrique deux a trois minutes; laver a I'alcool a
60 degrés et a 'acide nitrique 4 15 ofo pendant vingt 4 vingt-
cinq secondes ; laver a l'alcool jusqu'a décoloration parfaite
et a I'eau courante ; colorer de nouveau a l'alcool picriqué.

1. Frankel-Gabbet, Centralblatt jiir Bakt, vol. XXIX.
2. Cépéde, Académie des Sciences, 25 février 1918.
3. Spengler, Deutsche med. Woch., 1907, n° g, p. 337.




Technique de Spengler-Tribondeac {1)-Joetten-Haar-
mann (2). — Méme technique que celle de Ziehl-Neelsen.
Colorer le fond cing minutes avec l'alcool picriqué {alcool 6o.
Acide picrique 40).

Technique de Bender (3). — Colorera chaud par la fuch-
sine phéniquée. Décolorer deux minutes a l'aleool chlorhy-
drique 4 3 o/o

Colorer le fond a l'alcool picriqué de Spengler.

Technique de Schulte Tigges (4). — Méme technique
que celle de Konrich. Coloratiou du fond par l'alcool picri-
qué.

Technique de Biot (5). — Coloration habituelle par la
liqueur de Ziehl ; aprés l'action de Pacide nitrique soumnettre
la préparation 4 laction d'un bain de formol & 4o o/o. Colo-
ration du fond par 'alcool pieriqué.

Techniques de Kronberger (6) et Porges (7). — Mémes
techniques que celle de Ziehl-Neelsen. Colorer le fond deux
minutes par :

Teinture d’iode a 15 o/o. . ... 1 partie
Alcoola 6o®...........cnen 4 parties
. (Kronberger)
ou seulement quelques secondes avec :
Teinture d'iode a 10 0/0........ ... 02 parties
Acide chlorhydrigue concentré. ... . 8 parties
(Porges)

Technique de Weiss (8). — Le fond est coloré cing mi-
nutes avec :

Permanganate de potassinm......... ogr. I
Eau distillée.............c.oooeelet 100 gr.
Technique de Marx {g). — Le fond est coloré aprés avoir

traité la préparation trois secondes par une solution de

I
2
3
4
5.
6
)
5
9

. Tribondeau, C. R. Société de Biologie. Paris, 1917, p. 780-782.
. Jeetten-Haarmann, Miitnchener med. Woch., 1920, p. 693.

. Bender, Centralb. f. Bsk. 8, 1921, p. 461-467.

. Schulte-Tigges, Deulsche med. Wochenschrift, 1920.

Biol, Gazette des hopilanx, 8 janvier 1914, p. bo.

. Kronberger, Beitrage s. Klinik d. Tub. Vol. XVI, fasc. 2

. Porges, Miinchener med. Woch., 1616, p. 1164

. Weiss, Zeitschrift fir Tub., 1919, p. 330

. Marx, Miinchener med. Wochenschrift, 1. XVI, 1919, p- 416.
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« chrysoidin » & 3 oo avec le bleu de Neisser pendant
cing minutes.

Technigque d'Ulrich (1). — Colorer le fond trente
secondes avec :

Acide chromique a60°........ 1gr.
Alcool absolu........... ..... 100 gr.

Technique de coloration du bacille de Koch par
d’autres colorants que la fuchsine

Le bacille de Koch peut se colorer par d’autres colorants
que la fuchsine phéniquée et étre différencié des éléments
voisins avec la méme rigueur. Meilliére (2) dés 1913 proposa
une coloration du bacille de Koch dans les crachats par le
eristal violet de Griibler aniliné; cette technique fut peu
employée, la coloration de Ziehl-Neelsen étant alors univer-
sellement adoptée. Mais plus tard, pendant la guerre, en
raison de la pénurie et dela mauvaise qualité de la fuch-
sine, de nombreux laboratoires d’armée firent usage pour
colorer le bacille de Koch, soit du cristal-violet, soitdu violet
de gentiane, ou bien du bleu de méthyléne, en appliquant a
ces nouvelles techniques {les principes fondamentaux de la
coloration de Ziehl, a savoir: 1° que le bacille de Kochne se
colore bien qu'a chaud ; 2° que c'est un acido-résistant. La
nécessité d'étre aussi complet que possible nous oblige a
signaler ces techniques. Elles peuvent étre utiles actuelle-
ment: si par hasard, on vient 3 étre dépourvu de son colo-
rant habituel, on saura momentanément s'en passer et adop-
ter une technique de fortune.

Technique de Lesieur et Pintenet (3). — Coloreria
chaud pendant trois minutes avec le violet de gentiane phé--
niqué jusqu’a émission de vapeurs. Le violet de gentiane
phéniqué est préparé suivant la méme formule que celui
destiné a 'épreuve de Gram.

Laver légérement & l'eau. Faire agir comme décolorant
I’alcool fort additionné en poids de 30fo, en volume de 20/o0
d’acide lactique pendant quatre ou c¢ing minutes. Colorer le
fond par la solution aqueuse de safranine a 1/500.

1. Ulrich, Deutsche med. Wochenschrift, 1919, p. 468.

2. Meillére, T'ribune médicale, octobre 1913,
3. Lesieur, Pintenet et Jacquet. C. R. Biologie, 1919.
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Technique de Schaedel (1). — Le colorant employé que
Pon fait agir & chaud est lesuivant :

Solution concentrée alcoolique de bleu de méthyléne B. N 1 partie
Eau phéniquée a 20/0........... ettt ra e g parties

Laisser séjourner ensuite deux minutes la préparation
dans uue solution aqueuse d’acide chlorhydrique & 3 ofo.
Colorer le iond deux minutes au brun Bismarck.

Technique de Luisi {2). — Traiter 4 chaud la prépara-
tion par une solution aqueuse saturée de cristal violet. Ajou-
ter au moment de se servir de celle-ci I a III gouttes d’acide
phénique a 5 o/o. Décolorer un instant par l'acide nitrique
a 4o o/o. Laver a I'eau. Colorer le fond & l'aide d'une solu-
tion aqueuse saturée d orange G.

A titre complémcntaire nous signalerons les techmiques
d'Ilermann et de Gasis antérieures aux précédentes ; elles
s’adressent également 3 d’autres colorants que la fuchsine
phéniquée, mais elles sont d’'une manipulation un peu plus
difficile.

Technique d’"Hermann (3). — Colorer 4 chaud pendant
une minute avec le mélange suivant :

Solution de violet de gentiane cristallisé dans I'al-
coolabsolud30/0...cvivenni i il 1 partie
Solution aqueuse de carbonate d’ammoniaque & 1 0o/0. 3 parties

Décolorer quelques secondes par l'acide azotique & 10 0/0
puis par l'alcool 4 g5 degrés jusqu’au bleu pale. Laver rapi-
dement a I'eau distillée. Recolorer le fond avec I'un des colo-
rants :

Solution d'éosine & 10/0, carmin alcoolique (Kayser), brun
Bismarck (Bender), safranine 4 1 o/o (Bochm).

Technique de Gasis (4). — La technique de Gasis repose
sur cette constatation que le bacille de Koch est plus résis-
tant aux alcalis qu'aux acides en raison de sa constitution
chimique.

Employer d’abord comme mordant une solution d’éosine
préparée e la maniére suivante :

Eosine cristallisée.........c............ 1 gr.
Alcool absolu. . . ..o.vv il 5 cc.
Eau distillée.. . ..............

. Schoedel, Deulsche med. Wochenschriﬁ', 1920, t. 46, p. 671.
z. Luisi, Annali d’Hygiene, mai 1922,
3. Hermann, 4nnales de UlInstitut Pasteur, 1908, p. 92.
4. Gasis, Centralblat fir Bakt, vol. L, 1009, p. WI.
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Verser dans un petit flacon d’Erlenmeyer et ajouter gros
comme une lentille de bichlorure de mercure. Chauffer dou-
cement en agitant et faire bouillir jusqu’a dissolution totale
du sublimé. La solution s'éclaircit et abandonne un précipité
qui cst décanté. Mordancer & chaud la préparation avec ce
liquiiie pendant une & dcux minutes. Laver a l'eau puis

Lraiter avee le réactit décolorant alecalin composé comme
suit :

Hydrate de soude. . . . . . . ... .. . ogr.5

lodure de potassium . . . . . . . ... . Igr.

Alcool & B0°. . . . . . ..o 100 cC.

jusqu'a ce que la couleur rouge disparaisse et soit remplacée
par une leinte verdatre. Laver soigneusement a Yalcool
absolu pour éliminer le réactif décolorani, puis passer a I'eau
ot colorer & froid pendant deux ou trois sccondes avec une
solution acide de bleu de méthyléne:

Bleu de méthyléne cristallisé. . . . . . . 1 gr.

Alcool absolu. . . . . . . ... .o 10 cc.
Acide chlorhydrique . . . . .. . .. .- occ. b
Eau distiliée . . . ... ... .. ... .. gocCC.

Laver a l'eau, sécher.

Colorations en séries du bacille de Koch
contenu dans les erachats

Dans les grands centres de triage de tuberculeux, en rai-
son du nombre des malades qu'on peut avoir a examiner et
sur lesquels on doit statuer dans un court espace de temps,
les colorations des préparations sur lames peuvent se faire
avantageusement en séries.

La cuvette que le professeur Calmette a imaginée répond
tout & [ait & cet usage. Llle est en verrc ou en porcelaine,
rectangulaire, de la hauteur d’'une lame de verve ordinaire
(95 mm.), le couvercle est mobile et porte douze fentes,
chacune de celles-ci ayant 'épaissear d’une laroe. l.a cuvette
est remplie du colorant que I'on doit faire agir (Ziehl, violet
de gentiane) ; toute la partie des lames qui porte I'étalement
de crachats s’y trouve plongée verticalement ; on peut inscrire
un numeéro d’ordre sur la partie émergente qui reste a 'abri
du colorant. On laisse séjourner les préparations pendant

oot
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deux heures a I'étuve 4 38 degrés ou vingt-quatre heures 4
la température du laboratoire.

M. Alliot a imaginé un appareil assez compliqué permet-
tant de colorer & chaud en dix minutes douze préparations
a la fois (1).

Résultats de Pexamen mieroscopigque direct

Les préparations de crachats sur lames étalées et colorées
sont examinées au faible grossissement du microscope
(objectif 1 ou 2),puis au fort grossissement (objectif & immer-
sion au t/12). Le bacille de Koch vu an microscope dans
ces préparations se présente sous la forme d'un batonnet de
longueur variable ; les bacilles les plus longs mesurent de
64 7, les plus courts n’ont guére que 1 4 2 , la majorité
mesure de 3 & 4 .. Le bacille de Koch apparait coloré en
rouge par la technique de Ziehl-Neelsen ou par une de ses
dérivées ; il est violet par les techniques de Biot, de Luisi
et de Lesieur et Pintenet ; coloré suivant la technique de
Gasis, il est rose pile ; suivant la technique d’Hermann il
est bleu.

Le bacille tuberculeux se détache plus ou moins bien du
fond de la préparation. Le choix du colorant du fond a son
importance, il ne doit pas &ire choisi au hasard ; nous ver-
rons plus tard quelles variations peuvent &ire obtenues dans
les résultats en adoptant tel ou tel colorant du fond dela
préparation.

Le bacille de Koch, coloré suivant les techniques que nous
avons exposées, est uniformément teinté ; pourtant le colo-
rant peut se fixer plus vivement en certains points plus qu’a
d’autres ; le bacille prend alors un aspect granuleux qui est
trés net lorsqu’on le colore par des procédés spéciaux ayant
pour but de mettre en évidence les granulations bacillaires,
mais ce sont 14 des techniques assez délicates, d'une valeur
pratique discutable et qui ne peuvent étre étudiées ici sans
sortir du cadre que nous nous sommes imposé au début de
ce travail.

Numeération bacillaire. — L’examen direct microsco-
pique permet de numérer les bacilles sur une préparation,
mais celle-ci doit étre aussi mince et anssi uniforme que pos-

1. Revue d’hygiéne et de Police sanitaire, 1920, p. 759.
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sible ; on compte le nombre de bacilles trouvé dans dix a
vingt champs, on fait la moyenne qui correspond a an
tableau de numération lel que les deux spécimens ci-joints :

EcHELLE DE GAFFSKY

N 1. De un a quatre bacilles sur toute la préparation.
Ne o, Un bacille sur quelques champs.

~No 3. Un bacille sur chaque champ.

N* 4. De deux a trois bacilles sur chaque champ.

Ne 5. De quatre a six —

N+ 6. De sept a douze —

Ne* 5. Plus de douze —

Ne 8. Beaucoup. :

Ne g Enormément.

Nejo. Incomptable. Bouillon de culture.

EcaeELLE pE M. LE D* GUINARD

Ne 1. Un a cinq bacilles sur toute la préparation.
N° 2. Un a deux bacilles sur quelques champs.
N° 3. Un a denx bacilles sur chaque champ.

N° 4. Trois & quatre —

Ne 5. Ging a sept —

Ne 6. Huit a dix —

Ne 5. Onze & quinze —

No 8. Seize 4 vingt-cing —

Ne g. Plus de vingt-cinq —

Ne1o. Enormément. Bouillon de culture.

Valeur diagnostique de 'examen direct

Examen direct positif. — La présence du bacille d¢ Koch
décelée 4 'examen direct a une valeur diagnostique considé-
rable, pathognomonique, elle fournit la preuve irréfutable
de la tuberculose pulmonaire, la clinique et la radiologie pré-
cisant la marche et 1'étendue des lésions anatomiques. Toute-
fois sirigoureuses que soientles techniques que nous venons
d’étadier, elles ne sont pas exemptes de criliques L’erreur
que l'on peut étre le plus exposé 4 commetire, c'est de von-
fondre le bacille de Koch contenu dans les crachats avec des
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bacilles acido-résistants, aussi difficiles a colorer mais moins
résistants & I'action décolorante des acides et surtout de I'al-
cool.

Les cas dans lesquels on trouve ces bacilles acido-résis-
tants sont relativement rares. Nous rappellerons sommai-
rement quelques faits signalés par un certain nombre d’au-
teurs : Frankel, Pappenheim, L. Rabimovitch ont rencontré
des bacilles acido-résistants dans des expectorations de
gangréne pulmonaire, Miinchener dans celles de la dilata-
tion bronchi'ie, Corone dans des lésions simulant la tubercu-
lose pulmonaire (vérification nécropsique), Loob et Maller
ont vu ces acido-résistants contenus dans la salive, dans le
beurre et la créme.

Quelle valeur doit-on accorderala morphologie du bacille
de Koch contenu dans les crachats ?

Le professeur Calmette, dans ses derniers travaux concor-
dantavecceux de MM. Bezangon et Rollot (1), Pissavy et Ro-
binne (2),a pu conclure que « la morphologie des bacilles pas
plus que la prédominance d’éléments bacillaires granuleux ne
sauraient & I'heure actuelle avoir d’intérét tant au point de
vue diagnostic qu’au point de vue pronostic » 3).

Quelle valeur doit-on accorder an nombre de bacilles
de Koch trouvés sur une préparation ?

Voici d'aprés Jacob I'opinion admise actuellement 4% :

« La notion du nombre des bacilles est dépourvue d’inté-
rét lorsqu’on examine un crachat pour Ila premiére fois.
Les bacilles peuvent 2tre peu nombreux dans les formes
franchement évolutives et se montrer en grande quantité
dans des formes torpides a évolution favorable. C'est seule-
ment lorsqu’on suit chez le mdme malade I'évolution de sa
maladie par des examens de crachats répétés que l'on peut
établir un rapport entre I'évolution clinique et la diminution
oul'augmentationdu nombre debacilles dans Pexpectoration.
Aucours d'une poussée évolutive, si celle-ci doit évoluer
heureusement, le nombre des baciiles diminue, 4 I'examen
direct, d’'un examen 4 I'autre ; ensuite ils ne sont décelés que
par I'homogénéisation et enfin par I'inoculation au cobaye.
Dans les tuberculoses fibreuses les bacilles de Koch sont

I. Bezangon et Rollot, Revue dela tuberculose, 1gar1.

2. Pissavy et Robinne, Revue de la tuberculose, 19a:.
3. Cité par Jacob, Journal médical  francais, sept. 1923.
4. Jacob Journal médical francais, sept. 1ga3.




souvent difficiles & mettre en évidence a 'examen direct(1}.»

Examen direct négatif. — L'absence de bacilles de Koch
constatée dans 'expectoration n'a de valeur que sielle porte
sur un grand nombre d’examens, sullisamment espacés, con-
venablement exécutés. Il y a lieu de vérifier également siles
produits examinés viennent bien du poumon et non du naso-
pharynx et si les crachats proviennent réellement du sujet
en observation (2). Au début de la tuberculose pulmonaire,
dans la période latente, les crachats sont irés peu bacilli-
féeres; il y a lieu & ce moment de multiplier les examens
directs ou de s’adresser a des méthodes plus rigoureuses,
surtout si les signes cliniques, radiologiques et généraux
sont d’aceord pour faire porter le diagnostic de tuberculose
pulmonaire.

Au cours d’'une pleurésie séro-fibrineuse tuberculeuse,
on doit multiplier les examens directs ; si ceux-ci sont
toujours négatifs on pourra, affirmer lintégrité de la cor-
ticalité du poumon. Dans certaines formes de sclérose
pulmonaire, d’emphyséme pulmonaire, les crachats expec-
torés sont négatifs 4 U'examen direct; c’est dans ces cas que
l'on doit saisir I'occasion de certains événements qui condi-
tionnent des décharges bacillaires (poussée fébrile légére,
hémoptysie, période menstruelles) pour répéter les examens.

1. Jacob, Examen des crachalts tuberculenx (Journal médical fran-
cals, sept. 1913).
2. Voir note page 14.




CHAPITRE 111

METHODES I'ENRICHISSEMENT DES GRACHATS TUBERCULEUX
’ EN BACILLES DE KOCH

Nous disposonsactuellement de deux principales inéthodes
d’enrichissement des crachats tuberculeux en bacilles (¢
Koch : 1° L’homogénséisation parles substances chimiques :
2° L'autolyse des crachats i la chaleur.

Enrichissement des erachats par homogénéisation

L’homogénéisation des erachats tuberculeux est presque
contemporainede la découverte du bacille de Kocl par I'exa-
men direct, puisque c’est en 1886 que Biedert eut l'idéc de
cencentrer unsachat sous un petit volume et de recueillir
tous les bacilles qui y étaient contenus. [’examen microsco
pique direct répété, malgré les colorations les plus fines, es
quelquefois impuissant a déceler le bacille de Koch conlenu
en petit nombre dans un crachat, et I'observation de ce fait
avait frappé dés le début la plupart des expérimentateurs,
Le volume d"un crachat étalé sur une lame ne dépasse pas un
millimétre cube, beaucoup de crachats ne contiennent guére
plus de dix bacilles par centimétre cube, c’est-a-dire un vo-
lume mille fois plus grand qu’un étalement, il est donc abso-
lument indispensable de réunir sur une seule lame les rares
bacilles-contenus dans 2 ou 3 centimétres cubes de crachats.

C’estla lebut que poursuiventtoutes les méthodes d’homo-
géinisation. La recherche de ce résultat comporte deux
phases, quelle que soit la méthode employée :

1° Détruire le stroma, la charpente de mucine dans laquelle
les bacilles sont emprisonnés, immobilisés. Transformer

‘ainsi cette masse visqueuse en une masse fluide homogéne
par un agent chimique ou physique.

Cette premiére partie constitue I'homogénéisation du cra-
chat.
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2° Collecter les bacilles épars dans le liquide homogénéisé
soit a la surface de celui-ci, soit au contraire au fond du tube
qui le contient.

Pour fluidifier les crachats on s’est adressé tantot a des
substances chimiques, taniét i la chaleur, d’autres fois a des
produits biologiques.

Pour collecter les bacilles on a pu au début les recueillir
par sédimentation (procédé actuellement abandonné). Dans
la majorité des cas on s’adresse maintenant a la centrifuga-
tion. Les bacilles de Koch sont collectés soit dans le culot de
centrifugation, soit &4 la surface du crachat homogénéisé ;
mais la collection des bacilies par centrifugation est dominée
par des données physiques que MM. Bezancon ct Philibert
ont bien précisées. Pour s’assurer d'une bonne collection des
bacilles & la surface du liquide ou dans le culot de centrifu-
gation, il faut tenir comypte de la différence de densité exis-
tant entre le bacille de Koch (D = 1010-1080) et la densité
du crachat homogénéisé.

Les crachats fluidifiés par la lessive de soude, I'eau de
chaux, 'ammoniaque, le carbonate de soude en solution a
0,6 0/0 ontune densité inférieure d 1010. Aprés centrifugation,
tous les bacilles plus lourds que ces liquides tombent au fond
du culot.

Les crachats fluidifiés par I'eau de Javel, 'antiformine pure
ou trés peu diluée, I'eau salée 4 25 o/0, l'acide borique ont
une densité supériecure i 1010. Pour faciliter la collection des
bacilles a4 la surface du liquide et par centrifugation, on
ajoutetoujours un liquide visqueux etléger,la ligroine, éther
du pétrole, dont les fines gouitelettes adhérent aux bacilles
de Koch et les entrainent en haut, grice a leur faible densité
et a leur viscosité.

Les crachats fluidifiés par l'acide borique pur, par l'eaun
de chaux, I'acide phénique, ont une densité comprise entre
1010 et 1080, les bacilles flottent « entre deux eaux» ; on
abaisse la densit¢ du crachat homogénéisé en y ajoutant
une petite quantité d'alcool 2 g5 degrés; la collection se fait
dans le culot du tube a centrifuger.

Classilieation des techniques d’homogénéisation

La classification que nous adoptons est celle qui a été
précédemment employée par Ellermann et Erlandsen,
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Bezancon et Philibert. Elle repose sur la nature de l'agent
homogénéisateur du crachat. Nous ne citerons parmi les
techniques anciennes que celles qui peuvent servir i expli-
quer la genése d'autres plus simples et actuellement uti-
lisées.

TECHNIQUES D’HOMOGENEISATION PAR DES SUBSTANCES
ALCALINES

Technique de Biedert (1). — Prendre 15 centimétres
cubes de crachats, les mélanger a 3o centimétres cubes
d’ean distillée froide, ajouter VIII 3 XV gouttes de lessive
a4 0,02 ofo. Faire bouillir dans une capsule en agitant
progressivement, puis ajouter 6o a4 go centimétres cubes
d’eau. Abandonner pendant quarante-huit heures a la tem-
pérature du laboratoire ce mélange dans un verre conique.
Les crachats sont recueillis par sédimentation dans le culot.
Décanter le liquide surnageant. Prélever le dépét, étaler,
colorer par la technique de Ziehl-Neelsen. Cette technique a
été l'objet de perfectionnements surtout de la part d’Eiler-
mann et Erlandsen et de la part de Bezangon et Philibert.

Technique d’Ellermann-Erlandsen (2). — Prélever
10 centimetres cubes de crachats, les mélanger avec cen-
timétres cubes de carbonate de soude 4 6 o/o Placer ce
mélange vingt-quatre heures a I’étuve a 37 degrés. Centri-
fuger et décanter le liquide surnageant, Mélanger un volume
du dép6t avec gquatre volumes d’une solution de soude a
o gr. ab ofo. Agiter vigoureusement, chauffer légérement.
Centrifuger, prélever le nouveau culot aprés décantation,
’étaler sur lame. Colorer par la technique de Ziehl-Neel-
sen.

Technique de Bezancon et Philibert. — Mesurer la
quantité de crachats dont on dispose ; mesurer une quantité
d’eau distillée dix fois supérieure. Mettre le crachat et la
moitié de U'eau dans une capsule de porcelaine, ajouter au-
tant de gouttes de lessive de soude pure qu’il ya de centi-
métres cubes de crachats.

1. Biedert, Berl. KI. Woch., 18 oct. 1886.

2. Ellermann-Erlandsen, Zeitschrift fiir Hy giene, vol. LXI, p. 219.

3. Bézangon et Philibert, Société de Biologie, 10 janvier et 7 fé.
vrier 1go3.
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Chauffer légérement pendant dix minutes sur la flamme
du braleur en agitant et en ajoutant l'eau restante. Laisser
refroidir. Prendre la densité du liquide, ou & tout hasard,

-ajouter quelques centimétres cubes d’alcool a 6o degrés
pour ramener la densité au-dessous de ggg. Répartir dans
quatre tubes a centrifugation. Equilibrer. Centrifuger trois
quarts d'heure  trois mille tours a la minute.

Décanter, prélever le culot, I'étaler sur lame, le colorer
par la technique de Ziehl-Neelsen.

On a simplifié cette technique pour l'adapter au travail
en séries des dispensaires antituberculeux (1). On procéde
de la facon suivante :

Numéroter les crachoirs de 1 a 8 et porter sur un registre
le nom du malade et le numéro correspondant, ce numéro
est le méme pour la capsule dans laquelle le crachat sera
homogénéisé, pour la tare et pour le tube a centrifuger qui
doit recevoir le crachat fluidifié. La capsule n° 1 est portée
sur le plateau de la balance et équilibrée avec sa tare n° 1.
Du coté de la tare mettre un poids de 2 grammes, équilibrer
de nouveau avec un petit morcean de crachat venant du
crachoir d’analyse n° 1. Verser 10 centimétres cubes de " les-
sive de soude & 1 0/00, ce qui correspond 4 1I gouttes de la
solution normale.

Chauffer et agiter comme précédemment.

Ajouter 10 centimétres cubes d’eau distillée avec I'éprou-
vette et porter lentement jusqu’a I'ébullition sur le bain dc
sable. Refroidir et ajouter 5 centimétres cubes d’alcool &
60 degrés. Verser dans le tube a centrifuger no 1. Refaire les
mémes manceuvres pour le crachat n° 2. Equilibrer le tube
a centrifuger n° 2 avec le tube n° 1. Centrifuger quand les
deux derniéres homogénéisations sont terminées. Achever
par les colorations ordinaires.

Technique de Distaso (2).— Procédé simple dont le prin-
cipe estle méme que celui de Bezancgon et Philibert. Fiacerun
fragment de crachat sur une lame, ajouter une goutte de
soude, avec I'aide de la chaleur le mélange est transformé en
une masse gélatineuse qui est étalée sur la lame. Colorer les
bacilles par la technique de Ziehl-Neelsen et le fond dela pré-

1. Bezancon, Philibert et Mathieu, Adaptation de la lechnique
d’homogénéisation de Beszangon et Philibert @ Uusage des dispen-
saires (Revue de la Tub., 1921, n° 6).

a. Distaso, Lancet, 1920.

H. Lorion 3




‘paration & l'aide du vert malachite (solution alcoolique
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saturée de vert malachite une partie, eau dix-neuf parties).
Technique de Guy-Laroche et Virmeaux (1). — Cette
technique est analogue a celle de Bezangon et Philibert,mais
alors que celle-ci exige une centrifugeuse,le procédé de Guy-
Laroche et Virmeaux permet de s’en passer. Au moment de
chauffer le crachat homogénéisé par la soude, ajouter du
chlorure de sodium chimiquement pur 4 la dose de o gr. 25
par centimétre cube, agiter jusqu'a dissolution compléte
au chlorure de sodium. Verser le liquide dans un tube & cen-
trifager et aprés refroidissement ajouter quelques gouttes
d’éther et de ligroine & parties égales. Agiter vigoureuse-
ment en fermant le tube avec le pouce protégé par un papier
plié en quatre. Laisser les bacilles se collecter lentement en
six heures. Les rechercher 4 'aide de l'anse de platine dans
une petite couche grisatre sous-jacente 4 la couche de
ligroine. Déposer les bacilles sur la lame, sécher & V'étuve &
35 degrés, flamber & Falcool. Plonger lalame dans l'eau dis-
tillée et agiter jusqu'a dissolution du chlorure de sodium
préeipité. Colorer par la technique de Ziehl-Neelsen.
Technigue de Fritz Ditthorn, Werner et Schultz (2).—
Cette technique est basée encore sur I'homogéinisation par
un alcalin, elle peut se dispenser de centrifugation.'Diluer
les produits d’expectoration dans leurvolume d’eau distillée,
puis additionner de la potasse 3 15 o/o dans la proportion de
to de solution pour 1oo de crachats. Faire séjourner
vingt minutes au bain-marie a 47 ou bo degrés. Prélever
30 centimdtres cubes du mélange homogéne el ajouter
t eme. 5 A 2 centimétres cubes de liqueur oxyferrichloratée a
2 o/o. Le précipité formé dans lequel se trouve les bacilles
est étalé. Colorer par la technique de Zieh!-Neelsen.
Technique de Kurt-Bauer (3|, Brauer (4). — Mélanger
un volume de crachats.au méme volume d’eau distillée. Agiter
dans un matras de verre avec des perles. Ajouter quelques
gouttes d’ammoniaque, chauffer & 50 degrés pendant vingt
minutes. Ajouter par 10 centimétres cubes de crachats ocme,5
d’une solution de sulfate d’alumine & 10 0/0. Les bacilles sont

1. Laroche et Virmeaux. C. R. Biologie, 1918, p. 1085.

a. Fritz Ditthorn, Werner et Schultz, Centralbl. jur Bak., 31 mars
1917, 0° 79. -

3. Kart Bauer, Deutsche Med. Woch., 15 sept. 1918.

4. Schmitz Brauer, Genlralblaft yiir Bakt., 8o, 1918.
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contenus dans le précipité formé par le sulfate d'aluminium
{Brauer). Etaleret colorer.

Si on dispose d’une centrifugeuse, aprés la formation du
précipité, ajouter quelques centimétres cubes d’'un mélange &
parties égales d’alcool et de chlorolorme. Agiter et répartir
en tubes. Centrifuger. Prélever les bacilles au niveau de la
couche moyenne.

Technique de Khouri {1). — La technique est semblable
& celle de Bezancon et Philibert, mais le liquide homogénéi-
sateur est le réactifd’Y von pour le dosage de I'urée ou hypo-
bromite de soude. .

Préparer cette liqueur en mélangeant dans les proportions
suivantes :

Brome . . . . .+ .« <« 4 o« .. 1 ce.
Lessivedesoude . . . . . . . . 10 cc.
Eau distillée . . . . . . . . . . 10 ccC.

Technique de Gorescu (2). — Nous signalons cette tech-
nique rapidement; la complexité des manceuvres en empéche
Iemploi courant.

Prendre 1oo grammes de crachats, y ajouter 2 ofo d’acide
acétique, agiter quinze & vingt minutes dans un matras Pas-
teur. Filtrer ensuite  travers la tarlatane. Mettre au bain-
marie a 58 degrés trente minutes.Laver le coagulum formé &
I'eaudistillée, ajouter deux ou trois volumes d’eau distillée,
puis une solution de soude caustique a 3o o/o jusqu'a alcali-
nisation du milieu qui apparait lorsque la mucine vire au
jaune translucide. Chauffer Je liquide obtenu jusqu'a ébulli-
tion, le jeter sur un filtre. Recueillir le liquide filtré et le
centrifuger. Laver le culot pour se débarrasser de I'excés de
soude qui empécherait I'adhérence & la lame. Etalement et
coloration par la technique de Ziehl-Neelsen.

TECHNIQUE D' HOMOGENEISATION S’ADRESSANT
A L'EAU DE JAVEL ET A L’ANTIFORMINE

La dissolution des crachats s’obtient trés facilement avec
de l'eau de Javel diluée et additionnée de soude, selon la
technique indiquée dés 1goa par de Lannoise et Girard. Dix

1. Khouri, Journal de Pharmacie et de Chimie, 1921.
a. Gorescu, C. R. Biologie, 29 avril 1g32.
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ans plus tard toute une série d’auteurs allemands reprirent
les travaux des deux Frangais en désignant sousle nom d’an-
tiformine le mélange d’eau de Javel et de lessive de soude.

Technique de de Lannoise et Girard (1). — Prélever
5 centimétres cubes de crachats, les mélanger avee 50 cenli-
métres cubes d’ean de Javel. Agiter, centrifuger et décanter.
Sur le culot laisser tomber V a VI gouttes d'une solution de
soude (4o gr. de Na OH par litre). Remplir le tube d’eau dis-
tillée. Centrifuger. Prélever le dernier culot et étaler. Colo-
rer par la technique de Ziehl-Neelsen.

Technique de Uhlenhut et Xylander (2). — Mélanger le
erachat avec une quantité, variable suivant sa consistance,
d’antiformine a4 13 o/o. Agiter énergiquement quelques
minutes. Centrifuger. Etaler le culot. Colorer.

Technique de Lorentz (3). — Mélanger de 2 4 10 centi-
métres cubes de crachats avec le double ou le triple d'anti-
formine & 15 0/0. Agiter fortement jusqu’a homogénéisation
compléte. Chauffer jusqu’a émission des vapeurs (4). Gentri-
fuger dix minutes et séparer le culot de centrifugation pour
Y'étaler sur lames. Ajouter 1I ou 1II gouttes d’acide acétique
au 1/10 pour neutraliser lexcés d’antiformine.

Technique de Leeffler (5). — Méme procédé que celuide
Lorentz, mais pour faciliter la collection des bacilles dans le
culot de centrifugationil ajoute quelques centimétres cubes
d’'un mélange a parties égales d’alcool et de chloroforme.

Technique du Professeur Calmette (6). — Mélanger
dans un tube centrifugeur plusieurs centimétres cubes de
crachats avec la méme quantité d’une dilution d’antiformine
a 30 0/o dans V'eau ou avec 5 4 1o volumes d’eau de Javel.
Agiter vigoureusement pendant deux & trois minutes et lais-
ser le tube & I'étuve & 37 degrés pendant une nuit ou quelques
heures. Centrifuger. Le liquide surnageant est remplacé par
un égal volume d’eau salée physiologique. Agiter et centri-
fuger de nouveau. Etaler le culot sur lame. Colorer.

1. Presse médicale, 5 mai 1902,

2. Arb. K. K. Gesundheitsamt, vol. XXXIlI, fasc. 1909.

3. Lorentz, Berl. Klinik Wochenschrift, 1911, p. 118,

4. Pour faire tomber les mousses aprés homogéinisation, il est
quelquefois recommandé d’ajouter quelques centimétres cubes d’alcool
a go degrés.

5. Leefller, Deutseche med. Wochenschrift, 1910, ne 43.

6. C »lmette, Injection bacillaire et la tuberculose. Masson, 193a.
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Technique de Faisca (1). — Méme procédé que celui de
Distaso avec cette différence que la solution de soude est
remplacée par une solution d'antiformine & 15 o/o.

TECHNIQUES D HOMOGENEISATION A L'ANTIFORMINE
COLLECTANT LEs BaciLLEs DE Kocn
A LA SURFACE DU CRACHAT

Technique de Haserodt (1). — Prélever un volume de
crachat, le mélanger 4 un volume triple d'une solution d’an-
tiformine & 30 o/o. Laisser a I'étuve & 37 degrés pendant
vingt-quatre heures. Ajouter 1 ou 2 centiméires cubes de
ligroine. Agiter, chauffer au bain-marie 4 6o degrés pendant
dix minutes. Prélever les bacilles avec 'anse de platine au
niveau de la mince pellicule grisatre.

Technique de Koslow (2). — La ligroine est remplacée
par un mélange d’éther et d'acétone.

Technique de Quelme et Houal (3). — Les crachats sont
triturés dans 20 centimétres cubes d’antiformine a 4o o/o
dans un verre & pied pendant une demi-heure.

Ajouter 20 centimétres cubes d’alcool & 6o degrés. Agiter
le mélange. prendre la densité ou ajouter d'emblée quelques
centimétres cubes supplémentaires d'alcool. Verser le tout
dans une ampoule a décantation. Ajouter 20 centimétres
cubes d’éther dans 'ampoule. Agiter deux ou trois de fagon
‘a rendre homogéne. Laisser échapper les gaz par le bouchon
supérieur. Aprés quelques instants de repos le contenu se
sépare en deux couches, et lorsque le liquide inférieur est
devenu trés clair une pellicule se manifeste au point de sépa-
ration avec I'éther. Décanter la couche inférieure en ouvrant
le robinet. Recueillir la couche bacillifére aprés avoir débou-
ché 'appareil.

Technique de Darbés (4). — Prélever 10 centimétres
cubes de crachats, les triturer avec deux fois leur volume
d’eav de Javel ; s’ils sont plus épais chauffer 1égérement.

Préparer une solution de chlorure de sodium chimique-

. Faisca, C. R. Biologie, 1921, p. 1002-1003.

. Haserodt, Hygiene Rundschau, 1909, n° 12.

. Qnelme et Houal, Bullelin médical, 1919, 24 mai, p. 271-373.
. Darbés, thése de Bordeaux, 19a1-1922.

e
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ment pur i saturation (A == 1204) ou une-solution d’hyposul-
fite de soude a 50 ofo (A = 1295).

Répartir le crachat homogénéisé (A = 1035-1040) dans des
tubes 4 essai. Ajouter un volume égal de solution de chlo-
rure de sodium on d’hyposulfite de soude dans chacun des
tubes. Agiter doucement. Ajouter un ou deux centimétres
cubes d’éther. Agiter vigoureusement. Collecter les bacilles
dans 'anneau blanchatre superficiel sans centrifugation. Pré-
lever i 'aide de 'anse de platine,étaler sur lame aprés avoir
déposé une goutte d’huile de vaseline qui assure'adhérence
de la préparation.

TECHNIQUES D'HOMOGENEISATION $'ADRRSSANT A DES SUBSTANCES i
'CHIMIQUES QUI PAR COMBINAISON DONNENT DEL’EAU DE JAVEL :
OU DE L’ANTIFORMINE. i

Technique de Bierry (1).— Prélever 5 centimétres cubes
de crachats,ajouter de 2 4 5 centimétres cubes d’ean distillée
suivant leur consistance, ajouterune goutte d’eau de Javelet
de XX a XL gouttes de soude (solution & 1 o/0). Chauffer
légérement a 38 degrés pendant dix minutes en ajoutant la B -
solution de soude jusqu’a fluidification. Préleverunvolume de
liquide fluidifié, le mélanger a un volume d’eau distillée,
ajouter quelques goutltes d’acide acétique au 1/50 jusqu’'a
apparition du précipité. Agiter, centrifuger, étaler le culot.
Colorer par la technique de Ziehl-Nellsen.

Technique en usage aux sanatoriums de Bligny. —
Prendre un volume de crachats, le meélanger au méme
volume de lessive de soude a 1 o/o. Chauffer légérement,
ajouter une goutte d’eau de javel par centimétre cube. Répar-
tir en tubes a ‘centrifuger, ajouter a l'aide de la pipette
quelques gouttes d’acide acétique au 1/10 jusqu'a apparition
du précipité. Centrifuger, étaler lc culot, colorer.

Technique de Cordonnier (2). — Lc liquide homogénéi-
sateur est I'histuduol, employé par les laboratoires d’armée
durant la guerre. On le prépare de la fagon suivante:

Faire une solution A avec :

Chlorure dechaux . . . . . . . . 25 gr.
Eau distillée . .. . . . . . . . . abo cc.

1. Bierry, C. R. Académie des Stiences, 1916, CLIII.
2. Cordonnier, Bulletin des Sciences pharmacologigues, 1917.




Mettre en contact trois heures, filirer et laver le résidu
avec 125 centimétres cubes d'eau distillée.
Préparer une solution Bavec:

Carbonale de sonde . . . . . . . 50 gr.
Kau distillée . . . . o . o - - - 125 cc.

Mélanger les deux solutions, filtrer ensuite et compléter
par oo centimétres cubes d’eau.

Prélever dix centimétres cubes de crachats, les mélanger
dans un ballon contenant des perles de verre 4 5 centimeétres
cubes du liquide homogénéisateur. Laisser en contact jus-
qua homogénéisation. Collecter les bacilles en surface a
Vaide de la ligroine et par centrifugation.

Technique de Barberio (1). — Les auteurs se sont basés
sur la réaction chimique .

Ca O ClI* 5 Co* Na* == ClO Na -~ Na Cl + Co*Ca

pour préparer de I'bypochlorite de soude.

Faire dissoudre d’une part 20 grammes de carbonate de
soude dans 100 centimétres cubes deau tiede, préparer
&’autre part une solution de 20 grammes de chlorure de
chaux dans 50 centimétres cubes d’eau.

Mélanger les deux solutions, agiter constamment ; le
liquide s’épaissit jusqu’a prendre la censistance de Y'empois
d’amidon puis il se forme un précité blanc pulvérulent qui se
dépose rapidement. Filtrer au bout de dix minutes a deux
reprises. Le liquide limpide est conservé dans un flacon
coloré. Prélever 5 centimétres cubes de crachats, y ajouter
20 centimétres cubes de réactif, laisser en contact vingt-
quatre heures. Centrifuger et colorer le culot.

TECHNIQUES D HOMOGENEISATION
S’ADRESSANT A DES SUBSTANCES CHIMIQUES DIVERSES

Technique de Spehl (2]. — Prélever un volume de cra-
chat, le mélanger & cinq ou six volumes d’eau de chaux.
Agiter vigoureusement, porter a Uétave a 56 degrés jusqu'a
homogénéisation. Centrifuger, étaler le culot, colorer.

1. Barberio, Il Policlinico, XXI, p. 126, 1914.
a. Spehl, C. R. Biologie, 1918, p. 350-a51.
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Technique de Giraud et Derrien (1). — Prélever un
centimétre cube de crachat, le mélanger avec 10 centimétres
cubes de pyridine, sous-produit tiré de la distillation des
goudrons de houille, produit dangereux et malodorant. Lais-
ser en contact dix minutes. Centrifuger, étaler le culot dont
Iadhérence est médiocre.

Technique de R. Pfeiffer et Walter Robitschek (2).
— Prélever 50 centiméires de crachats que 'on mélange a
trois fois plus d’eau distillée. Chaufler jusqu'a homogénéisa-
tion. Prélever 8 centimétres cubes du liquide homogénéisé
et y ajouter 2 centimétres cubes de la solution de mastic pour

- bactériologie :
Dissolution de mastic & 1 o/o dans lalcoola g5-.. 5 cmec. k|3
Eau distillée.. . ..vvnnnnn e iniriaienennnans 20 — E &

Laisser 4 I'étuve, centrifuger, étaler le culot, colorer.

Technique de Koch (3).— C’est le procédé de Van Kelel.
Prélever 10 2 15 centimétres cubes de crachats, les émul-
sionner avec 10 centimétres cubes d'eau distillée, ajouter.
6 grammes d’acide phénique & go o/o. Agiter et laisser 4
reposer. Centrifuger et décanter le liquide surnageant. Lais- X
ser sur le culot quelques gouttes de lessive de soude jusqu'a =
dissolution. Centrifuger de nouveau, prélever le nouveau ‘
culot, I'étaler et le colorer par la technique de Ziehl-Neelsen.

Enrichissement des erachats tuberculeux
par autolyse

Lorsqu’on laisse séjourner des crachats & 1'étuve, il arrive
au bout de quelques heures que ces crachats se divisent en
deux couches, I'une superficielle claire, I'autre profonde et
opaque. Ce phénoméne de séparation ou de digestion des
crachats est connu sous le nom d'autolyse.ll se rattache
d’ailleurs au phénomeéne biologique plus général du méme
nom. L’idée d’auntolyser les crachats par la chaleur pour les
fluidifier date de 1go2, lors des premiéres recherches de von
Philipp et de Sabrazés. C’est cn 1922 que MM. Bezancon,
Philibert et Mathieun reprirent ces expériences.

1. Giraud et Derrien, C. R. Biologie, 1916.
2. R Pfeiffer et Robischek, Centralblatt fiir Bakt., LXXXVII, 1992,

3 Isoch Centralblatt far Bakt., 1919, 83, p. 351.
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Voici d'aprés ces derniers auteurs la technique 4 adopter
en vue d’enrichir en bacilles de Koch les crachats tubercu-
leux {1).

Verser 10 centimétres cubes de crachats luberculeux
dans un tube a centrifuger. Laisser séjourner le tube a
I’étuve a 37 degrés pendant vingl-quatre heures ou quarante-
huit heures. Le.crachat parait fluidifié et se sépare en deux
couches distinctes, l'une supérieure liquide, P'autre infé-
rieure, épaisse, constituée par des débris de cellules, de
mucus plus ou moins digéré. Le crachat répand une odeur
de putréfaction. Une goutte du liquide surnageant prélevée
se montre trés pauvre en bacilles tuberculeux et finit par ne
plus en contenir du tout. Le calot prélevé avec une pipette
fine et étalé sur une lame se montre trés riche en bacilles,
au début on y trouve des noyaux en voie de désintégration,
plus tard les noyaux disparaissent. Le nombre des bacilles
de Koch va en augmentant pour aiteindre le maximum du
quatriéme au septieéme jour de séjour a I'¢tuve, puis il com-
mence 4 décroitre pour disparaitre vers la sixiéme semaine.

Les crachats ont é16 aussi soumis & un séjour a l'étuve a
50 et & 7o degrés. A 7o degrés on obtient une coagulation en
masse au bout de vingt-quaire heures, le coagulum flotte
dans un liquide séreux, il n’y a pas & proprement parlerde
culot ; le nombre des bacilles de Koch n'est pas augmenté,
méme aprés plusieurs jours de séjour. Ce résultat n'est guere
surprenant puisque les albumines des crachats sont coagu-
lées a la température de jo degrés et puisque les microbes
et les ferments sont détruits a cette température.

A 5o degrés l'autolyse est obtenue plus rapidement
qua 37 degrés, le culot de sédimentation renferme des
bacilles tuberculeux qui vont en augmentant jusqu’a la cin-
qui¢ine semaine. Le résultat pralique est donc le méme
quw’avee étave a 37 degrés.

A quoi attribuer la concentration en bacilles de Koch des
crachats tuberculeux autolysés ? 1l ne s'agit pas de multipli-
cation réelle des bacilles de Koch, car le développement de
ceux-ci est incompatible avec une température de 5o degrés-
Il s’agit d’une sédimentation des bacilles due & une lyse
d’origine non microbienne {puisque U'enrichisscment se pro-

1. Bezancon, Philibert et Mathieu, C. R, Biologie, 1922, 25 mars=
10 juin.
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duit & 50 degrés), mais en réalité attribuable a des ferments
provenant des leucocytes et encore actifs 4 5o degrés.

Les bacilles trouvés dans le culot de sédimentation sont
des bacilles de Koch, ainsi que le prouvent: 1° la concor-
dance des résultats de l'enrichissement et de l'inoculation
au cobaye; 20 la concordance des résultats de T'enrichisse-
ment et des autres-techniques d’homogénéisation ; 3° I'im-
possibilité aux autres acido-résistants de se développer &
50 degrés.

Autolyse des crachats tuberculeux en tubes couchésa
37 degrés. — On incline les tubes contenant les crachats
sous un angle de 30 degrés; vers le septiéme jour on les met
verticalement afin d’assurer la sédimentation, on ajoute
quelques gouttes d’eau distillée et d’alcool. Examiner aprés
vingt-qunatre heures.

Autolyse des crachats et homogénéisation du culot. —
Cette technique permet une action plus rapide de l'antifor-
mine que U'on emploie suivant la technique de Calmette ou
celle de Lorentz. :

Autolyse des crachats et homogénéisation de Re-
naux (1), — Stériliser les crachals & 120 degrés vingt mi-
nutes, les mélanger avec dix ou vingt fois leur volume d'une
lessive de soude 4 5 ojoo pendant cinq ou dix minutes. Gen-
trifuger, étaler le culot, colorer. Despeignes se borne a
stériliser les crachats a 120 degrés et a les centrifuger ensuite
sans homogénéisation nouvelle (2).

Autolyse des crachats tuberculeux de Korbsch (3). —
Mettre le crachat dans une boite de Petri, le recouvrir d'une
couche légére de glycérine & 4 o/o, 'abandonner pendant
cing 4 sept jours. Agiter ensuite la masse qui a changé de
couleur et qui est devenue d’une consistance uniforme. Exa-
miner plusieurs particules de la masse en ayant soin de ne
pas trop étendre les particules de crachats ainsi fluidifiés,

1. Renaux, C. R. Biologie, Bruxelles, 1920.

a Despeignes, G. R. Biologie, 1921, p. 182-183,

3. Korbsch, d’aprés Steich et Sietsch, Medizinische Klinik, n- 3g,
24 septembre 1922,
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Enrichissement des erachats tuberculeux en hacilles
de Koch par des produits biologiques

Certaines techniques emploient comme agents fluidifica-
teurs des produits biologiques, en particulier les sucs
digestifs.

Les procédés les plus anciens sont ceux de Spengler et de
Jousset. Grysez et Bernard ainsi qu'Hirtsmann ont repris
derniérement ces études.

Technique de Spengler (1). — Mélanger & un volume de
crachat, le méme volume deau tiéde alcalinisée par Ia
soude. Ajouter a ce mélange de 10 centigrammes h1gramme
de poudre de pancréatine. Porter le tout pendant vingt-
quatre heures & I'étuve & 37 degrés, prélever le culot, I'étaler
et le colorer. ’

Technique de Jousset (2). — Cet auteur emploie la techs
nique précédente mais s’adresse a la pepsine, au lien d’em-
ployer la pancréatine.

Technique de Grysez et Bernard (3). — Prélever un
volume de crachat, le mélanger & 8 ou 10 volumes de bile
stérilisée iodée (bile stérilisée de beeuf additionnée de
11 gouttes de teinture d'iode par centimétre cube). Laisser
séjourner soit dix-huit heures & I'étuve a 37 degrés, soit
trois heures au bain-marije a 56 degrés.

Ajouter aprés refroidissement un tiers du volume d’eau
salée et 2 4 3 centimétres cubes d'éther. Centrifuger. Collec-
ter les bacilles a la surface du liquide, les prélever avec
l'anse de platine. Etaler et colorer parla techuique de Ziehl-
Neelsen.

Technique d’Hirstmann (4). — Mélanger dans les pro-
portions suivantes : -

Crachats........coveviviien. 10 cme.
Bile stérilisée.........c.. oo 30 c¢mec.

Laisser 4 Uétuve a 55 degrés douze heures, ajouter ensuite
5 centimétres cubes d’alcool a3 g5 degrés pour séparer le
culot. Centrifuger, prélever le culot, 'étaler et colorer par
la technique de Ziehl-Neelsen.

1. Spengler, Deutsche med. Woch., 1895, p. 244.

2. Jousset, cité par de Jong, Traité de Uexarnen des crachats.
3. Grysey et Bernard, C. R. Biologie, 1g920.

4. Hirtsmann, C. R. Biologie, 1931, p. 203,
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Valeur diagnostigue des méthodes
d’homogénéisation et d’enrichissement

Nous envisagerons successivement la valeur diagnostique
des résultats positifs et des résultats négatifs obtenus par
I’homogénéisation. _

Cas positifs. — Dans la pratique journaliére I'homogénéi-
sation des crachats suspects permet de déceler le bacille de
Koch irés précocement dans les tuberculoses pulmonaires
dites « de début » évoluant & bas bruit, 1a ou le ramollisse-
ment pulmonaire est encore minime,

A Topposé du cas précédent, 'homogénéisation infirme
des diagnostics de guérison portés sur des tuberculoses pul-
monaires dont les lésions sont seulement en voie de cicatri-
sation. Chez les bronchiteux chroniques, superficiels ou pro-
fonds, plus ou moins emphysémateux, le diagnostic de la
tuberculose concomitante ou originelle est aussi bien mas-
qué cliniquement que bactériologiquement. La encore I'ho-
mogénéisation permet de découvrir la tuberculose cachée,
et ceci est d’autant plus important que ces cas sont dange-
reux quand ils sont ignorés : ces porfeurs de germes sont
trés souvent des sujets 4gés qui vivent avec leur catarrhe
an milieu d’individus sains, ils ne se soignent pas, n'en sen-
tant pas la nécessité, gardent un état général satisfaisant et
présentent & 'auscultation des ronchus, sibillances, rales
ronflants autour d’'une respiration soufflante ou des zones
ou la respiration est trés diminuée.

Ailleurs, 'homogénéisation affirme la tuberculose 1i ou
cliniquement on croirait & une affection pulmonaire aigus
banale ; c’est en particualier le cas de ces poussées aigués a
type pneumonique ou broncho-pneumonique qu’ont décrites
Bezancon et Braun ; elles s’accompagnent d’une expectora-
tion minime et trés peu bacilliféere.

L'’homogénéisation doit étre toujours pratiquée sur les
expectorations recueillies au cours d’une pleurésie séro-fibri-
neuse ; c'est en décelunt la présence du bacille de Koch
qu’elle indique l'atteinte de la corticalité.

‘Signalons enfin comme indispensable ’homogénéisation
des crachats hémoptoiques « d’alarme », I'examen direct se
montrant habituellem ent négatif dans ces erachats.

Cas négalifs. — La constatation de I'absencé du bacille
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de Koch dans les crachats aprés homogénéisation et centri-
fugation électrique est trés importante dans un centre d’exa-
mens d’individus suspects de tuberculose pulmonaire ; il est
souvent extreamement difficile de savoir quelle décision
prendre dans ces cas, notamment en ce qui concerne l'envoi
au sanatorium. Il existe toute une catégorie de malades
dont les expectorations sont négatives 3 'homogénéisation,
en particulier : les anémiques et les débilités qui trompent
par leur apparence et par un examen radioscopique indi-
quant un voile des sommets, les tuberculeux guéris, ou du
moins, pour &itre plus prés de la vérité, les tuberculeux
latents durables, les tuberculeux latents temporaires, les
tuberculeux atténués ou abortils chez lesquels les signes
cliniques sont imprécis et difficilement traduisibles. Une
observation de trois mois au sanatorium ot sont exéentés
plusieurs examens directs et homogénéisations permet de
dire si Pinfiltration retrouvée est cicatricielle.

On ne saurait pas davantage considérer comme tuber-
culeux aprés homogénéisation négative : 1° les gazés qui
souvent ont Vapparence de tuberculeux, surtout lorsqu'ils
présentent une cortico-pleurite ou congestion pulmonaire
chronique 4 tendance extensive accompagnée de troubles
graves, dyspnée, hémoptysies, état fébrile faisant croire &
une tuberculose pulmonaire ; 2° les scléroses diffuses avec
emphyséme, les dilatations des bronches qui peuvent simu-
ler la tuberculose chez les malades débilités, amaigris et
anémiés (1).

Les faits que nous venons de présenter suffisent ample-
ment A mettre en relief Lintérét de la.recherche du bacille
de Koch par homogénéisation. Cet intérét réside surtout
dans la rapidité des répouses de cette méthode, car nous ne
nions pas que l'examen direct correctement lait et répété a
intervalles réguliers obtient les mémes résultats.

CRITIQUES DE L HOMOGENEISATION ET DE L'ENRICHISSEMENT

L’homogénéisation de méme que examen direct est pas-
sible de critiques multiples. Elle peut dans certains cas se
montrer inlérieure a celui-ci, ce quinous empéche d’approu-

1. Albert Bezangon et A. Philippe, n® 2, 1923. Revue de la Tuber-
culose.
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ver la pratique d'emblée de I'homogénéisation, & moins que
celle-ci ne soit faite parall¢lement & un examen direct,

On ne doit done pas s’écarter des conseils déja formulés
par Bezangon il y a dix ans : Examen direct d’abord, et si
Pexamen direct est négatif, avoir recours a I'homogénéi-
sation.

Les résultats de homogénéisation peuvent étre influencés
par deux causes : 1° la présence des acido-résistants ; 2° les
risques de contamination extérieure, si tous les temps de
I’homogénéisation n'ont pas été exécutés proprement et dans
une verrerie irréprochable.

Les techniques d’autolyse des crachats a la chaleur donnent
lieu & des critiques encore plus sérieuses. La destruction
cellulaire, mé8me aprés un séjour de sept jours & l'étuve, est
souvent insuffisante, le bacille de Koch coloré en rouge par
la fuchsine se détache mal du fond de la préparation, qui est
toujours épaisse si I'on veut obtenir une multiplication bacil-
laire un peu importante.

Les étalements de crachats autolysés, sur des lames ayant
- séjourné dans la solution aqueuse d’acide chlorhydrique puis
ayant é16 flambées a I'alcool, sont sujets encore & se décoller
‘méme au cours de la coloration a froid par la technique de
Ziehl-Neelsen.

L’autolyse des crachats entraine une odeur de putréfac-
tion trés intense qui peut rendre impossible le séjour au
laboratoire.

Les crachats autolysés a 50 degrés ne présentent pas cet
inconvénient, mais ils nécessitent I'immobilisation d’une
éluve A cetle température.



CHAPITRE 1V

-INOGULATION DES GRACHATS TUBERCULEUX
AUX ANIMAUX

Lorsque les produits pathologiques suspects n’ont présenté
de bacilles de Koch ni & 'examen direct ni par Jd’auires
méthodes bacilloscopiques, on peut avoir recours comme
moyen de contrdle définitif & l'inoculation de ces prodauits,
et plus particuliérement des crachats, aux animaux. En dé-
pit de quelques difficultés matérielles, cetie méthode dia-
gnostique doit &tre employée systématiquement dans les
cas douteux ; son emploi tend d’ailleurs A se généraliser de
plus en plus. L’inoculation expérimentale des produits pa~
thologiques est une des recherches les plus courantes du
laboratoire. Quelques animaux réagissent plus précocément
que d’autres vis-a-vis de tel ou tel virus ; la souris blanche
meurt en trois jours lorsqu’elle a été inoculée avec des cra-
chats de pneumonique ; dans le sang on retrouve le pneu-
mocoque & I'étatde pureté. Le cobaye est le réactif par ex-
cellence du bacille tuberculeux. En raison de sa réceptivité
toute spéciale pour la tuberculose cet animal est devenu
extrémement précieux pour les recherches de phtisiologie
expérimentale. On peut poser en principe que tout cobaye
injeclé avec un produit renfermant du bacille de Koch con-
tracte la tuberculose et succombe. A cette extréme sensi-
hilité s'ajoutent d’autres avaniages tels que, un élevage
assez facile, une reproduction rapide et vigoureuse.

Technique de Vinoculation sous-cutanée. — L’inocu-
lation des crachals suspects se fait d’ordinaire par la voie
sous-cutanée. Choisir un cobaye agé de plus de deux mois,
robuste, pesant au moins 300 grammes, male. Ecarter les
femelles en gestation, Pinoculation risquant de provoquer
I'avortement.

Peser I'animal avant l'inoculation, noter sa température
reclale (1). S§'il a voyagé le faire reposer pendant quatre ou
cing jours. Dresser une fiche signalétique du pelage de l'ani-

1. La température normale du cobaye est 38°5.
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mal pour le reconnattre de ses voisins. Les cobayes blancs
sont différenciés par des taches de colorants faites sur le dos.

Préparation du crachat a inoculer. — Laver le crachat
plusieurs fois a I'eau physiologique pour le débarrasser des
germes d’association microbienne, le dissocier dans 10 cen-
timétres cubes d’eau physiologique, agiter pour émulsion-
ner. Pour inoculer se servir de la seringue de Pravaz de
5 centimétres cubes, stérilisée Lloute montée, avec une
grosse aiguille courte duns un tube essai. Aspirer avec cette
seringue § centimétres a cubes de I'émulsion.

Contention de I'animal. —L’animal est maintenu couché
sur Pappareil de contention (petit modéle courant), épiler
une petite surface de la face interne de la cuisse droile ou
gauche. Aseptiser a la teinture d'iode. '

Inoculation du crachat. — Injecter 3 ou 4 centimétres
cabes de I'émulsion dans Ia peau de cette région comme si
lon pratiquait une injection sous-cutanée ordinaire. Ne pas
malaxer la boule d’cedéme. Toucher le point d’inoculation
avec une goute de teinture d’iode,

Placer 'animal dans une cage individuelle.

Aprés I'inoculation, tous les instruments ayant été souil-
1és par des produits suspects sont désinfectés par I’ébullition
a Peau carbonatée pendant vingt minutes.

Etude eclinigue de la tuberculose da cobaye

Tous les symptémes- observés sont notés sur une fiche
d’observation tenue a jour. Noter la température rectale
deux fois par jour, le poids tous les huit jours, observer
I'habitus extérieur, I'aspect du pelage. Les Jjours qui sui-
vent I'inoculation sont mauvais pour le cobaye, Sous 'in-
fluence du schok I'animal reste blotti dans un coin de sa
cage, il retuse les aliments ; progressivement L'activité renait,
I'aspect extérieur devient meillenr, on peut méme noter
une légére augmentation de poids.

Localement au point d’inoculation, vers (l.e dixi¢me jour,
apparalt une légére inflammation, il y a un peu d’cedéme, en
palpant la région inguinalé on peut quelquefois percevoir
dés cemoment un ganglion dur gros comme un grain de che-
nevis, mais qui s’accrott par la suite rapidement pourattein-
dre le volume d’une noisette. Vers la troisicme semaine,
I'état général commence A péricliter, I'animal maigrit, le poil
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tombe, localement & la palpation on réveille une douleur
nette, il y a de 'cmpatement de toute la région inguinale,
le ganglion devient fluctuantet finit par s'ouvrir, le contenu
purulent se vide complétement, mais il persiste une fistule
intarissable. A partir de ce moment I'amaigrissement est
progressil et continu, 'appétit est nul, le poil se hérisse, les
cdtes sont apparentes, les flancs se creusent, la respiration
s’accéléere, la température qui jusqu'alors était restée nor-
male autour de 38°5 s’éléve i 390 5. L’infection bacillaire se
généralise rapidement, les ganglions lombaires puis les
ganglions thoraciques s’engorgent a leur tour, le foie et la
rate doublent de volume et sont facilement perceptibles &
travers la paroi abdominale ; I'animal finit par succomber
dans I'asphyxie et la cachexie vers le deuxieme ou troisiéme
mois.

Telle est 'évolution classique de la tuberculose du cobaye
inoculé avec des crachats assez riches en bacilles, mais
dans les cas qui nous intéressent spécialement c’est-a-dire
ceux ou les crachats se sont montrés lrés peu riches en ba-
cilles, I'évolution de la tuberculose du cobaye est alors fort
longue, I'animal conserve un état général parfait pendant
des mois ; les signes cliniques se traduisent sculement par
la présence d’un ganglion hypertropbié dans la région ino-
culée, quelquefois il peut se développer un petit abees
nm’ayant aucune tendance a se fistuliser, mais tout d’un coup
sous l'influence de causes diverses V'infection peut se géné-
raliser et revétir le tableaun classique.

MM. Debré et Paraf (1) ont montré que la tuberculose
chez un cobaye de poids élevé donnera des réactions locales
intéressantes alors que chez les petits animaux la tubercu-
lose a des réactions générales qui sont souvent difficiles &
distinguer des réactions générales dues aux infections secon-
daires. Ces remarques sont douc trés utiles a connaitre
puisqu’elles montrent l'importance du choix de l'animal a
inoculer. '

-

Diagnostic de la tuberculose du cobaye

Lorsqu’un cobaye inoculé avec des crachats suspects pré-
sente 'évolution clinique classique que nous avons dccrite,

1. Debré et Paraf, C. R. Biologie, 3-10-7 mai 1920.
H. Lorion 4
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on peut &tre certain dansla majorité des cas qu'il a contracté
la tuberculose. On peut en avoir la certitude en s’adressant
a différents procédés de diagnostic, dont le plus important
est la vérification des lésions anatomiques par I'autopsie de
I'animal.

Technique de l'autopsie du cobaye. — Si on soupgoune
au deld du deuxiéme mois que l'animal est infecté par le
bacille de Koch on peut le sacrifier, soit en lui sectionnant
les deux carotides soit en Pasphyxiant sous la cloche 4 gaz.
Qu’il ait succombé spontanément ou que la mort ait été pro-
voqusée, les plus grandes précautions d’asepsie sont & prendre
au cours de I'autopsie du cobaye suspect de tuberculose.

Les instruments sont bouillis avant el aprés I'opération.
On se sert : d'une paire de ciseauxdroits, d'une sonde can-
nelée, d’un bistouri et d’une pince a griffes. Il est prudent
de se munir d’une ou deux boites de Pétristérilisées et des-
tinées 4 recevoir des organes intéressants 4 examiner plus
attentivement (foie, rate, poumons, ganglions).

L’animal est placé sur le dos dans un plateau de zinc
rectangulaire et 4 bords relevés,percés de trous, il est main-
tenu fixe a l'aide de ficelles s’attachant d'une part aux
pattes et d’autre part aux orifices des bords du plateau.

Tirer a I'aide du bistouri une incision médiane mento-pu-
bienne, n’intéressant que la peau ; 4 aide des ciseaux ache-
ver cette incision, ouvrir la cavité abdominale, puis tirer
deux incisions latérales le long des rebords costaux droit et
gauche, ouvrir la cavité thoracique en coupant les cétes laté-
ralement et en relevant le plastron stermo-costal vers le
menton.

Le péritoine et la plévre contiennent toujours une petite
quantité de liquide.

Les organes abdominaux sont prélevés avec soin et exa-
minés tantau point de vue macroscopique qu’au point de
vue microscopique. Le foie est énorme, bosselé avec de mul-
tiples petits foyers caséeux arrondis ou irréguliers d'un blanc
jaunatre. La rateest hypertrophiée, farcie de nodules caséeux,
dessinant A sa surface une mosaique de grains jaunatres. Les
reins sont décolorés, les capsules surrénales sont trés aug-
mentées de volume, d’une couleur bleuatre, nacrée. Sur les
deux poumons on constate un semis de tubercules disséminés
partout, généralement plus abondants aux lobes postérieurs.
Ces tubercules sont les uns irés petits, grisatres, les autres
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gros comme une téte d’épingle avec un point blanc au centre
et une zone transparente a lapériphérie. Les parties voisines
du tissu pulmonaire sont partiellement hépatisées. Les gan-
glions trachéo-bronchiques sont conglomeérés, ils forment
un amas volumineux enserrant la trachée au niveau de la
ramificationdes bronches, leur centre est ramolli et caséeux.
On trouve quelquefois de petits ganglions caséeux de chaque
coté du sternum et sur la voiite diaphragmatique.

Un fragment de chacun de ces organes cst prélevé, étalé
entre lame et lamelle, puis coloré par la technique de Ziehl-
Neelsen. Les bacilles de Koch pullulent surtout au niveau
des ganglions lymphatiques caséifiés.

D1AGNOSTIC DIFFERENTIEL DE LA TUBERCULOSE DU COBAYE
D’AVEC LA PSEUDO-TUBERCULOSE 0U MALADIES DE MALASSEZ
ET VieNaL (1),

Dans la majorité des cas en présence du tableau clinique
tel que nous 'avons exposé et surtout en présence deslésions
anatomiques précitées, on est en droit de poser le diagnos-
tic de tuberculose expérimentale chez le cobaye. Mais dans
des circonstances assez rares des doutes peuvent surgir,
deux diagnostics sont alorsa envisager, celui de tuberculose
expérimentale et celui de pseudo-tuberculose.

Au point de vue clinique, on peut décrire quatre formes a
cette derniérc infection : l'une classique ou dominent la
cachexie, la maigreur et 'hypertrophie des ganglions ; la
deuxiéme & allure septicémique se traduisant par une immo-
bilité de 'animal qui reste agité senlement par de petitstrem-
blements intermittents, le dos vouté, le poil hérissé. La mort
est rapide en quarante-huit heures par asphyxie. La troi-
siéme forme est ganglionnaire, I'engorgement prédominant
surtout au niveau des ganglions de la région cervicale et
sous-glossienne. La quatriéme forme est la plus importante
a connaitre, ¢’est une forme latente qui expose a des erreurs
anatomo-pathologiques au cours des autopsies de cobayes
inoculés avec des crachats suspects, il est donc trés impor-
tant de connaitre les lésions anatomiques déterminées par la
Maladie de Malassez et Vignal.

1. Rannon, Etudes sur la pseudo-tuberculose du cobaye. Annales de
UlInstitut Pasteur, t. XXVIIL, p. 585,
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Le pseudo-tubercule est moins bien délimité que le tuber-
cule vrai. Son contenu est uniformément caséeux et d'une
couleur blanc sale alors que celui de la tuberculose est uni-
formément caséeux, maisd'une teinte jaunatre plus ou moins
accusée.

L'bypertrophie des ganglions mésentériques que lon
observe si fréqguemment soit seule soit associée a d’autres
lésions, ainsi que les adénites cervicales sont pathognomo-
niques de la pseudo-tuberculose. IL’examen microscopique
des lésions analomiques peut s’imposer quelquefois pour
déceler au niveau des lésions anatomiques soit la présence
du bacille de Koch soit celle du bacille de Malassez et Vignal.

L’agent pathogéne de la pseudo-tuberculose est un cocco-
bacille, isolé maisle plus souvent disposé endiplo. M. Nicolle
lui attribue un aspect en « nceud de ruban » dit & la présence
de vacuoles i la phériphérie de chacun des germes en diplo.
Dans les formes latentes le bacille est en trés grande quan-
tité, il est plus rare dans les formes jeunes, enfin il n’est
trouvé qu’avec difficuité dans les pseudo-tuberculescasécux.

Autres proecédés de diagnostic de la tuberculose
da cobaye

Recherche du bacille de Koch au niveaun des gan-
glions inguinaux fistulés. — Vers la quatriéme semaine
suivant linoculation des crachats, le ganglion inguinal
suppure, on recueille un peu de pus crémeux a l'aide du fil
de platine, on l'étale sur une lame, on le fixe & 37 degrés
pendant dix minutes, on le colore par la technique de Ziehl-
Neelsen ; 4 l'examen direct la préparation fourmille de
bacillefde Koch.

Avant méme la fistulisation, op peut ponctionner asepti-
quement le ganglion, examiner directement le pus ou 'ense-
mencer sur milieu de Pétrof.

Diagnostic de la tuberculose da eohaye
par les réactions tuberculiniques

Récemment Debré et Bonnet (1) 'ont montré les avantages
gue l'on pouvait retirer de la cuti-réaction tuberculinique
chez les cobayes tuberculisés expérimentalement.

1. Debré et Bonnet, C. R, Biologie, 4§ mars 1922
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La technique de la cuti-réaction est semblable & celle que
I'on emploie dans I'espéce humaine, elle se pratique sur la
face externe de la cuisse épilée sur une petite surface. Par
cette méthode le diagnostic peut &tre porté dés la troisiéme
semaine.

Hermann Miller (1) préconise lintradermo-réaction ; il
injecte a la face externe de la cuisse 0,02 de tuberculine
brute ou o,1 de tuberculine A T au 1/5. Quand la réaction
est positive, on note une infiltration de tous les tissus de
la cuisse ; les symptomes durent vingt-quatre heures et
disparaissent en quarante-huit heures. Le diagnostic de
tuberculose expérimentale peut &tre porté également dés
la troisiéme semaine,

Autres techniques d’'inoculation
des crachats tuberculeux au cobaye

L’infection tuberculeuse expérimentale peut &étre réaliscée
par d'autres voies que la voie sous-cutanée. C’est ainsi que
Lon utilise :

1+ La voie transcutanée ;

o La voie transpéritonéale ;

3' La voie intrahépatique ;

% La voie intrasplénique ;

5 La voie intramammaire.

Technique de Vinoculation par voie transcutanée. —
On épile une surface variable de la partie supérieure du cou
de telle sorte que le cobaye ne puisse pas se lécher. On étend
avec une spatule les crachats tuberculeux sur lasurface frai-
chement rasée ou épilée.

TECHNIQUES DES INOCULATIONS INTRA-PERITONEALE,
INTRA-TIEPATIQUE, INTRA-SPLENIQUE

Ces techniques exigent une préparation spéciale des cra-
chats telle qu’'Aubertin et Fontan (2) lont exposée. ILlles
reposent en partie sur le principe de Pétrofl pour ense-
mencer les crachats tuberculeux sur milieu électif. Le cra-
chat bacillaire est additionné de deux fois son volume de¢

1. Miiller llermann, Centralblaft far Bakt, 84, 1921.
2. Aubertin et Fontan, C.R. Biologie, 20 janv. 1923, t. XXXVIIL

B
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solution stérile & 4 o/o de soude. On laisse en contact vingt
& trente minutes 4 I'étuve a 37 degrés aprés avoir agité. On
neutralise le liquide en ajoutant goutte & goutte la quan~
tité juste de suffisante d’acide chlorhydrique a 10 o/0 en
présence phénolphtaléine. Le liquide ainsi neutralisé est
ensuite additionné d'une solution a 1 o/o dans l'alcool ou
I'eau distillée de violet de gentiane en quantité telle que le
mélange contienne environ 1 pour 5.000 de ce principe colo-
rant. Centrifuger, décanter, diluer le culot qui peut étre
inoculé.

Inoculation intra-péritonéale. — Le cobaye est couché
sur le dos etimmobilisé, on I'épile sur une étenduede deux &
trois centimétres carrés i droite ou & gauche de l'ombilic,
On aseptise la région avec de la teinture d'iode. On enfonce
laiguille & inoculation d'un coup sec en la faisant pénétrer
verticalement dansla paroi abdominale. On s’assure ensuite
que l'aiguille est mobile en tous sens et on pousse douce-
ment 'injection de un 4 deux centimétres cubes. On retire
brusquement laiguille ; on termine en touchant le point
d’inoculation i la teinture d’iede..

L’inoculation intra-péritonéale entraine une généralisation
rapide de la tuberculose aux viscéres abdominaux, puis aux
viscéres thoraciques avec engorgement suivi de caséifica-
- tion des ganglions rétro-sternaux ; il y a également forma-
tion d’amas de tubercules caséeux sur I'épiploon.

Inoculation intra-hépatique. — I’inoculation intra-hépa-
thique peut se pratiquer en trois points : 1° & droite dans
langle formé par lappendice xyphoide et le rebord costal ;
2" 4 gauche en un point symétrique ; 3* sur la ligne mame-
lonnaire droite au rebord costal. On enfonce pour cette
derniére inoculation I'aiguille & deux centimétres alors que
pour les deux précédentes on ne I'enfonce que de an centi-
métre ar quart. On a soin de diriger l'aiguille obliquement
vers le haut afin de ne pas transpercer le foie de part en
part, on s’assure a la vue que l'aiguille est dans le tissu
hépatique lorsqu’elle suit les mouvements respiratoires.

Par cette technique le foie est rapidement farci de tuber-
cules caséeux ; I'animal succombe avant que les autres
organes soient infectés.

Inoculation intra-splénique. — On découvre la rate par
laparotomie et on pousse I'inoculation a ciel ouvert.

Technique de l'inoculation intra-mammaire. ~ Ceite
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technique exige une femelle en lactation. Pour éviter l'in-
fection de la mamelle par les germes d'infection secondaire
Nattan-Larrier (1) chaufle & 54 degrés deux jours de suite
pendant une heure l'émulsion de crachats a inoculer. On
pratique 'inoculation & la base de la mamelle en plein tissu
glandulaire. L'infection se traduit rapidement versle diziéme
jour : 1° par la pullulation des bacilles que on retrouve en
abondance dans le lait ; 2° par un engorgement des gan-
glions lymphatiques rétromammaires.

C’est une technique dispendieuse qui peut étre remplacée
avec avantage par I'inoculation intra-hépatique.

Inoculations des crachats tuberculeux aux singe,
lapin, rat (2). — Le singe présente la méme sensibilité que
le cobaye vis-a-vis du bacille tuberculeux.

Le lapin est plus résistant au bacille tubercnleux humain,
c’est par contre le réactif du bacille tuberculeux bovin.

Les rats blancs sont peu sensibles a I'inoculation tuber-
culeuse. Les lésions les plus graves sont obtenues par ino-
culation intra-cutanée au niveau du coussinet plantaire. Il
faut répéter les inoculations virulentes a courts intervalles
pour tuberculiser I'animal. L’infection peut évoluer sans
provoquer de lésions visibles. Les bacilles tuberculeux se
trouvent dans le foie et la rate en grande abondance.

Critiques de Pinoculation des erachals tuberculeax
aux animaux

Cette méthode, particuliérement en ce qui concerne le
cobaye, est passible de diverses critiques. Ces critiques
sont de deux ordres :.ordre économique, ordre scientifique.

Critigues d’ordre économique. — Le cobaye est actuelle-
ment un animal cher tant par son prix d’achat que par la
dépense relative & son entretien. De plus il faut injecter au
moins deux cobayes avec le méme échantillon de crachat
pour en conserver un sil'un des deux vient a disparaitre.

Pour éviter les chances de contamination 'animal injecté
doit étre conservé en cage individuelle. Dans ces conditions
les erreurs de cage sont toujours possibles, par exemple
lorsque les animaux ont été retirés pour le renouvellement

1. Nattan-Larrier, Société de Biologie, 1" décembre 1900.
a. Bocquet et Négre, Annales Institul Pasteur, no 3, février 1g2r.
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de leur litiére. On comprend donc que la pratique des ino-
culations expérimentales sur une grande échelle exige des
locaux importants. D'une maniére générale les considéra-
tions économiques feront réserver la méthode pour des
cas exceptionnels, comme par exemple lorsque les autres
méthodes bacilloscopiques plusieurs fois répétées n'auront
pas révélé la présence du bacille de Koch dans les crachats.

Critiques d’ordre scientifique. — Le résultat diagnostique
fourni par l'inoculation au cobaye est toujours fort long, il
faut sguvent attendre plusieurs mois dans les cas douteux
_ avant d’affirmer qu’un animal n'a pas été tuberculisé. Les
germes d’infection secondaire déterminent souvent une
réaction locale rapide et importante sous forme d’abeés qui
s’ouvre spontanément en évacuant la totalité de la matiére
injectée. En plus de la réaction locale, il peut se produire
une réaction générale entrainant la mort le plus souvent par
gangrene gazeuse et ceci dans la proportion de 15 o/o
(Huguenin) (1).

Nous avons signalé précédemment la confusion possible
entre la tuberculose nodulaire type Villemin et la pseudo-
tuberculose de Malassez.

Enfin, avant de pratiquer I'inoculation au cobaye, il faut
également s’assurer chez I'animal de 'absence d’une tubercu-
lisation antérieure.

En résumé, malgré ces multiples objections, sil'on se met
a l'abri des causes d’'erreurs ou d’insuccés, la méthode d’ino-
culation au cobayereste une des meilleures pour la recherche
du bacille tuberculeux dans les crachats.

1. Cité par Técon. Thése de Genéve, 1911.




CHAPITRE V

CULTURE DU BACILLE DE KOCH
CONTENU DANS LES GRACHATS

Le bacille tuberculeux ayant été mis en évidence soit par
les méthodes d’examen direct ou d’homogénéisation soit par
Pinoculation aux animaux, il y a lieu dans certains cas d’en
connaitre les propriétés biologiques et & cet effet de l'isoler,
sur milieu électif de culture,des crachats ou des tissus qui
le recélent. Quelquefois méme cette méthode accessoire pent
metire en é6vidence 'élément spécifique lorsque les méthodes
précédentes ont é1é impuissantes a le déceler.

Les premiéres cultures du bacille tuberculeux furent faites
par Koch sur sérum sanguin solidifié¢ (sérum de veau ou de
mouton). Roux et Nocard en 1837 essayérent comme milieu
de culture la gélose glycérinée. Depuis cette époque un
grand nombre d’autres milieux de culture ont éte proposés,
la plupart permettent seulement le développement du
bacille de Koch isolé a I'état de pureté.

Les milicux ¢lectifs de culture

Nous n'étudierons ici, pour conserver & ce travail som
caractére essentiellement pratique, que les milieux élec-
tifs de culture permettant d’isoler le bacille de Koch
contenu dans les produits pathologiques qui renferment
d’autres microbes. Parmi ces milieux de culture figurent
ceux a base d’ceufs et ceux i base de pommes de terre.
Quelle que soit leur composition, pour obtenir une culture du
bacille de Koch contenu dans les crachats, il est de toute
nécessité de faire subir aux expectorations avant de les
encemencer sur milieu électif les deux manipulations sui-
vantes : 1° destruction des germes d'association secondaires;
2° concentration des bacilles de Koch par centrifugation.
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Milien de culture a basc d’eeufs

Milieu de Dorset (1902) (1). — Le milieu de Dorset est
le plus simple de tous les milieux 4 base d’eeufs ; c’est sur
lui qu’ont été fondées toutes les recherches de Pétroff Grif-
fithet Lyall, ces auteurs n’ayant fait qu’y apporter quelques
modifications ou additions.

Préparation du milieu de Dorset. — Laver des ceufs de
poule, les brosser soigneusement dans I'eau bouillie, puis les
immerger pendant quinze minutes dans I'alcool A 70 degrés,
les saisir entre deux feuilles de papier buvard stérilisées,
flamber leurs deux pdles et avec une pince flambée, prati-
quer sur chacun de ces pdles une ouverture. Au moyen d'un
tube de caoutchouc portant un filtre 4 coton stérilisé souf-
fler par 'ouverture supérieure correspondant i la chambre
a air, faire ainsi tomber le contenu de 1'ceuf dans un matras
stérile, préalablement taré. Introduire une guantité d’ean
correspondant a 10 0/0 du poids de I'ceuf, agiter pour assu-
rer le mélange homogéne du jaune, du blanc et de I’eau sans
faire de bulle d’air. Jeter le tout dans un entonnoir stérile
recouvert de papier portant une tarlatane stérile et répartir
aseptiquement la masse filtrée dans des tubes a essai. Coa-
guler au thermostat a4 7o degrés pendant deux heures en
position inclinée, porter les tubes a I'étuve a 37 degrés pen-
dant trois jours afin de rejeter ceux qui seraient contaminés.
Obturer finalement avec des capuchons de caoutchouc et
conserver en position verticale jusqu’au moment de leur
cnsemencement. 3

Milieu de Lubenau (2). — Lubenau préconise le milieu
de Dorset mais il modifie sa préparation en additionnant le
contenu de chaque ceul de 30 o/o de son poids de bouillon
alcalin glycériné 4 5 o/o.

Milieu de Bezangon et Griffon (3). — Ces auteurs uti-
lisent le jaune seulement, qu'ils incorporent a I'état cru a de
la gélose glycérinée dans la proportion de 1 de jaune pour a
de gélose.

Les techniques dont disposaientles premiers expérimenta-

1. Dorset; Journal of american medecine, 1902, p. 555,
2. Lubenau, Hygien Rundschau, 1907, p. 1455.
3. Bezangon et Griffon, C. R. Biologie, g mai 1903.
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teurs pour détruire les germes d’association secondaire
étaient trés rudimentaires ; de ce fait les contaminations des
cultures étaient fréquentes. Sur milieu de Dorset les colo-
nies tuberculeuses ont un aspect diffus, blanc grisatre, elles
‘sont peu surélevées, alors que sur milieu de Lubenau ou
de Bezancon elles sont plus isolées, saillantes et plus volu-
mineuses.

Milieu de Pétroff (1). — Le mérite] des recherches de
Pétroff estd’avoir fixé les régles de la destruction des germes
associés au bacille de Koch dans les crachats et d’avoir
incorparé au milieu 4 I'cenf d’autres substances nutritives et
surtout le violet de gentiane qui interdit le développement
des germes saprophytes qui auraient pu échapper ala des-
truction préliminaire.

Le milieu de Pétroff est un milien solide de couleur lilas,
sa préparation, assez délicate, a été bien exposée par Limou-
sin. Voici les différents détails techniques donnés par cet
auteur (2).

1° Préparation des ceufs. — Prendre douze ceufs, les
désinfecter par immersion de trente minutes dans Palecool a
70 degrés, les essuyer comme pour le milieu de Dorset. Les
manipuler avec des gants stérilisés ou avec les mains nues
mais extrémement propres, les battre quinze minutes comme
pour faire une omelette. Filtrer le produit ‘sur de la gaze
stérilisée dans un récipient stérile.

a* Préparation dela macération de viande. — Prendre une
tranche de veau frais 4 conserver a la glaciére 'il ne doit
pas servir tout de suite. Hacher avec un hachoir stérilisé au
four a flamber. Faire macérer a la glaciére pendant une
nuitla préparation suivante :

Viande de veau écrasée............... 250 gr.
Eau distillée. .......... ..ot 212 —
Glycérine stérilisée.............oonnt. 37 gr. 5

Filtrer le lendemain sur gaze stérilisée ;

3¢ Prgparation du milieu de culture. —Mélanger le filtrat
d’ceuf avee la macération de viande glycérinée dans les pro-
portions suivantes :

Filtrat de veau..............ovviiennn 100 gr.
Filtrat d’eeuf. ... . ... e, 200 —

1. Petroff, Johns Hopkins Hospital Bulletin, 1915.
2. Limousin, Annales de UInstitut Pasteur, aout 1921.
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Ajouter 4 ce mélange la solution de violet de gentiane a la
dose de 1 centimétre cube pour 100 centimétres cubes de
milien {(solution alcoolique de violet de gentiane & 1 o/0).
Agiter, répartir en tubes, capuchonner et coaguler en incli-
nant les tubes : ‘

1° A 85 degrés, trente minutes le premier jour.
2° A 75 degrés, trente minutes le deuxiéme jour.
3> A 75 degrés, trente minutes le troisiéme jour.

Eprouver deux jours a 'étuve a 37 degrés.

Technique de U'ensemencement de crachats sur milieu de
Pétroff. — Avant d’ensemencer les crachats sur ce milieu, il
faut les fluidifier, concentrer les bacilles et détruire les
germes associés au bacille de Koch. Prélever 5 centimétres
cubes de crachats, les mélanger & une solution de soude &
4 0/o & raison d'un ou deux volumes de soude pourun volume
de crachats suivant la consistance. Agiter et porter une demi-
heure & I'étude & 37 degrés.

Centrifuger pendanttrois quarts d’heure a 3.000 tours ala
minute sans addition d’alcool. Décanter puis acidifier le
culot légércment avec de l'acide chlorhydrique dilué a 4 o/o0
jusqu'a ce qu’on obtienne une réaction acide au tournesol.
Terminer en ensemencant le culot sur cing tubes de culture.
L’ensemencement setait soit avee I'anse, soit avec la pipette,.
Laisser un jour le tube incliné dans l'étuve. Au bout de
trois semaines les colonies de bacilles de Koch se recon-
naissent sans le secours du microscope, les colonies jeunes
sont circulaires, de couleur violette, dépolies, surélevées,
plus foncées au centre. Les colonies plus 4gées sont jaune-
paille, au bout de deux jours le centre devient jaune; en
plein développement elles sont jaune-paille chagriné.

Les produits riches en bacilles donnent des colonies nom-
breuses qui se dévelopment rapidement a la surtace du
milieu, elles prennent I'aspect d'un voile farineux.

Les crachats pauvres en bacilles ne donnent que des colo-
nies isolées, se développant lentement.

Prélévement et examen des colonies. — Les colonies de
bacilles tuberculeux se distinguent aisément des colonies de
germes associés, eneflet les colonies rouge-brique sont celles
de cocci divers, par exemple de leptothrix. Prélever avecla
pointe du fil de platine une colonie, I'etaler dans une goutte
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d’eaun sur une lame, sécher, fixer et colorer par la technique
de Ziehl-Neelsen.

Récents milieux clectifs a base d'ecufs

Milieux de Griffith (1)-Lyall (2). — Prendre 5ou gr.
de loie de veau, les faire macérer pendant un jour dans un
litre d’eau bouillie. Faire bouillir ensuite cing minutes, fil-
trer. Traiter les ceufs comme par 1a technique de Pétrof.
Terminer en mélangeant la macération et les ceufs dans la
proportion suivante :

CBufs. « « o v v nnos oo 4 parties
Foiedeveau. - - - + « -« == =000t 1 parctie

Tyndaliser trois jours de suite. Eprouver al'étuve. Les
auteurs ont préconisé un milienvoisin du premier et qui s’en
distingue par 'addition de glycérine a raison de 5 grammes
de glycérine pour 100 grammes de milieu ceuf-foie de
veau. Signalons aussi le milien cuf-inuline expérimenté
par les mémes auteurs (inuline 1 gr. ; ceuf 100 gr.) (a)-

Milieux &’Arlington (Burns) (3). — Ces milieux sont
caractérisés par I'addition d’acides aminés abiurétiques pro-
venant de la caséine au milieu de Dorset dans la proportion
de 5o/o.

Milieux de culture a base de pommes de terre

Culture du bacille de Koch contenu dans les crachats
sur pommes de terre glycérinée. — Cette technique est
employée par Bossan et Baudry {4). Se servir de tubes de
Rouzx, dans la partic sous-jacenie a 'étranglement remplir
avec du bouillon glycériné a 4 ofo. Couper un fragment de
pomme de terre a l’aide de I’emporte-piéce, Vintroduire
dans le tube de Roux. Autoclaver une demi-heure entre

1. Griffith, Lancef, 1916, British medical Journal, 1914.

2. Lyall, American Review of Tuberculosis, 1932, - 809-902.

3. Burns, American Review of Tuberculosis, V1, 1923, p- 950-955.

4. Bossan et Baudry, C. R. Biologie, 21 oct. 1922

(a) Les crachais destinés a étre ensemencés sur les milieux de
Griffith-Lyall sont trailés pendant cinq & quinze minutes par une
solution d’antiformine & 10 ofo pour détruire les germes d'associa-
tion microbienne.
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115 et 120 degrés. Laisser refroidir en inclinant le tube de
facon que la face plane des fragments de pommes de terre
regarde en bas. Au bout de douze a quatorze heures redres-
ser les tubes et capuchonner. ’

Ensemencement de crachats sur pomme de terre glycé-
rinée. — Laisser dix minutes le crachat en contact avec une
solution aqueuse au dixi¢me d’acide sulfurique pur (66°).
Agiter, prélever quelques centimétres cubes de crachats i
Vaide dela pipette,déposer quelques gouttes sur la face plane
du fragment de pomme de terre : faire passer au bout de
quelques instants le bouillon du tube sur la surface ense-
mencée. Capuchonner, mettre & I'étuve & 37 degrés.

Les colonies se développent en quatre semaines, elles
sont agglomérées, proéminentes, irréguliéres, de couleur
blanc-gris.

Culture sur pommes de terre bilies(i1). — Réunir
dans un ballon le contenu de plusicurs vésicules biliaires
aussi fraiches que possible, stériliser 4 120 degrés et conser-
ver le ballon au repos pendant environ :trois semaines i la
température du laboratoire. Il se forme un abondant dépét
de pigments de couleur rouge-brique qu’on sépare ensuite
par filtration sur papier au moment de I'usage. Des frag-
ments de pommes de terre coupées i I'emporte-piéce sont
immergés complétement danscette bile a laquelle estajoutée
5 o/o de glycérine. Porter le tout au bain-marie pendant
trois heures & 75 degrés. Répartir en tubes de Roux, stéri-
liser pendant 30 minutes & 120 degrés.

Les crachats sont débarrassés des germes associés suivant
I'une des techniques étudiées. On ensemence au moyen de
Ia spapule avec les mémes précautions que précédemment.

Les bacilles poussent trés vite, aprés dix jours on observe
sur toute la surface dela pomme de terre une couche cré-
meuse, mince, grise verdatre, qui s’épaissit pea & peu au
bout de quatre 4 cing jours.

Diverses techniques de destruction des germes
associés

A c6té des procédés auxquels se sont adressés, Petroff,
Bossan et Baudry pour détruire les associations micro-

1. Calmette, Académie de Médecine, 20 déc. 1908.
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biennes il y a d’autres techniquequui méritent d'étre signa-
lées.
Technique de Uhlenhut (1). — Prendre 5 & 10 grammes

de crachats, les mettre dans un tube a centrifuger, les
mélanger avec une quantité égale de solution d’antiformine
a 30 o/o. Capuchonner, agiter violemment et laisser en con-
tact pendant une heure. Centrifuger, décanter le liquide
surnageant, laver deux fois le dépdt & leau stérilisée ot
aprés une derniére centrifugation étaler le culot sur deux
tubes de milieu électif.

Technigue de Weber et Diterlen (2). — Traiter les cra-
chats en les mélangeant pendant une heure avec de lanti-
formine a 4 o/o. Centrifuger et ensemencer le culot.

Technique de Twort (3). — Plonger un fragment de cra-
chat dans une solution aqueuse a 2 ofo d’éricoline. Porter
pendant une heure a I'étuve & 37 degrés. Ensemencer.

Technique de Kurt Meyer et Fitschen (4). — Ensemen-
cer le crachat 4 examiner les milieux de culture ordinaires;
si ceux-ci restent stériles, étaler le crachat le lendemain sur
le milien électif sans préparation préalable. Siun germe
d'infection secondaire est associé mettre le produit pendant
deux lheures a l'étuve a 38 degrés avec de Vantiformine &
15 ofo. Centrifuger, lever deux fois le culot avec de l'eau
physiologique. Ensemencer et capuchonner les tabes, les
sceller a la paraffine.

Valeur diagnostique des cultures dua bacille
de Koch dans les crachats

La culture du bacille de Koch contenu dans les crachats
est une méthode géndéralemeni délicate et ne peul gueére
étre employée dans de petits laboratoires, ne disposant que
de ressources insuffisantes. Le milieu de Pétrofl est cotliteux,
d’une préparation difficile et réalisable seulement par un
manipulateur trés exercé a la pratique de laboratoire. Les
milieux électifs de culture ne sauront donc étre adoptés que
lorsque le commerce les auramis a la portée de tous les cher-

cheurs.
1. Uhlenhut, 4rb. a. d. Kais. Gesundh, vol. XXXII, 1909, fasc. 1.
5. Weber et Diterlen, Trib. Arb. a. d. Kais. Gesund, fasc. \ 2, 1912.
3. Twort, Centralblat fiur Bakl., vol. XL1V, p. 65, 1909.
4. K. Meyer et Fitschen, Med. Alunck,, ns 23, 1922,




— 64 —

Les résultats encore incertains de cette méthode tiennent
a la difficulté d’obtenir une désinfection parfaite des germes
d’association secondaire; si cette désinfection est poussée
trop loin le bacille de Koch peut étre lui-méme détruit, on
bien au contraire si elle est insuffisante les germes sapro-
phytes persistent, se développent rapidement et génent la
culture du bacille de Koch ; dans les deux casil y aura
absence de colonies tuberculeuses. Les manipulations nom-
breuses qu’exigent la préparation des milieux électifs sont
trés favorables aux contaminations ; on est toujours exposé
a voir proliférer des saprophytes qui empéchent le dévelop-
pement du bacille tuberculeux.

La méthode de culture du bacille de Koch contenu dans
les crachats est assez rapide : en quinze a vingt jours les
premiéres colonies peuvent apparaitre &4 la surface du
milieu. D’autre part ces colonies peuvent é&tre facilement
différenciées suivant que ce sont des colonies de bacilles
taberculenx humains ou de bacilles tuberculeux bovins.
Mais nous ne pouvons reconnaitre actuellement i cette mé-
thode que ces deux avantages. Elle n'aura de valeur réel-
lement pratique que lorsqu’elle permetira de découvrir le
bacille de Koch qui n’aura pu étre décelé ni par Pexamen
direct ni par 'homogénéisation répétés.




CHAPITRE VI

RECHERCHE DU BACILLE DE EKOCH
DANS LES MATIERES FECALES

La présence des bacilles de Koch dans les matiéres fécales
chez les phtisiques a 6t6 reconnue déja depuis longtemps. Les
observations de Cadéac et Bournay (1895) (1) de Wood, de

Frankel et Krause, Emerson et surtont Rosenberger (a)
(1907-1909) ¢largirent tout d’un coup le probléme, en trou-
vant des bacilles acido-résistants chez un grand nombre de
sujets atteints soit de granulie, soit de tuberculoses externes
{articulaire, ganglionnaire). A la méme époque M. le profes-
seur Calmette (3) prouva lélimination du bacille de Koch
par la bile et I'intestin.

« Dans une premiére série d’expériences, il injecte dans
la veine marginale de Poreille,  des lapins, un centigramme
de bacilles bovins finement émulsionnés, provenant d une cul-

Chacun des animaux était sacrifié par section du cou, suc-
cessivement of heures, 48 heures, 3, 4, 5, 6, 7, jours aprés
Pinoculation.

gneusement de toucher la surface du foie ; le contenu de la

2. Rosenberger, American journal of med. sciences, 1907, X|1, 1909, 11,
3. Calmette, Académie des Sciences, 8 mars, 19o9. Annales f. P.,
fév. 1912, p. 163.

H. Lorion 5
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tous les cobayes qui avaient recu la bile des lapins injectés
depuis vingt-quatre et quarante-huit heures, cing et six jours
restérent indemnes, tandis que la proportion de tuberculeux
fut de 2 sur 4 pour ceux qui avaient recu la bile du lapin
du troisiéme jour, de 1 sur.4 pour ceux qui avaient recu la
bile du lapin du quatriéme jour, de 3 sur 4 pour ceux qui
avaient recu la bile du lapin tué le septiéme jour » (1).

Une deuxiéme expérience est encore plus démonstrative :
« chez deux génisses on créa une fistule biliaire permanente
qui permit de puiser a volonté dans la vésicule, & I'aide d'une
pipette, la quantité de bile nécessaire aux inoculations
d’épreuve. L'une de ces génisses regut, dans la veine jugu-
laire 3 milligrammes de bacilles tuberculeux virulents d’ori-
gine bovine. Chaque jour avant et aprés l'expérience, on
prélevait dans la vésicule une petite quantité de bile dont
on injectait o emc. 5 & 4 cobayes, 15 de ces animaux sur 109
devinrent tuberculeux et tous ceux qui furent infectés
avaient recu de bile recueillie au delda du dix-neuviéme
jour aprés linoculation virulente de la génisse. Si 'on con-
sidére que la quantité de la bile introduite sous la peau de
chaque cobaye était minime, o cmc. 5 (le cobuye ne peut en
tolérer davantage) et si on la compare au volume énorme
(environ a litres) de ce liquide qui est excrété par la génisse
en vingt-quatre heures on doit en conclure que le nombre de
bacilles évacués par les voies biliaires chez cet animal était
strement considérable ».

Parallélement fut faite la preuve de la virulence des
déjections d’une autre génisse qui avait regu dans les veines
une émulsion de bacilles humains. Sur 66 cobayes inoculés
avec o gr. 1 de déjections, 3 seulement. devinrent tubercu-
leux. Mais il convient ici encore d’observer que la quantité
d’excréments re¢ue par chaque animal était infime, si on la
rapporte a celle émise par la génisse en vingt-quatre heures,
qui est d’environ 7 a 8 kilogrammes.

A la suite des travaux de M. Calmette de nombreux
auteurs (Moore Alexander, Philipp et Porter, Rittel-Wilenko,
Laird, Kite et Stewart) (2) entreprirent I'étude méthodique
de la question en ce qui concerne I'homme et démontrérent

1. Calmette, Infection bacillaire et la tuberculose, Masson, 1933,
P. 405.
2. Cité par M. Calmette, Infection bacillaire et la tuberculose,p. 407.




que les bacilles acido-résistants trouvés dans les matiéres
fécales des tuberculeux sont des bacilles de Koch.

D’aprés cet exposé sommaire et dans 1'état actuel de nos
connaissances, on doit admettre avec le professeur Calmette
que fréquemment les bacilles sont amenés au foie par la cir-
culation sanguine et éliminés ensuite par la bile dans Vintes-
tin. La déglutition des crachats entrevue par les premiers
auteurs comme facteur de la présence des bacilles de Koch
dans les selles n'est pas niable. Depuis ces deux derniéres
- années la question est sortie du domaine purement scienti-
fique : MM. Sergent et Durand (1), Moreau et Vénot ont
préconisé cette recherche comme moyen de diagnostic bac-
tériologique de la tuberculose.

Techniques des recherches du bacille de Koch
dans les maticres fécales

Il existe deux techniques permettant de découvrir le
bacille de Koch dans les matiéres fécales: 1* technique de
Calmette et Guérin ; 2° technique de Moreau et Vénot.

Techique de Calmette et Guérin (2). — Peser dans un
vase conique d’Erlenmayer 30 grammes de matitres que 'on
mélange avec 55 centimétres cubes d’eau stérile et 15 centi-
métres cubes d’antiformine. Agiter a plusieurs reprises et
laisser en contact pendant trois & quatre heures. Centrifuger,
décanter, puis recueillir le dépst dans un vase stérile, diluer
dans 8 A 10 centimétres cubes d’ean salée physiologique.
Filtrer a travers 2 ou 3 doubles de gaze stérilisée et inoculer
a la dose de 2 4 3 centimétres cubes sous la peau de 3 ou
4 cobayes au voisinage de la région inguinale.

Technique de Moreau et Vénot (3). — Prélever bo gr.
de maliéres fécabes. Triturer dans un mortier en ajoutant
petit a petit une quantité suffisante de 1a solution aqueuse
de chlorure de sodium & 25 o/o de facon & avoir une émulsion
semi-liquide, filtrer sur gaze stérilisée pour arréter les gros
débris cellulaires et autres. Equilibrer deux tubes a centri-
fuger avec cette émulsion, additionner 2 centimétres cubes
d'un mélange A parties égales d’éther et de ligroine. Agiter

1. Sergent et Durand, Revue de la Tuberculose, 1922, n" 3.
a. Calmette, Infection bacillaire et la tuberculose, p. 408.
3. Moreau et Vénot, Revue de la Tuberculose, 1922, n* 3.
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fortement les tubes en obturant avec une feuille de caout-
chouc stérile afin de provoquer I'émulsion de la ligroine, puis
centrituger dix minutes 4 5.000 tours a la minute. Prélever
les bacilles dans la couche supérieure & Paide de I'anse de
platine recourbée. Etaler sur une lame préalablement recou-
verte d’'une goutte de blanc d’ceuf acétique. Sécher, fixer 4
Pétuve 43y degrés. Colorer par la technigue de Ziehl-Neelsen.

Tout récenrment (1), M. Venot vient de signaler qu’il a pu
inoculer aux cobayes des bacilles contenus dans les matiéres
fécales et'collectés en surface suivant le procédé précédent
avec des résultats intéressants.

1. Venot, Rev. de la Tuberculose, n° 5, nov. 1ga3, P. 490.




DEUXIEME PARTIE

VALEUR COMPAREE DES DIFFERENTES TECHNIQUES
DE COLORATION D’ENRICHISSEMENT ET D’INOCU-
LATION DES CRACHATS TUBERCULEUX.

L’exposé, un peu long peut-&ire que nous avons fait parce
que nous n’avons pas craint d’insister minutieusement sur la
description technique de chaque méthode bacilloscopique, va
du moins nous permettre de comparer avec plus de sireté
ces méthodes entre elles tant an point de vue de leur valeur
démonstrative qu’en ce qui concerne leurs autres avanlages
ou inconvénients. Ce qui ressort tout d’abord d'un coup
d’ceil ’ensemble c’est que, dans la moyenne des cas ordi-
naires, leurs résultats sont sensiblement équivalents. Ou
certaines marquent leur supériorité, c'est dans des cas dou-
teux ou dans des circonstances exceplionnelles, et, comme
les cas douteux ne sont pas rares dans la pratique journaliére
du dispensaire et en clientéle, leur fréquence relative suffit
a légitimer le recours & des procédés moins dispendieux.

Du reste pour certaines techniques les résultats particu-
liérement brillants obtenus par leurs promoteurs peuvent
trés bien dépendre d’un facteur personnel tenant entre autres
causes a l'habileté opératoire et a4 la longue expérience
aequises.




CHAPITRE PREMIER

VALEUR COMPAREE DES TECENIQUES DE COLORATION
DU BACILLE DE KOCH CONTENU DANS LES GRACHATS

Les différentes techniques de coloration ont été comparées
pour la plapart a la technique de Ziehl-Neelsen qui jusqu’ici
a été considérée comme la plus rigoureuse des méthodes de
coloration et celle donnant les meillears résultats, Pour la
facilité de l'exposition des résultats des différents expérimen-
tateurs, nous avons résumé leurs travaux sous forme de
tableaux ; les chiffres qui y figurent sont ou la moyenne
bacillaire par champ microscopique ou un numéro d'ordre
des échelles de Gaffshy ou du D* Guinard. Habituellement
ces résullats ont été établis en gfnumérant les bacilles conte-
nus dans dix & vingt champs. D’auires anteurs ont classé
les techniques d'aprés le plus grand nombre d’examens
positifs qu’elles leur donnaient dés la premiére analyse d'un
crachat,

Comparaison des récentes techniques de coloration
par la fuchsine phéniquée

Résultats de Geske (1). — Cet auteur a fait quatre
séries d’'expériences portant sur des crachats de richesse
bacillaire variable. Dans une premiére série il a comparé
entre elle les méthodes de Ziehl-Neelsen, Spengler, Jotten-
Haarmann, Konrich, Schulte-Tigges. Le tableau n° x indique
les résultats comparatifs qu’il a obtenus. Voir page 7a2.

En comparant les moyennes bacillaires par champ en
allant de la plus forte vers la plus faible nous pouvons clas-
ser les techniques étudides dans l'ordre suivant :

1. Geske, Zeitschrift fur Tuberculosis, vol. XXXV], fasce. 5
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La technique de Spengler a donné une moyenne de
25,2 bacilles par champ.

La technique de Jotten a donné une moyenne de 23,7 ba-
cilles par champ. :

La technique de Schulte-Tigges a donné une moyenne de
14,2 bacilles par champ.

La technique de Konrich a donné une moyenne de 9,3 ba-
cilles par champ.

La technique de Ziehl-Neelsen a donné une moyenne de
4,7 bacilles par champ.

Les résultats de la deuxi¢me série d’expériences ont per-
mis une classification analogue :

T. Spengler 1,26 bacilles par champ.
T. Jotten-Haarmann 1,24 -

T. Schulte-Tigges 0,77 —

T. Ziehl-Neelsen 0,38 —

Dans la troisiéme série d’examens, les crachats étaient trés
peu bacilliféres, les résultats obtenus par les différentes
techniques les ont fait classer dans 'ordre suivant :

T. Spengler 0,61 bacilles par champ.
T. J6tten-Haarmann 0,45 —_
Schulte-Tigges 0,17 —
Konrich 0,13 —

A titre complémentaire Geske compara la technique de
Ziehl-Neelsen avec celle de Spengler. Alors que la coloration
de Spengler pouvait déceler en moyenne 58,5 bacilles tous
les dix champs, celle de Ziehl-Neelsen n'en révélait que 3,4
dans les mémes conditions.

Résultats de Spreitzer (1).— Les comparaisons de Spreit-
zer sont basées sur 360 examens de crachats ; quatre-vingt-
quatorze fois le bacille de Koch fut découvert par le la tech-
nique de Ziehl-Neelsen a la premiére analyse, alors que dans
les mémes conditions cent fois il fut découvert par les tech-
niques de Konrich, de Marx, de Jotten et d’Ulrich, mais il
est juste d’ajouter que six fois le bacille fut découvert lors
d’examens suivants par la technique de Ziehl-Neelsen. La

1. Spreitzer, Centralblatt fir Balkt., 1921, p. 458-461.
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TABLEAU 1
. JOTTEN-

2 | NGELSEN | SPENGLER EAARMANN | KONRICH | SCHULTE
é Bacilles Bacilles Bacilles Bacilles Bacilles
2 par champ | Par champ par champ | P27 champ par champ
4 microsco- microsco— microsco- mlc.r 08€0- mlc'r 080~
o pique pique pique pique pique
1 2.55 11.45 11.05 2.95 7.65
a 3.55 12.95 13.3 7.6 13.3

3 1.05 10.15 10.65 ab 7.1

4 0.2 1.29 1.85 0.4 1.35 1
5 1 5.25 6.3 1.25 4.7

6 0.65 8.55 8.3 1.6 4.1

7 7.95 1g 10.45 n3 14.2

8 1 .25 2.4 0.8 1.45
9 0.65 7.85 7.95 2.6 19
10 0.68 5.6 5.35 1.1 1.65
11 4.5 32.05 49.15 11.6 33.44
12 27.95 128, 45 140.75 58 85 120.4
13 6.3 13.85 17.55 8.05 8.795
14 14.65 26.85 a3.9 13.25 20.2
15 12.85 90.35 86.35 . 22.5 22,1
16 1.45 5.95 6.05 1.95 2.1

I o 2.8 2.05 0.7 1.5

I 5.55 35.3 42.6 12.2 155
19 8.75 42.35 83.55 14.5 29.25
20 21.15 42.1 39.8 3o.15 30.55
21 o 0.65 0.55 0.2 0.3
22 1.55 295 2.8 2 1.9
a3 0.1 3.15 3.85 1.07 1.45
a4 .3 8.g5 9.65 3.95 8

25 l.g 4.45 5.35 1.65 2
26 3. 31.45 33.6 10.05 24.05
a 25.6 66.4 28.55 67.3 n0.3
25 2.65 15.75 17.55 5.25 8.5
29 0.8 4.85 é.4 2.9 2.5
3o 6.35 . 46.15 48.95 16,9 28.1
Moyenns
par champ. 4.7 25.2 23.71 9.26 14.22

classlﬁcatlon des techniques d’aprés les moyennes bacillaires

est la suivante :

T.Konrich
T. Marx

14,94 bacilles par champ microscop.

14,5

T. Jotien-Haarmann 132,05
13,04
5,76

T. Ulrich
T. Ziehl-Neelsen
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Résultats de Shoub (1). — Shoub a comparé les techni-
ques de Schulte-Tigges et de Ziehl-Neelsen ; 800 crachats
ont été examinés par ces deux techniques, 244 fois le pro-
cédé de Schulte-Tigges découvrit le bacille de Koch alors
que par le procédé de Ziehl-Neelsen, il n’avait été décou-
vert que 183 fois. La numération bacillaire par champ mi-
croscopique se montra nettement en faveur de la technique
de Schulte-Tigges ; certains champs avaient de 21,72 16,9
bacilles, alors que par la technique de Ziehl-Neelsen on n’en
comptait que 16,9 4 a1,7. ’ ’

Résultats de Bernblum (2). — Cetauteur a comparé deux
techniques anciennes (Kronberger, Unna-Pappenheim) et
une méthode récente (Konrich) au procédé de Ziehl-Neelsen,
Chaque crachat a été étalé sur deux lames, le nombre de
champs numérés a é1é de 20. Voir tableau 1I ci-dessous.

TABLEAU II

’;‘: Ziehl-Neelsen Kronberger [Unna-Pappenheim Konrich
B | T | — e | — i T st
% Lame I | Lame II | Lame I|LameIl| Lame I |Lame Il{Lame I}Lame I]
5
1 I 7 4 2 19
2 4 7 o 14 16 17 10 32
3 9 6 2 27 18
4 o o (o} o o o
5] v 12 28 2 17 22 43
6| 24 36 9 15 13 4a 34
17 12
g g6 88 go 26 102
gl 55 70 96 50 44 56 140 162
10| 47 102 B2 36 42 199 186
11
12f 42 4 2 5 3 7 9
13 29 12 7 16 41
14 y
15 21 16 1 11 9 19 36
L

1. Shoub, Journal oj Bacteriology, 1923, VIII, p. 121-126.
2. Bernblum, Centralblatt fir Bakt., LXXXVII, 1~ sepl. 1gz1,
p. 23-37. .




D’aprés ces résultats les techmiques qui ont été compa-
rées peuvent étre rangées dans 'ordre suivant:

T. de Konrich 51,14 bacilles par champ microscopique
T. Ziehl-Neelsen 30,2 —
T. Kronberger 26,55 —

T. Unna-Pappenheim 18,3 —

TABLEAU It
Résultats personnels

~ 8
S;‘:'s § —5 Kithm-Bonel Konrich Cépede Bender | Jotten
Sk .
I 8-10 3-4 0-0 810 1-15 16-25
2 7-9 "~ 8-10 5-7 57 89 8-10
3 | 16-20 14-20 16-25 11-15 11-12 | 25-30
4 1-2 2-3 1-2 1-3 12-13 :
5 00 0-0 0-0 0-0 -0 0-0
6 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
2 98 g-12. 59 34 17-20 20-25
8 0-0 00 0-0 0-0 0-0 0-0
9 1-2 1-2 1-2 bacilles| I-2 sur qq. 3-4 2,5-3,8
sur qq. ch. champs
10 | 2025 310 812 8-10 25-30 | 24-27
1t | 1o-10 810 1-2 5-7 6-7 810
12 2-4 | 1-2 sur qq. 0-0 1-2 sur qq. 1-3 I-1
champs champs
13 5-6 | I-2sur qq. 4-5 1-2 sur qq.| 3-4 1-3
champs champs
14 1-1 |I-5 sur toute 0-0 0-0 1-2 2-3
la préparat. :
15 1-3 1-2 c-0 1 bacille -2 1-2
sur la prép.
16 3-5 2-3 1-2 1-2 bacilles; 3-4 4-5
sur laprép.
I 0-0 0-0 0-0 0-0 . 0-0 0-0
1 1-2 2-3 1-2 3-4 8-10 3-4
19 5-8 4-5 5-7 4-6 6-10 4-6
20 | t1-15 8-10 5-7 6-7 12-15 16-20
Résultats personnels. — Les crachats ont été prélevés

sur des malades des sanatoriums de Bligny ; les étalements
aussi uniformes que possible, ont 6té exécutés entre lames
et lamelles ; la fixation des préparations s’est faite cn les
laissant séjourner pendant dix minutes 4 I'étuve 4 37 degrés.
Les crachats examinés ont été choisis pour la plupart sur
des sujets présentant des lésions en évolution; pourtantpour

; ;AW‘ “
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vérifier la rigueur de certaines techniques particuliérement
brillantes, nous avons coloré plusieurs lames de crachats
depuis fort longtemps négatifs par la technique de Ziehl-
Neelsen. Les résultats sont indiqués par le tableau 11I,

D’aprés ces résultats, les six techniques comparées entre
elles ont pu étre classés dans'ordre suivant :

T. de Jotten Haarmann 8,7 bacilles par champ microscopique
T. de Bender 73 —
T. de Ziehl-Neelsen 6,6 _
T. de Kithne-Borrel 3,8 _
T. Gépéde 3 —
T. Konrich 2,4 —

Résultats de Bender (1), — Cet auteur n’établit pas ses
comparaisons d'aprés les plus fortes moyennes bacillaires
par champ microscopique, mais d’aprés le plus fort pourcen-
tage de résultats positifs nouveaux trouvés au cours d’exa-
mens de crachats précédemment négatifs.

Cent huit crachats ont été colorés par la techmque de
Ziehl-Neelsen, Spengler, Kronberger et Weiss ; quarante-
huit fois le bacille de Koch fut découvert par la technique
originale de Spengler (44,4 o/0). quarante-sept fois les
techniques de Kronberger et de Weiss le mirent en évidence
pour la premiére fois, alors que dans les mémes conditions
la technique de Ziehl-Neelsen ne le découvrit que quarante-
quatre fois (40,74 o/o).

Cent soixantie-dix crachats ont été examinés par les
techniques de Ziehl-Neelsen, Spengler, Jeetten-Haarmann ;
cinquante-neuf fois le bacille a été découvert par la technique
de Ziehl-Neelsen ( = 34,7 o/o), soixante et une fois il fut
trouvé par celle de Spengler (= 35,8 o/0) et soixante deux
fois il fut décelé par la technique de Jeetten (= 36,47 o/o) (2).
1.012 crachats ont été examinés et colorés par la technique
de Ziehl-Neelsen et par celle de Bender, deux cent fois I'exa-
men direct répété a intervalles réguliers permit de découvric
le bacille de Koch; mais celui-ci fut décelé cent quatre-
vingt-treize fois dés le premier examen par la technique de
Bender, alors que par celle de Ziehl-Neelsen il n'était mis en
évidence que cent soixante-six fois.

1. Bender, Centralblatl fur Bakt., 1921, LXXXVI, p.667.
2. Cité par Bender emprunté & Joiten-Haarmann.
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En comparant entre eux ces différents résultats nous
avons pu obtenir la classification suivante :

T. Bender 40,5 o/o de crachats posit. au 1°r examen.
T. Kronberger 37,07 o/o —
T. Weiss 37.07 o/o —
T. Spengler 37,06 ofo —
T. Jeetten 36,04 ofo —_
T. Ziehl-Neelsen 34,7 ofo —

Comparaison des technigues de colorations
s’adressant a d’autres colorants gque la fuschsine

La technique d’'Hermann a fait I'objet de comparaisons
nombreuses avee la technique deZiehl-Neelsen,

Albert Caan (1) trouve dans les préparations colorées par
le violet de gentiane d’Hermann cing & six fois plus de
bacilles que duns les préparations colorées par la fuchsine.
C’est la méme opinion que soutiennent Karl Krunwiede et
L. Blockburn. Sur a8 préparations précédemment négatives
a ’examen direct, cinq résultats furent positifs, deux de
ceux-ci étaient dus a la technique d’"Hermann, un seul étant
dd & la technique de Ziehl-Neelsen. Aprés homogénéisation
des crachats précédemment négatifs cinq résultats positifs
nouveaux ont été obtenus mais seulement par la coloration
d’'Hermann; lcs préparations colorées par la technique de
Ziehl-Neelsen ne révélérent aucun bacille.

Longsted a examiné 1.200 crachats, 345 furent positifs par
les deux techniques d’lHermann et de Ziehl-Neelsen, mais
alors que la méthode d’Hermann décelait a elle seule vingt-
neuf fois les bacilles, la technique de Ziehl-Neelsen ne les
décelait que huit fois. La comparaison est encore en, faveur
de la technique d’Hermann, si nous considérons les
moyennes bacillaires par champ microscopique. En effet
136 fois les bacilles furent aussi nombreux par champ micros-
copique, mais 125 fois la technique d’Hermann se montra
supérieure alors que 47 fois seulement c’était celle de Ziehl-
Neelsen qui permettait de compter un plus grand nombre
de bacilles par champ.

Nous compléterons ces renseignements en publiant un
extrait d’'un tableau d'Herzfeld comparant la valeur des

1. Cité par Kongsted, Centralblatt fiir Bakt., 1920, 84, p. 513-515.




techniques de Ziehl-Neelsen et d’'Hermann; 'échelle qui a
été employée est celle de Gaffsky, les préparations sont des
étalements de culot de centrifugation de crachats homogé-
néisés par l'antiformine (Voir tableau IV).

TABLEAU IV

ZIEHL-
COLORATION NEEISEN | HEBRMANN
Examendirect. ....... ............. g: g
Antiformine 5 ofo................ g - g
— 10 0/0........ . e g6 gs
- 150/0........ feeeaes g1 go
—_ 20 Of0. . ...t ieiaa g6 gs
— 25 0/0.. ... iiiinnn... g g
Examendirect..................... o ]
Antiformine 10 0/0.......c.vo.... g g3 8
— 20 Of0. . ieineniinnnn g2 g4
—_ 300/0..... v . 22 g3 8
Ellermann-Erlandsen.............. g7 8
TABLEAU V
.2 Ziehl-Neelsen Gasis
§ P R, N e e e st
S Lame I Lame II Lame I Lame II
1 b 7 10
2 4 7 15 17
3 9
4 o 0
5 24 25 3a 4
6 17 12 3a, 23
7 g6 88 92 82 |
8 55 70 |
9 49 102 92 76
10
& \
I2 42 4 |
13 27 37
14
15 21

La technique de Gasis en raison de sa manipulation un
peu plus difficile quecelle desautres méthodes de coloration




n’a donné lieu qu’a trés peu de comparaisons ; c’est une
technique médiocre, car le bacille coloré en rose-pale se
détache mal sur le fond de la préparation. Nous nous. bor-
nerons a signaler un extrait d’'un tableau de Bernblum (1)
en remarquant que les résultats des deux techniques au
point de vue quantitatif sont les mémes, mais au point de
vue qualitatif la technique de Ziehl-Neelsen est supérieure 4
celle de Gasis (2). (Voir tableau V).

Résultats personnels. — Nous avons comparé les trois
techniques récentes de colorations de Lesieur et Pintenet,
Luisi et Scheedel. Les crachats ont été prélevés aux sana-
toriums de Bligny, les étalements ont été faits entre lames et
lamelles, les préparations ont été fixées par séjour pendant
dix minutes & 'étuve & 37 degrés. Les crachats avaient une
richesse bacillaire trés variable. L'échelle de numération
employée est celle de M. le D* Guinard.

TABLEAU VI

Résultats personnels

< . g
g et Lﬁ?}ﬁ;lgxet Luisi Scheedel Ziehl Neelsen
3
i VII VI VIl VI
2 v v 1V v
3 ) o o o
4 1 o II o
g v v v 111
6 111 v v I
I 1 I 9
g Vi1 VII VII VI
9 A 1§ 111 11
10 VI v 1v v
11 I - o HI- I
12 1 1v v 1v.
i3 i 0 1 . !
i v v v v
15 Il II 11 I

Les deux techniques de Lesieur et Pintenet et de Luisi se
sont montrées sensiblement égales. 4 la technique de Ziehl-

1. Bernblum, Centralblatt fiur Bakteriologie, 87, 1+ septembre 1921,
. Pp. 23-27.
2. L’échelle de numération est celle de Gaffsky.




Neelsen ; les bacilles colorés en violet se détachent bien du
fond rose de la préparation. La technique de Scheedel a
donné incontestablement les meilleurs résultats, mais il est
absolument indispensable de se servir de bleu de méthyléne
B. N. (voir tableau VI).

Résumé. — Si nous jetons un coup d'ceeil d’ensemble sur
les études comparatives que nous venons d’exposer nous
voyons que nous pouvons en retirer trois enseignements :

1° Les résultats de certaines techniques récentes de colo-
ration sont contradictoires ; entre les mains de cerlains
expérimentateurs elles donnent d’excellents résultats, alors
que dans d’autres mains elles ne donnent que des résultats
médiocres. Une pareille incertitude est donc un défaut et
empache de les adopter;

2" Les techniques de coloratien du bacille de Koch par
d’autres colorants que la fuchsine phéniquée sont aussi
rigoureuses et permettent d’obtenir les mémes résultats
qu’avec les anciennes méthodes ;

3o Tous les auteurs sont d’accord pour considérer les
techniques basées surles principes de la coloration de Spen-
gler comme donnant les meilleurs résultats ; ces procédés
ont le grand avantage de donner des résultats supérieurs i
ceux de la technique de Ziehl-Neelsen ; ils sont d’'une mani-
pulation aussi facile, leur exactitude a été éprouvée en co-
lorant des crachats non tuberculeux.

Nous signalerons donc comme techniques les plus recom-
mandables celles de Bender, Tribondeau-Jcetten, Schulte-
Tigges, la coloration de Zichl-Neelsen restant toujours une

. technique de valeur moyenne ; la technique de Konrich pré-
conisée comme une des meilleures donne en réalité des
résultats trés inégaux.




CHAPITRE 11

Valeur comparée des technigues d’enrichissement

Les techniques d’enrichissement ont donné lieu 4 de nom-
breuses études comparatives. La plupart des expérimenta-
teurs se sont basés pour établir leurs comparaisons sur le
taux de concentration bacillaire des crachats homogénéisés,
c’est-a-dire sur le rapport qui existe entre la moyenne ba-
cillaire par champ microscopique aprés homogénéisation et
la moyenne bacillaire dans les mémes conditions mais avant
I'homogénéisation. Un a pu comparer les techniques d’ho-
mogénéisation entre elles, d’aprés leur valeur pratique, c’est-
a-dire en se basant sur le plus fort pourcentage de résultats
positifs fournis en homogénéisant des crachats précédem-
ments négatifs a 'examen direct.

Résultats d’Ellermann-Erlandsen (1). — Il nous a paru
intéressant de signaler dés le début de ce chapitre 'une des
premiéres études comparatives, elle nous permet de consta-
ter qu’il y a une vingtaine d’années certaines techniques,que
I'on considérc actuellement comme nouvelles, étaient Jdéja
expérimentées et exactement appréciées. Cet auteur a établi
sa classification d’aprés le taux de concentration bacillaire :

1° Double méthode d’Ellermann Erlandsen —]Il
2° Autodigestion . . . . . . . . . . . . . —Z- ‘
. . 5

3o Autodigestion avec addition de pancréatine . —y
2

4°Spengler . . . . . . . . . . —

Comparaison des techniques d’homogénéisation
par P'antiformine

Nous avons vu en étudiant la technique des homogénéisa-
tions par'antiformine a quelle dilution variable de ce produit
s’adressaient les auteurs. Des travaux anciens dus 4 Schnei-

1. Ellermann-Erlandsen, Zeitschrift fur hygiene, vol. LXI, p. 219.
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der (1) ont fait connaitre la meilleure des dilutions. Deux
séries d’expériences ont été pratiquées. Dans la premiére
les crachats homogénéisés étaient négatifs 4 l'examen direct,
dans la seconde ils s’étaient montrés bacilliféres au méme
examen. Nous avons résumsé les résultats obtenus dans les
deux premiers tableaux ; 'échelle adoptée est celle de Gafl-
sky, les dilutions aqueuses d’antiformine comprises entre
15 et 30 0/o sont celles qui ont fourni la plus forte concen-
tration bacillaire. Ces résultats concordent du reste avec
les recherches récentes de Lubarsky qui a remarqué qu’a-
vec une dilution d’antiformine a 15 o/o, les crachats sont
toujours enrichis en bacilles de Koch; il y a au contraire dis-
parition des bacilles dansla proportion de 170/0 si les mémes
crachats sont mis en contact avec une solution d’antiformine
4 50 o/0; enfin il y a disparition totale des bacilles dans la
proportion de 65 o/o si les crachats sont mis pendant cing
minutes avec une solution pure d'antiformine.

Comparaison des techniques d’homogénéisation par
Pantiformine et par Paantiformine associée a la
ligroine.

Nous publions des extraits des résultats de Schneider et
d’Herzfeld. L’échelle de Gaffsky a été adoptée pour certains
des résultats de Schneider. Ces résultats sont particulicre-
ment démonstratifs, car la technique d’homogénéisation par
I'antiformine simple s’est toujours montrée supéricure a
celle ou les bacilles sont collectés en surface par la ligroine
(Bernhardt), 'eau salée (Huzella).

Comparaison des techniques d’homogénéisation par
Pantiformine avec les lechniques d’homogénéisa-
tion sodiques.

Résultatsde Schneider(2)etd’Hersfeld (3).— Cesauteurs
ont établi une comparaison entre les techniques d’homogé-
néisation par ’antiformine simple et par I'antiformine asso-
ciée & la ligroine avec la technique d’Ellermann-Erlandsen.
Les trois séries d’expériences ont toujours été en faveur de
la technique d’Ellermann ; la technique de Lorentz (antifor-

1. Schneider, Zeitschrift fir Tuberculosis, n° 18, 1g91a.
_2. Schneider, Zeitschrift fur tuberculosis, mars 1913, p. 326.
3. Herzfeld, Zeitschrift fitr Hygiene, LXVI, p. 336-340

H. Lorion 6
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mine & 15 0/o) s'est montrée dans l'ensemble supérieure &
celle ot I'antiformine est associée a la ligroine. Les résultats
obtenus par ces différentes techniques sont publiés aux
tableaux V, V1, VIL

‘L’apparition dela technique &’ homogéndéisation de MM. Be-
rancon et Philibert a suscité immédiatement des comparai-
sons avecl'ancienne technique 4’Ellermann-Erlandsenet avec
les différentes techniques d’homogénéisation par Tantifor-
mine. Nous publierons d’abord deux séries de résultats per-
mettant de connaitre exactement le taux de concentration
bacillaire descrachats homogénéiseés par la nouvelle méthode.

TABLEAU 1
Résultats de Schneider

Dilution

. . i . ) 1 &
de 'antiformine Examen direct 10 ojo | 20 ofo 30 ofo

|

“ Ne de V'échelle.... Zo g g2 g2

TABLEAU II

. Diluti
de l’a;nif}'y(:'xxlnine Examen direct] So/o 10 ojo | 15 0fo | 20 0jo 30 0fo
N’ de Véchelle. g g 2y g1 g fied
Diluti o .
l\ de l’ahltlil}()orx;nine Examen direct| 10 oo | 2000 | 30 ofo | 4o olo
N de I'échelle. ... ... g g g5 g7 g,

TABLEAU 11

Résultats de Schneider

Désignation des méthodes b sl 3l4)5)6]12]8

Lorentz & 15 0/0...... ...\, 12,2] o |1,5] 6 [3, 9|2 2[7.1|1,4

Huzella ..........cve0 oo oo 4,11 0| 0 |2,54,6] 0 510
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TABLEAU IV

5 ‘ B 1 3 4 53 [ - 8 o ;;—
-~
Examen direet. .}V NEEERIEIE I A eIV | HI

\

‘[,Aorentz:‘xlﬁ ofo. IX \'1\111 vilvelvinl X[ XVl

;‘ Huzela... ......; VII 1Y \IV vl vopvIni VLY
[ o o | P B O R |
TABLEAU V
Résultats de Schneider

?"l)n'-.;ignatiou des methodes T'z_ 3 l 4 56 b

i e | e | = e
Examen direcl. ... ‘ol o of of o] o
Ellermann-Erlandsen............ 2.2 ologli]  ol7.8l1.6
Lorentz (15 0/0). ... covvoever . 1.8] o] o} © ol 3f o
Bernhardt (ligroine............. 5.5]0.3l0,3j0.7|00.2 ©} ©

TABLEAU V1
Résuliats d’Herzfeld

Deésignation " y
des meéthodes
e |- |——
Ellermann-Lir-
. landsen ...... 2,513 |42
I Antiforinine . .. |05} 1,20 26,25
Ligroine....... ol 1 —

TABLEAU VII
Résultats de Schneider

f Iygsignation . . . . .
o 4 4 ‘ = b [
‘, des methodes ! 2 3 + 2 6 g 3 a

___—_—___—____-__—_—--———

Txamen direct... ... | 11 11 [ vl VoL
vinIvivl

Ellermann-Erlandsen| V v I VI Vi IX X
Lorentz . ........ AV v v 1IN P Ix vy
HIv| I Iv|w Vi x| vin vl

ot

Bernhardt (ligroine)

b ——
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Résultats de MM. Bezancon et Philibert. — Avant de
procéder a ’homogénéisation, un examen direct a été fait
pour chacun des crachats, les bacilles ont éié numerés
sur 20 champs, une moyenne bacillaire a été ensuite établie
d’aprés le total obtenu. L'étalement sur lame du culot de
centrifugation a été exécuté dans les mémes conditions, ainsi
que la numération bacillaire par champ microscopique.

Grachat 1 | L@me témoin. . ... 1-3 bacilles par champ.
3 Homogénéisation. 5o bacilles par champ.
Crachat 2 Lame témoin..... 5-10bacilles par champ.
Homogénéisation. 5o-100 bacilles par champ
Crachat 3 g Lame témoin..... nombreux.
Homogénéisation. incomptable.
Crachat 4 Lame témoin. . ... 1-10 bacilles par champ.
% Homogénéisation. 100 bacilles par champ.

Crachat 5 | Lame témoin..... rare.
s llomogénéisation. nombreux.

Crachat 6 Lame témoin..... 10 bacilles par champ.
3 Homogénéisation. 100 bacilles par champ.
Lame témoin..... o-5 bacilles par champ.

Crachat 7 % Homogéndisation. 5o-100 hacilles par champ.

Résultats de Lucas (1). — Get auteur a recherché dans
les mémes conditions que précédemment le taux de concen-
tration bacillaire des crachats homogénéisés par la soude, il
s'est adressé a des crachats d'une richesse bacillaire variable
A Pexamen direct, le nombre de champs numérés a été de 20,
les colorations ont été faites suivant la technique de Ziehl-
Neelsen, les résultats ont été consignés au tableau VIIL

Taux de concentration bacillaire des crachats homogé-

_ néisés par la soude. — MM. Bezangon et Philibert évaluent

10 . ’ .

ce rapport a T Lucas estime qu'il est plus élevé, nous

I'avons calculé en effet d’aprés les résultats exposés et nous
.. . 133 , . L,

avons pu Vévaluer & 5" D’une maniére générale on peut

dire que ’homogénéisation sodique décuple les résultats de

I'examen direct,

1. Lueas. Thése de Paris, 1912-1913.
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TABLEAU VIII
Résultats de Lucas

Crachats | Ex. direct éé‘;_";,‘;ﬁi'. Crachats | Ex. direet Hé)_"i\filé'%

1 4,2 53,2 12 0,19

2 3,4 32,6 13 8,8 79,2
3 6,7 7,8 14 4 56,5
4 15 149.5 15 0,7 5.5
5 g, b 75,4 16 10,7 118,3
6 37,5 17 3,8 51,4
7 13, 25 137,g 18 1,06 26,2
8 6,4 86, 19 2 19,3
9 4y 2 51,2 20 1,05 13
10 2,9 30,6 al 2,8 31,2
11 0,7 6,05 22 5,15 58,3

Résultats comparatifs de MM. Bezangon et Phili-
bert(1). — Ces auteurs ont comparé leur méthode avec celle
4'Ellermann et avee celles ol la collection des bacilles se fait
en surface a Vaide de la ligroine. On peut considérer les
deux techniques d’homogénéisation sodique comme égales
dans leurs résultats, néanmoins la double méthode d’Eller-
mann est d'une manipulation plus longue. Les techniques
d’homogénéisation collectant les bacilles en surface se sont
montrées trés inférieures, quel que soit l'agent fluidificateur,
soude ou antiformine. Les résultats suivants obtenus en
homogénéisant les crachats par l'antiformine et en collec-
tant les bacilles en surface 4 'aide de la ligroine démontrent
aisément la médiocrité de la méthode:

Lame témoin examen direct.. 25,5 bacilles par champ.
Homogénéisation antiformine-

LHgroine ......ovvereeneees 13,5 bacilles par champ.
Lame témoin examen direct.. 2,4 bacilles par champ.
3 Homogénéisation antiformine- .
ligroine ... cooveiiieenn.. 11 bacilles par champ.

\ Lame témoin examen direct.. 76 bacilles par champ.
Homogénéisation antiformine-
? ligroine . ..........c......- 27 bacilles par champ.
Lame témoin examen direct.. 10 bacilles par champ.
{ Homogénéisation antiformine-
ligroine ................... o »

ITh M
1. Bezancon et Philibert, Progrés médical, 13 mai 1911, n° 19.
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Résultats comparatifs de Gaussel et Corone (1). —
Cent vingt-neuf crachats ont é1é homogénéisés par les techni-
ques de Bezancon et Philibert. Ellermann, Lorentiz ; les éta-
lements du culot de centrifugation ont été colores par la
technique de Ziehl-Neelsen, les moyennes bacillaires par
champ microscopique ont été établies aprés une numération
de dix champs.

Résultats particuliers obtenus par la technique de
Besancon et Philibert. — Soixante-treize crachats ont été
homogéneisés par cette méthode, trente-deux fois le résultat
fut négatif, onze fois 'homogénéisation permit de découvrir
le bacille de Koch qui n’avait pas été découvert & I'examen
direct ; vingi-six fois la multiplication bacillaire fut variable,
quatre fois ’honogénéisation échoua, le nombre des bacilles
aprés homogénéisation étant plus petit qu'avant.

Résultats particuliers obtenus par la double méthode.
— Trente-deux crachats ont été homogénéisés par cette
technique, seize fois le bacille n’a pu &tre décélé, quatre fois
I'homogénéisation a donné un résultat positif alors que tous
les examens directs s’étaient montrés négatifs ; onze fois I'en-
richissement bacillaire fut variable mais deux fois’homogé-
néisation échoua.

Résultats particuliers obtenus par la technique de
Lorentz. — Vingt-quatre homogénéisations ont douné
12 résultats négatifs, deux fois elles permirent de découvrir
le bacille de Koch qui était passé inapergu a I'examen direct
répété, neuf fois la multiplication bacillaire fut évidente,
treize fois elle fut variable, enfin ’homogénéisation échoua
deux fois.

En résumé : dans 15 o/0 des cas la technique de Besangon
et Philibert décela le bacille de Koch des expectorations néga-
tives 4 I'examen direct; la double méthode d’Ellermann-
Erlandsen ne le découvrit que dans une proportion de 12 o/o
enfin la technique de Loreniz ne le mit eén évidence que dans
8 0/0 des crachats examinés et négatifs a4 la méthode directe.

Résultats comparatifs d’Anglada (2). — Soixante cra-
chats ont é6té examinés directement et colorés par la technique
de Ziehl-Neelsen ; 20 champs par préparation microscopique
furent soigneusement numérés ; vingt fois on compta plus

1. Gausset et Corone, Recuelde la Tuberculose, 1913.
a. Anglada, Province médicale, 1913.
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de 10 bacilles par champ, quatorze fois on n’en constata que
1 4 10. Trente-huit crachats furent reconnus bacilliferes
par la technique de coloration de Spengler alors que 22 res-
térent négatifs. Ces a2 crachats ont été homogénéisés chacun
par les techniques de Ellermann-Erlandsen, Bezancon et
Philibert, et par les méthodes a I'antiformine.

Résultats pariculiers obtenus par la technique d'El-
jermann. — Vingt-deux crachats homogénéisés ont donné
4 résultats positifs ; I’homogénéisation des 38 crachats bacil-
lifsres a donné un enrichissement bacillaire notable, mais
trés variable d’'une lame A une autre.

Résultats particuliers obtenus par la technique de
Besancgon et Philibert. — Les 22 crachats précédemment
négatifs ont donné deux résultats positifs, Penrichissement
bacillaire des crachats bacilliféres homogénéisés a été tres
variable.

Résultats particuliers obtenus par les tchniques
d’homogénéisation par Yantiformine. — o) L’homogénéi-
sation selon le procédé de Lorentz des 22 crachats négatifs
a fourni 4 résultats positifs avec une moyenne bacillaire par
champ microscopique de 3. v

g) La technique de Leeffler a donné b résultats positifs.

) La technique de Haserodt collectant les bacilles & la
surface du liquide n’a pu donner aucun résultat positif.

Nous pouvons, d’aprés ces résultats, établir une classifica-
tions des différentes techniques suivant leur valeur pratique:

1° La technique de Leeffler fournit un pourcentage de
22,72 de cas positifs ;

2 Les techniques d Ellermann et de Lorentz fournissentun
pourcentage de 18,18 de cas positifs ;

30 La technique de Besancon et Philibert fournit un pour-
centage de 9,09 de cas positifs ;

o La technique de Haserodt collectant les bacilles en sur-
face n’a pu fournir de résultats positifs.

Comparaison des récentes techniques
d’homogénéisation :

Résultats de Darbés (1). — Dans sa thése inaugurale
Darbés (1921-1922) a étudié les dix plus récentes techniques

1. Darbés, Thése de Bordeaux, 1931-1923.




d’homogénéisation par les substances chimiques ; nous avons

méthodes et nous les avons comparés a celui de la technique

calculé les taux d’enrichissement bacillaire de ces nouvelles
de Bezangon et Philibert. Nous avons pu connaitre égale-

ment la valeur pratique de ces nouvelles techmiques en homo-

généisant des crachats négatifs a l'examen directet en notant

le nombre de résultats positifs nouveaux.

TABLEAU IX
Résultats de Darbeés
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Nous avons fait figurer au tablean 1X les moyennes bacil-
laires par champ microscopique qui nous ont permis de
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calculer le taux de concentration bacillaire de chacune des
méthodes étudiées ; nous avons pu établir, d’aprés celui-ci,
la classification suivante :

3
1°* T. de Besancon et Philibert —?—

2° T, de Khouri %g'

6.06
3» T. de Quelme et Honal 10,00

4° T. de Giraud et Derrieu 21—4

=0
5° T. de Laroche et Virmeaux 11_9
- 6,2
6o T, de Renaux 1;

5
5° T. de Grysez et Bernard Tq~

47

T. de Hirstman —=~
35

go T. de Despeignes 5—1—
T

. de Koch é’—?—

1o T, de Spehl — ,G

. 2 5
12° T. de Faisca —'1-—

On trouvera consigné au tableau X le détail des résuliats
permeitant de connaitre la valeur pratique de chacune des
nouvelles méthodes:

1° La technique de Bezancon et Philibert a donné 6 résul-
tats positifs;

2° La technique de Quelme et Houal a donné 5 résultats
positifs ;

3+ La technique de Glmud et Derrien a donné 4 résultats
positifs ;

fo Les techniques de Renaux et de Despeignes ont donné
3 résultats positifs ;

50 Les techniques de Hirstmann et de Larocheet Virmeaux
ont donné 2 résultats positifs ;

6o Les techniques de Crysez ct Bernard, et de Faisca ont
donné 1 résultat positif ;

70 Les techniques de Koch et de Spehl n’ont pas ‘donné de
résultat positif.




...._go_

TABLEAU X

Destgnat_lon s 3 4‘ 5 8 7 8

des techniques
Examen direct...|ojo} o© ol o of o 0
GryseyetBernard{»|»| » » [1-2/10¢[»| » »
Laroche et Vir-

meaux......... »in| » » [1-2f10f»] » » 1/5°
Koch........... el o» »| o »| » » |»] o
Spehl......... 1] » » [} »| » » |» »
Girard et Derrien|»[»| 1/10° » |1-2/5¢ |[»| » 1-2/ | »
Hirtzmann...... JA»i»| 1/10°] » [1-2/5° |2 » o »| 2-3/5
Renaux.. ....... st»| tfrosfn| o |»| » l1-2/20{m ©
Faisca ....... . Lole] r/roe] » |1-2/10¢|»]| » o » »
Despeignes .....|»[»[ x/10°|» 1-3/10°|»| » 1-2 » »
Quelme ct Houal.\»i»|2-3/10° » |1-2 »{1/20°]1-2/20 |»} 2-3/°
Bezancon et Phi- )

libert.... .....|»[»}2-3/10%1-2}1-7 »i1/20°|1-2/20°|»| 2-3/°

TABLEAU XI

2
= Bezancon . Laroche
El et DARBES et QUELME
g Philibert Virmeaux J

2-3 b. par ch. | 1-3bacilles {1-2tslesTOC. 2-3 b. 10 ch

1
2 [ o 1-5 par ch. o
3 o o o
4 2-3b.ts les1och.|4-5tslestoch. o
12b.surttelapr.] 3-4 prép. I-2
o

1-7b. sur ch. | 1-9 par ch.

o 1ts lestoch.

1-a ts 20 ch.
o

2-3 par ch.

o

1 b. ts les 20 ch.| 1-5 par ch.

1-2b.tsles 20ch.| 1-2 par ch.
o o

©© A O Ot
coo0O0CCOOCC l Ex. direct
cooCQoO0C0OPC

-

. Comparaison des nouvelles techniques
d’homogénéisation dispensant de la centrifugation

Nous connaissons les résultats médiocres fournis par I'ho-
mogénéisation au moyen de I'antiformine, technique collec-
tant les bacilles a lasurface a'aide dela ligroine. De nouvelles
recherches ont été tentées en vue d’améliorer ces anciens
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TABLEAU XII

Crachals | Ex. direct Berzangon Darbés ot {‘?‘I‘leg]‘;]x Quelme
1 1-2 . 44,2 48,3 A 10,3
2 1-2 19,2 20,4 6.4 9,3
3 1-2 19,2 19,1 6,4 8,4
4 -2 19,3 18,8 10,8 10,4
5 1-2 12,4 15,5 4,3 14,3
6 -3 12,4 14.3 10,1 40.4
7 1-2 15,3 18,6 8,1 20,9
8 1-2 18,2 19,3 6,3 14,3
9 1-2 18,3 20,8 5,7 15,3
10 1-2 22,4 24,3 10,9 10,2
I - 1-2 20,5 26,3 5,4 14,2
12 1-2 22,3 28,4 7,9 20,4
13 1-2 7,3 25,3 6,4 14,3
14 -2 10,4 20,4 8,4 2a.4
250,54 \ 319,8 ul,?l 224,8
TABLEAU XIII
Résultats personnels
Erachuts Examen direct e?“ﬁlﬁil Darbeés et [\}aiffr’]fg:“x
1 o 11 Ha Ho
2 o] Hz i H2 Ho
3 o H, Hs He
4 (o] H: H3 Ho.
5 1-2 25 . 25 4
6 3-4 32 18 10
7 o-1 18 14 12
8 1 tous les 2 ch. 12 10 8
9 1 sur champ 14 16 5
10 2- 2b 20 15

procédés. 11 existe actuellement trois nouvelles techniques
d’bomogénéisation collectant les bacilles & la surface du
liquide homogénéisé sans le secours de la centrifugeuse.
Deux autres procédés collectent les bacilles dans un préci-
pité chimique sans centrifugation.

Résultats de Darbes (1). — Nous avons recherché dans

1. Darbés, thése de Bordeaux, 19a1-193aa.
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le travail de Darbés, les résultals qui seraient susceptibles
de nous permettre de formuler une opinion sur la valeur
comparée des trois techniques de Darbés, de Quelme et
Houal, et de Laroche et Virmeaux. Les résultats pratiques
de ces méthodes sont exposés au tablesu XI o nous voyons
que les deux techniques de Bezancon-Philibert et de Darbés
ont donné 6 résultats positifs sur 10 crachats homogénéisés
alors que la technique de Quelme et Houal n’en donnait
que 5 et qu'enfin celle de Laroche et Virmeaux se montrait
la plus inférieure ne donnant que 2 résultats positifs.

Les mémes techniques ont pu 3tre classées d’aprésleurtaux
de concentration bacillaire. Nous avons exposé au tableau XII
les moyennes bacillaires par champ microscopique, qui
nous ont permis decalculercerapport; d’aprés ces moyennes,
les trois techniques se présentent dans l'ordre suivant :

. L 93,1
1° Technique de Darbés -

16,05

2° Technique de Quelme et Houal

1,72
3¢ Technique de Laroche ¢t Virmeaux 7

Résultats personnels. — Nous avons établi notre com-
paraison en homogénéisant des crachats négatifs 4 'examen
direct mais positifs & 'homogénéisation par I'antiformine a
15 o/o ; nous avons complété nos résultats en homogénéi-
sant des crachats moyennement bacillaires; tous ces résul-
tats ont été notés an tableau XIII.

Notre classification differe de cellede Darbés ; nous accor-
dons en effet la supériorité & la technique de Quelme et
Houal 1antau poiut de vue du plus forttaux de concentration
bacillaire gu'au point de vue de la meilleure adhérence de
la préparation sur la lame ; malgré toutes “les précautions
indiquées par Darbés pour faire adhérer les préparations a
I’aide de I'huile de vaseline acétique, celles-ci se décollent
encore assez fréguemment. De plus la coloration par la fuch-
sine de Ziehl nous fait préférer netiement la technique de
Quelme et Houal & celle de Darbés. La techrique de Laroche
et Virmeaux s’est toujours montrée inférieure, méme apres
avoir attendu six heures pour lu collection des bacilles a la
surface duliguide,
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TABLEAU XIV
Résultats de Joetten

- Aniiformine Brauer \ Ditthorn . .
ra- ,____A—I/ - N " -
| gt praver | Bk
Nombre de bacilles par champs
1 8 15 14
2 190 75 1T Champs négalifs
3 5 7 8 . a I'examen
4 3 485 176 des préparations
5 ng 11 2
6 6 85 32 4 o o
7 0 o 2 10 i 10
8 6 54 48 4 2 o
9 8 171 84 2 0 o
10 g 6 5 o 5 o
11 o o 0 10 10 10
12 2 8o 7
13 0 o o
14 [} © o
15 3 93 6o
6 o 0 0
17 1 4 o 5 7 6
18 374 12 104 2 9 o
1G 5 o 6 6 4 o
20 2 16 0,8 2 0 6
21 3 o I 4 10 6
22 b} 0 17 2 [o) )
23 o 4 o
24 [ 4 o
Ph) [ ab 4 -
26 5 34 3 2 3 4
2 24 1 14 [) 1 a
2 ) 7 59 o 1 [
29 ® 1 34 [ 1 2
30 27 1 12 o 3 o
3 3 3 2 o I 2
32 5 af 2 5 1 2
33 6 43 5 6 3 7
34 17 a1 12 17 P 12
35 3 0 2 3 43 2
36 2 0,2 9 2 21 9
37 17 10 27 o o 0
38 0,5 0,2 0,9 7 7 9
39 5 5 2 2 1 2
40 6 5 2
41 13 9 2 o o 3
42 3 0,8 1 3 7 4
43 1,0 6,2 2 4 8 3
44 0,2 1 0,3 9 10 8
4b 7 0,7 o o 8 10
46 o o [ 10 ‘10 10
47 11 1,3 ®,9 4 6 5
48 0,1 2.4 1,5 9 4 3
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6(1111;:.5 Antiformine Brauer Ditthorn A:;Jtilri?:r' Brauer ta;;-“
49 2 0,1 9 6 9 o
54 8 3 © o 9 0
51 100 w @ 2 o o
5a 20 26 3 ! °
53 61 77 66 X N
54 0.3 0,6 5 6 7 ;
55 o1 0 ° A I
56 1,3 5 9 5 3 o
5y o o 0,1 10 10 10
58 o o 9 10 1o 1o

u Mo{enne
per shemp | 16 20 20 omps (18 33 14
négatifs

Comparaison des teehniqués collectant les bacilles
dans un précipité chimique

Résultatsde Joetten (1). ~ C’est le travaille plus démons-
tratif sur la valeur comparée des deux techniques de Dit-
thorn et de Brauer. Cet auteur a établi ses comparaisons
d’aprés la plus forte moyenne bacillaire par champ micros=
copique, et d’autre parl d’aprés le nombre de champs néga-
tifs observés i la lecture de toute une préparation.

Nous avons relevé les tableaux de Jeetten (XIV) et nous
voyons, d’aprés les résultats qui y sont exposés, que les denx
nouvelles techniques d’homogénéisation ont une moyenne
de 20 bacilles par champ alors que la technique de Lorentz
ne permet de découvrir dans les mémes conditions que
16 bacilles. Les préparations des crachats homogénéisés par
la technique de Lorentz ont montré 18 champs negatlfs 22
par celle de Brauer et 14 par celle de Ditthorn.

Résultats de Ditthorn, Werner et Schultz (2). — Ils
ont comparé leur technique 4 celle de Lorentz. A l'aide des
moyennes bacillaires que nous avons notées au tablean XV
nousavons pucalculer le taux de concentrationbacillaive, des

1. Jeetten, Arb. a. d. Reichamigeamdheit, 1920, t. 52, p. 103.
2. Ditthorn, Werner, Sehultz, Centralblatt tiir Bakt., 31 mars 1917,
t. 79.
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crachats homogénéisés par les deux procédés. La moyenne
bacillaire par champ microscopique a ’examen direct peut
stre évaluéea 53,7; aprés homogénéisation par I'antiformine
cette moyenne s'éléve 4 68, et aprés homogénéisation suivant
le procédé de Ditthorn et Schultz elle atteint 103. Le taux de

1. 13 s .
concentration bacillaire est de - pour ]a premiére méthode,
1

de 2 pour la seconde; la différence est donc peu appréciable
10

surtout si l'on a soin de remarquer que Pantiformine
employée par les expérimentateurs était de mauvaise qualité,
inconvénient qui n'existe plus & I'heure actuelle.

TABLEAU XV

é‘f% Examen direct Antiformine Perchlorure de fer
B
1 | 16 bac. par1och. 20bac. parioch. 59 b. ts les 10 ch.
a | B4 — 195 — 165 —
31| 94 — Incomptable Incomptable
4 | 22bac. par 2o ch. 2ab. ts les 20 ch. | 28 b.ts les 20 ch.
5 | 16bac. par ioch. 25 b. ts les 10 ¢ch. | 55 b. ts les 10 ch.
6| 10 — 36 — 49 —
7 126 —_ 79 — 135 —
8161 — 10D — 163 —_
9 {136 —_ 85 — 190 —
10 | 10-20 b. par champ|roo — Incomptable
I A———
Résultats d’Engelsmann (1). — 1398 crachats ont été

homogénéisés par la technique de Lorentz, 317 ont été positifs
(a2, 7 0/0) ; 139 autres crachats ont été homogénéisés suivant
la techique de Ditthorn, 45 ont été positifs (21,2 0/0).

Quatre homogénéisations par I'antiformine décelérent le
bacille qui n’avait jamais été découvert par les examens
directs précédents (1,3 o/0). La technique de Ditthorn expé-
rimentée sur les 139 crachals permit de découvrir une seule
fois le bacille de Koch au premier examen (2,2 0/0).

Si nous comparons ces deux techniques au point de vue
quantitatif, nous voyons que, parmi les 317 crachats homo-
généisés par Iantiformine, 197 furent enrichis en bacille de
Koch d’'une fagon incontestable (62 o/0), soixante-treize fois

1. Engelsmann, Deulsche med. Wochenschrift, t. 44, p. 11-13,




lenrichissement fut moindre (23 o/o0), quarante-huit fois
I'homogénéisation fut nulle (15 o/0).
Les crachats homogénéisés par la technique de Ditthorn
donnérent vingt et une fois un accroissement de bacilles
(46 o/0), dix-sept fois les bacilles furent nombreux (37,7 0/0),
et quatre fois 'homogénéisation échoua (8,8 o/0).
Hundeshagen (1) a comparé ces techniques & celle de
Uhlenhut-Xylander légérement modifiée par Iui. Il estime

que les résultats de la techniquc & I’antiformine sont toujours
les meilleurs. ’

Comparaisen des techmiques d’enrichissement par
autolyse des crachats tuberculeux avec les tech-
niques d’homogénéisation,

Les techniques d’enrichissement en bacilles de Koch par
autolyse exigent le minimum de manipulations qu'une tech-
nique d’enrichissement peut comporter ; aussi, dés le début
des expériences de MM. Bezangon, Philibert et Mathieu
différents auteurs se sont-ils appliqués a comparer ces
nouvelles méthodes avec les anciennes homogénéisations
sodiques et par I'antiformine.

L’étude des crachats bacilliferes & 'examen direct permet
de se faire une idée sur la valeur comparée de ces méthodes,
en rapprochant les taux moyens d’enrichissement fournis
par chacune d’elles. _

L’étude des crachats négatifs 2 'examen direct fixe sur leur

valeur pratique en montrant le pourcentage de crachats en
réalité bacilliféres qu'elles décélent.

1. — COMPARAISON DES TECHNIQUES D'AUTOLYSE ET DES TECH-
NIQUES D'HOMOGENEISATION D'APRES LE TAUX DE CONCEN-
TRATION BACILLAIRE.

Résultats de MM. Léon Bernard et Coste (2). — Ce
travail est le plus démonstratif et celui quia définitivement
résolu la question. Les expériences ont porté sur 165 crachats
bacilliféres, qui ont été enrichis soit par les homogénéisa-
tions anciennes soit par 'autolyse a la chaleur.

1° Cinquante-trois crachats ont été examinés et homogé-
néisés par l'antiformine &4 15 o/o. Il y a eu un échec total
(disparition compléte des bacilles aprés homogénéisation).

1. Hundeshagen, Ceniralblatt f. Bakl., t. LXXXII, p. 14-28.
2. Léon Bernard et Coste, Revue de la Tuberculose, n° 1, 1923,




Sur les 52 crachats restants, le taux moyen d’enrichissement
108,5 .., . o . N C s
est de ——22 Toutefois le chiffre Lrouvé aprés homogenelsa-
i

tion fut intérieur ou simplement égal au chiffre de 'examen;

20 Quarante-cing crachats ont été homogénéisés par la
technique simplifiée de Bezangon et Philibert A la lessive de
soude. 11 y eut deux échecs complets. Sur les 43 autres cra-

- 65,6 .
chats, le taux d’enrichissement fut de ——. Quatre fois le
1

chiffre aprés homogénéisation se trouvait inférieur a la
moyenne bacillaire par champ microscopique fournie par
I’examen direct.

3° Quatre-vingt-dix crachats ont été autolysés a 38 degrés;
il y eut 10 échecs complets (dont un certain nombre dus a
I'adhérence insuffisante a la lame). Sur les 87 autres, le taux

2314

moyen d’enrichissement fut de - Onze fois le chiffre des

bacilles aprés enrichissement restait égal ou inférieur au
chiffre de I'examen direct.

TABLEAU XVI

Résultats de Caussade et Cribier

r Crachals Examen direct Ellermann Autolyse
b 2/pr. 0,2 2-3/pr.
2 10/pr. 14/pr. 3/pr.
3 o a-3/ch. 5-6/ch.
4 3-4/ch. 6-7/ch. 6-8/ch.
5 1-3/ch. 5-6/ch. 15-20/ch.
6 3-4ich. 30-40/ch. go-100/ch.
7 4-5/ch. 25-30/ch. 4o/ch.
8 3-4/ch. 3-4/ch. 4-5/ch.
9 4-b/ch. 15-20/ch. 4o-50/ch.
10 6-8/ch. 10/ch. 20-25 /ch.

Dix crachats ont été autolysé simultanément & 38 degrés

%

5 . . 35,5
et & 50 0/0; ils ont donné des taux respectifs de 01 et de

34,8 '
—
Vingt-six crachats ont été autolysés en tubes couchés, ils

H. Lorion 7
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TABLEAU

Xvil

Résultats personnels

Autolyse et
Examen directf Autolyse a 38° Antiformine |homogénéisation)
Cra- combinées
chats =
Nombre de haqilles par champ miecroscopique
1 1,1 16,1
2 4,6 29,3
3 1,7 décollement
4 0,6 , a
5 1,3 14
6 » 2
7 1,8 19,7 I
8 1 15,4
9 8-10 8o
10 3- 45-50
11 4-5 décollement
12 -2 7-8
13 16-25 20-25 400 450-500
14 5.7 échec 20-30 50
15 8-10 40-50 300 150-200
16 3-4 25-30
17 -b 20-30 30-40 50-80
18 5.9 40-50 300
19 5-9 30-40 100 50-60
20 5-7 50-60 200 150-200
21 » décollement I 1
22 1-2 10 25-30 25-30
23 o 3-4 9-10 10-15
24 o décollement
25 o +| décollement
20 5-6 50-6o 100-150
37 3-4 30-40 4o-50 40-50
28 -8 20-25 250 200-250
29 -10 80-100 300-400
3o 8-10 100 150-200
31 8-10 60-8o 150-200
32 5-7 4-5 15-20
33 o décollement I
34 4-5 échec 25-30
35 o échec
36 o - 8-10
39 o . décollement
38 o 10-75 20-30
39 ) décollement
4o 45 25-30 - f0-50 25-30
41 2-3 décollement 10 10
42 - 45 20 a5-40 20-30
43 7-8 50-60 50-100
44 4 échec 60-80
45 4o-50 150-200 250-300
46 1-2 15-20 15-20
47 échec 150-200 200-250
48 -2 4-5 4-5
49 4-5 50-60 100 50-60
50 8-10 50 100-150




‘ N 52,2
ont donné untauxmoyen d’enrichissement de ——=; 14 d’entre
1
eux ont été parallelement autolysés a4 38 degrés en tube

droit et en tube couché, 'autolyse en tube droit a donné un

, s ps . s I» , <
taux d’enrichissement égal a L4 et 'autolyse en tube couchsé
1

65,6

un taux d'enrichissement égal &

Résultats comparatifs de Caussade et Cribier (1). —
Ils ont comparé les techniques d’autolyse & 38 degrés en
tube droit avec la technique d’Ellermann-Erlandsen. Nous
avons consigné leursrésultats au tableau XV1; d’aprés ceux-ci
nous voyons que le coeflicient de concentration bacillaire des
4,1
T

P . 5,3 .
crachats homogénéisés varie entre et —, celui des cra-
I

chats autolysés varie entre 2112 et 8—;8~ Mais les auteurs mne
signalent pas le nombre d’insuccés de la méthode dus au
décollement de la préparation, de ce fait la valeur des résul-
tats exposés est beaucoup moindre  Voir p. a7).

Résultats personnels. — Nous avons étudié comparati-
vement I'enrichissement par autolyse et I'enrichissement par
I'antiformine en nous adressant 4 50 crachats de richesse
bacillaire variable, I'autolyse s’est faite & 38 degrés pendant
quatre jours, 25 crachats ont été homogénéisés paralléle-
ment par la technique de Lorentz. Nous avons résumé
I'ensemble de nos recherches au tableau XVII, elles sont
enti¢crement conformes a celles de MM. Léon Bernard et

. 10, 15 .
Coste; en effetnous estimons de 5 a ey le coeflicient de con-

centration bacillaire des crachats autolysés alors que celui

des crachats homogénéisés par I'antiformine 4 15 ofo peut élre

évalué de —a 2.
P ¢

Résultats comparatifs de I. de Jong et Hillemand (2).

— Ces auteurs ont établi une comparaison entre la tech-

nique d'autolyse des crachats a 38 degrés et la tech-

1. Caussade et Cribier, Société médicale des hopitaux,13 janvier 1923.
2. I.de Jong et Hillemand, Société médicale des Hdipitauxr de Paris,
26 mai 1922, 828-832.
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nique d’homogénéisation sodique de Bezangon et Philibert
en se servant de crachats négatifs & 'examen direct. Les
deux techniques se sont montrées égales si l'on considére
leur valeur pratique puisqu’elles donnérent le méme nombre
de résultats positifs nouveaux, mais la moyenne bacillaire
par champ microscopique a été de 18 pour les étalements de
crachats autolysés alors qu’elle était de 2,6 pour les étale-
ments de crachats homogéndéisés. Nous avons publié les

résultats qui nous ont permis d’obtenir ces chiffres au ta-
bleau XVIIH.

TABLEAU XYVII1

Résultats de I. de Jong et Hillemand

Crachats | Examen direct Lessive de soude Autolyse
I 0 4-5 5-6
2 » 5-10 3-4
3 » 3-10 I-2
4 » 2-3 20
5 » rares rares
6 » 1-2 5-6
7 » 1-2 1-2
8 » 5-6 8-10
9 » 2-3 25-30
10 » 5-6 50-60
I » 3-4 100
12 » 1-2 2
13 » 2-3 1-2
14 » -+ rares
) 159 » <4 rares
16 » + 3-4
17 » -+ 2
18 » - 50
19 » + 3-6
20 » + 2-3
Résiiltats comparatifs de Jorgensen (1). —Ilnous a paru

intéressant de signaler un travail ancien de vingt ans ot les
techniques d’autolyse étaient connues et comparées avec les
techniques d’homogénéisation par Pantiformine et par la
lessive de soude. Voici les trois classifications adoptées par
cet auteur suivant qu'il s’est adressé¢ a des crachats beau-
coup, movennement ou peu baccilliféres a 'examen direct :

1. Jorgensen, cité par Lucas, Thése de Paris, 1913.
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Premiére série

Taux de concentration bacillaire des crachats howmo-

généisés par la technique d’Ellermann . . 148
Taux de concentration bacillaire des crachats homo- '
généisés par lantiformine e e e -4_12
Taux de concentration bacillaire des crachats auto-
lysés 4380, . . . . ... .. .ol
I
Deuxiéme série
Taux de concentration bacillaire des crachals homo- .
généisés par la technique d’Ellermann . . . . . . I_;’_[*—
Taux de concentration bacillaire des crachats autolysés
a38. ... S
T
Taux de concentration bacillaire des crachats homo- X
généisés par l'antiformine . i[’-b—
Troisieme série
Taux de concentration bacillaire des crachats homo-
généisés par la technique d’Ellermann . éf—
Taux de concentration bacillaire des crachats homo-
généisés par l'antiformine e e e e —l?—
Taux de concentration bacillaire des crachats homo-
généisés par autolyse & 38°. . . . e e . %
II. — COMPARAISON DES TECHNIQUES D'AUTOLYSE ET DES

TECHENIQUES D'HOMOGENEISATION D’'APRES LEURS RESULTATS

PRATIQUES.

Nous savons que c’est en expérimentant sur des crachats
négatifs & 'examen direct provenant de malades suspects
de tuberculose que l'on peut élablir une semblable compa-

raison.




Résultats de MM. Léon Bernard et Coste (1).— Soixante-
trois crachatsnégatifs ont é1é homogénéisésparlatechnique a
I'antiformine ; il y a eu 5résultats positifs, maisdans ces 5 cas,
lateneur bacillaire par champ, aprés homogénéisation, était
respectivement de : 10,45, %, %, I—I(—). Le pourcentage des ré-
sultats positifs est de 7,9 o/o, mais, d’aprés la définition du
taux d’enrichissement, on voit que dans les deux premiers
cas le bacille aurait da étre trouvé & l'examen direct eta
échappé par suite d'uné malchance d’étalement ; si plusieurs
lames pourl'examen direct avaient été préparées op aurait
trouvé le bacille.

Dix crachats ont été homogénéisés par la soude, un seul
résultat a été positif (= 100 bacilles par champ) ; 'examen
direct long et répété aurait da en déceler.

Quatre-vingt-onze crachats ont été autolysés a4 38 et a
50 degrés il y a eu 8 résultats positifs, mais eomme précé-
demment deux fois les bacilles auraient di &tre découverts
A I'examen direct; en les comptant pourtant le pourcentage
des résultats positifs est de 8,7 o/o.

Résultats de Mlle Satterlee (2). — Cinquante cra-
chats négatifs & I'examen direct ont été homogénéisés par
la technique de Loreniz et par la technique sodique sim-
plifiée ; dansles 2 cas il y eut 3 résultats positifs soit une
proportion de 6 o/o, mais nous ajoutons que pour deux de
ces crachats, 'examen direct révéla la présence du bacille
de Koch le lendemain et pour le troisiéme le surlendemain.

La méthode d’enrichissement par autolyse a été mise en
ceuvre dans 43 cas, dans 7 cas ['autolyse a été rendue impos-
-sible faute de crachats fournis en quantité suffisante.

Elle n'a permis' de retrouver le bacille que dans un seul
cas, I'un des trois dont nous venons de parler. Sur ces 3 cas,
il y a eu par cette méthode un positif et un négatif, le troi-
siéme n'a pas pu éire examiné par la technique d’autolyse.
Nous obtenons ainsi, en faveur de cette méthode, un
pourcentage de 2,3 seulement, mais nous voyons qu’il y a
lieu de faire des réserves du fait que tous les crachats n’ont
pu étre pxaminés de la méme maniére.

1. Léon Bernard, art. cité.
2. Satterlee, Ilevue de la Tuberculose, 1”7 janvier 1913, n*1.
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Résultats de MM. Bezangon, Philibert et Mathieu(r).
— 227 crachats négalifs aux examens directs et homogénéisa-
tionsont été antolysés & 37 degrés ; deux cent fois'enrichisse-
ment fut négatif,vingt et une foisl'enrichissement permit de
déceier le bacille de Koch qui était passé inapergu par les
autres méthodes, ¢’est-a-dire dans une proportionde 8,80/0.

Résultats personnels. —~ Cing crachatls précédemwment
positifs & 'homogénéisation en usage aux Sanaloriums de
Bligny ont été autolysés cing jours & 38 degrés ; ces crachats
s'étaient révélés fort peu bacilliteres & ’homogénéisation,
I'autolyse se montra incapable de déceler le bacille de Koch
qui avait été mis précédemment en évidence. Cependant
nous ajouterons que dans un cas deux homogénéisations
pratiquées un mois plus tard i intervalles de trois semaines
se montrérent négatives; mais dans un autre cas ce fut 'exa-
men direct qui, quelques semaines aprés, révéla I'existence
du bacille de Koch qui était passé inaper¢u par 'autolyse.

Comparaison des techniques d’autolyse a 38 degreés
et d’homogénéisation nvee les techniques d'antolyse
suivies d’homogéncisation du culot,

MM. Léon Bernard et Coste n'ont utilisé ce dernier pro-
cédé que deux fois ; les taux d’emrichissement définitifs
furent 5? et llﬁ contre Efl—j et 1—1-7-parl’enrichissementil 380,

1l est logique que cettc méthode sc révele supérieure a
'homogénéisation simple puisque la lyse préalable du cra-
chat permet une acion plus rapide de I'antiformine.

Nous avons pratiqué vingt fois 'homogénéisation parl'an-
tiformine & 15 ofo du culot de sédimentation des crachals
autolysés. Paraliélement les ménies crachats fraichement
recueillis ont été homogénéisés par la technique de Lorentz,
Dans l'ensemble le premier procédé ne s’est guére montré
supérieur au second, quelquefois méme il a été inférieur ;
vraisemblablement action de 'antiformine, méme diluée, a
été trop brutale.la désinfection des crachats commencgait a se
produire ct se serait poursuivie si Ponavail prolongé l'action
de celte substance chimigue (Voir tableau XVII, p. 98).

1. Bezangon, Philibert et Mathien. C. R. Biologie, 25 mars 1922.
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Dans une aulre série d’expériences, 10 crachats ont été
autolysés a 38 degrés et le culot de sédimentation a été
ensuite homogéndéisé par la technique de Quelme et Houal.
Parallélement quelques-uns de ces mémes crachats, fraiche
ment recueillis, ont été homogénéisés par la technique de
Lorentz, ce dernier procédé s’est encore montré supérieur a
Fenrvichissement par autolyse simple et a l'enrichissement
par autolyse combinée avec 'homogénéisation de Quelme et
Houal; néanmoins cette derniére combinaison est supé-
rieure & I'enrichissement par séjour a I'étuve des crachats et
alasimple homogénéisation de Quelme et Houal(V.tabl. XIX).
" En résumé de ces différentes études comparatives des
techniques d’homogéndéisation ct d’enrichissement nous
dégageons que le meilleur procédé est celui qui donne le
plus fort taux de concentration bacillaire, qui demande en
méme temps le minimum de matériel et de manipulation et
enfin le minimum de crachats. Tout procédé exigeant une
quantité de crachats purulents supérieure 4 10 centimétres
cubes est 4 rejeter, or nous savons que c’est surtout dans les
tuberculoses discrétes, fournissant trés peu d’expectoration, B
que 'on a le plus souvent recours & ’homogénéisation. E

Les techniques d’homogénéisation par 'antiformine sui- !
vant les indications de Calmette ou de Lorentz sont celles
qui répondent le micux aux trois desiderata précédemment
formulés. En vingt ou vingt cinq minutes les culotssont éta-
blis préts pour la coloration.

L'homogénéisation sodique, méme simplifiée, apparait
plus longue, plus désagréable, sans avantages compensa-
teurs. La technique de Quelme et Houal, collectant les
bacilles a la surface du liquide homogénéisé sans centrifuga-
tion, donne de trés bons résultats, elle peut rendre des ser-
vices utiles & celui qui ne dispose que d'un outillage bacté-
riologique réduit.

La puissance de concentration bacillaire des crachats
autolysés 4 38 degrés est neitement inférieure a celle des
meilleures techniques d’homogénéisation ; de plus les étale-
ments de crachats autolysés adhérent mal a la lame, malgré
toutes les précautions (dessiccation prolongée, flambage des
lames a 'alcool, coloration par le Ziehl a froid, fixation par
Falcool-éther), les échees deviennent de ce fait encore assez
nombreux.

I.es méthodes d’enrichissement par séjour & U'étuve sont




améliorées dans des proportions intéressantes en homogénéi-

cant le culot de sédimentation par les techniques de Quelme
et Houal ou de Darbés.

TABLEAU XIX

Résultats personnels

Examen | ENRIGHISSEMENT | Antiformine |10 9¢ Quelme,
. L. du culot
direct par autolyse a 15 ofo

d’autolyse
Nombre de bacilles par champ microscopique
1 4 7-8 70 1
T2 o I 4-5 1-2
3 8-10 8o . 200-250
4 5-9 3040 100-150
5 11-15 20-b0 incomptable 90
6 5-9 70-80 200
7 o o [ o
8 2 35 45-50 70
9 10-12 100 incomptable incomptable
10 ) 3 6




CHAPITRE 111

Valeur comparée des technigques dd’inoculation de
crachats tuberculeux

Nous avons comparé les trois techniques d'inoculation
par voies intra-hépatique, intra-péritonéale et sous-cutanée.
Nous nous sommes adressés & cinq crachats de richesse
bacillaire variable que nous avons injectés chacun a trois
cobayes; le premier cobaye a recu une inoculation dans le
foie, le second dans le péritoine et le troisiéme sous la peau.
Les animaux ayant recu les inoculations intra-hépatique et
intra-péritonéale ont été toujours choisis d'un poids supé-
rieur & 4oo grammes. Les germes d’association secondaire
ont été détruits snivant la technique d’Aubertin et Fontan.
Nous avons noté dans un tableau les variations de poids
notés tous les eing jours (Voir tableau XX).

TABLEAU XX

Poids des cobayes inoculés Poids des cobayes Poids des cobayes
Date dans le foie inoculés dans le péritoine| innculés sous la peau
. a 3 4 5 1 2 3 5 1 3 4
15- g-23| j25¢" Go3e" fubs®
20- §-23| 35887 560¢7 [ 208 4858¢
i-10-23]mort | 553&° 4goe 344¢ex foJer
5-10-23 4008* AQ1FT 4188|5008 3938t
12-10-23 46387 [ 505H8" 465871 2gasr 135767 | 45787 | 39687 | 3gosr
19 10-23 mort|347€r|520874678" mort| 33867 |mort | 44387 {41567 32087 | 35 187
26-10-23 mort |495¢ 44280 348¢° 4508 44387 33487133380 | 3508
30-10-23 62871 443er 385er 44087| 39587 | 31587 33ger [ 3788
15-11-23 3568|3417 3658 42667 39557 mort| 356kt | 3558
10-11-23 mort mort 3o6er|3218*

le crachat I contenait des bacilles de Koch seulement a
I'homogénéisation (H® de I'échelle du- D" Guinard), il a été
inoculé dans le foie, dans l¢ péritoine et sous la peau de
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trois cobayes. Liinoculation intra-hépatique a provoquéune
infection tuberculeuse manifeste dés le cinquiéme jour,
I'amaigrissement était de 67 grammes et la cuti-réaction fai-
blement positive. La mort survint dés le onziéme jour, on
notait surtout des points caséeux disséminés a la surface du
foie et de Ja rate dans lesquels il était facile de mettrele
bacille de Koch en évidence. A noter 'absence de lésions
pulmonaires et ganglionnaires.

L’inoculation du méme crachat dans le périloine provoqua
la mort au bout d'un mois; les manifestations cliniques de
tuberculose expérimentale sont apparues vers le vingtiéme
jour date & laquelle la cati-réaction s'est montrée positive ;
'amaigrissement total a été de 136 grammes. Les lésions
anatomiques étaient plus accentuées que précédemment,
mais on ne notait rien au niveau des poumons. Quelques
ganglions trachéo-bronchiques ont été préleveés, Texamen
direct d’'un de leurs étalements a permis de mettre en évi-
dence une pullulation de bacilles de Koch longs.

L’inoculation sous-cutanée du méme crachat a provoqué
une cachexic lente et progressive, la cuti-réaction a été
positive au bout du premier mois ; on note un ganglion
inguinal volumineux et douloureux non fistulisé ; 'amaigris-
sement est progressif avee pourtant quelques périodes de
rémission.

Le crachat 11 a été inoculé seulement dans le foie et dans
le péritoine. L'examen direct ct I'homogénéisation n'avaient
pas permis d'y reconnaitre la présence du bacille de Koch.

Iinoculation intra-hépatique entraina en cing jours un
amaigrissement de 73 grammes, l'animal succomba onze
jours apres l'inoculation. A lautopsie on nota un aspect
mosaigqué et feuille-morte de la rate, le foie paraissait
macroscopiquement normal. Des étalements de ces deux
organes permirent de découvrir 4 & 5 bacilles par prépara-
tion. '

L’inoculation intra-péritonéale duméme crachata entrainé
en un moisun amaigrissementde 78 grammes, la cuti-réaction
est positive.

Le erachat 111 était fortement bacillifere (B4), il a été ino-
culé dans le foie, dans le péritoine ct sous la peau. 1.inocu=-
lation intra-hiépatique provoqua des manifestations toxiques
particulierement importantes, la mort survint le neuvitme
jour ; les lésions anatomiques étaient évidentes et prédomi-

e ot g 2
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naient surtout au foie et a la rate, mais elles furent inca-
. pables de provoquer a elles seules la mort de I’animal.

L’inoculation intra-péritonéale du mémecrachat provequa
la mort dés le onziéme jour au milieu des symptomes obser-
vés précédemment,

Le crachat 1V a été inoculé dans le foie et sous la peau ;
ce crachat s’est révélé bacillaire & I'homogénéisation (H*).
Les manifestations cliniques sont les mémes que pour ceux
inoculés dans les mémes conditions, 'amaigrissement en
dix jours a été de 38 grammes pour I'animal qui a recu l'ino-
culation intra-hépatique alors qu'il a été de 1agrammes pour
celui qui a recu l'inoculation sous-cutanée.

Le crachat V positif 8 'homogénéisation (H2)a été inoculé
dans le foie, dans le péritoine et sous la peau. L'inoculation
intra-hépatique a provoqué un amaigrissement de 24 gr.
en dix jours ; I'intra-péritonéale dans les mémes conditions
a provoqué un amaigrissement de 7 grammes ; l'inoculation
sous-cutanée a provoqué un amaigrissement de 10 grammes
en dix jours.

En résumé, de cette étude comparative nous dégageons
que les inoculations intra-hépatique et intra-péritonéales
sont celles qui donnent les résultats les plus rapides. Nous
accordons néanmoins la préférence a linoculation intra-
hépatique. C’est une opération des plus simples, elle exige
sealement une préparation minutieuse des crachats ; jamais
nous n'avons eu a enregistrer d’échecs dus aux infections
secondaires ; dés le quinzi¢éme jour on trouve des lésions
anatomiques manifestes permettant de porter le diagnostic
de tuberculose, alors que les crachats ont été négatifs a
I'examen direct et 4 I'homogénéisation.




TROISIEME PARTIN

VALEUR COMPAREE DES METHODES
BACILLOSCOPIQUES ENTRE ELLES

CHAPITRE PREMIER

COMPARAISON DE LA METHODE D'HOMOGENEISATION
AVEC L’EXAMEN DIRECT

La méthode d’homogénéisation a été l'objet durant ces
derniéres années de sérieuses critiques. Sa valeur pratique
fat mise en discussion notamment dans une séance de la sec-
tion &’Etudes scientifiques de '(Euvre de la Tuberculose (1)
ou de nombreux auteurs communiquérent leurs résultats,

Résultats de MM. Bezangon et Philibert. — Ces auteurs
ont apporté deux statistiques ; la premitre est empruntée a
leur service de 'hépital Boucicaut, la seconde a été établie
avec les résultats des exanens de crachats des malades d'ane
société ; dans les deux cas, I'homogénéisation n'a été prati-
quée quaprés plusieurs examens directs méticuleux : 1° Sur
428 crachats examinés, on a trouvé quatre-vingt-dix fois les
bacilles de Koch a Vexamen direct, vingt-sept fois apres
I’homogénéisation. Sur 117 cas ot la tuberculose a été
démontrée par 'examen des crachats, elle le fut dans 25 o/o
des cas par Phomogénéisation. Mais si l'on considére la
totalité des crachats examinés, on voit que cette méthode
o’a fourni de résultats positifs nouveaux que dans une pro-
portion de 6,31 ofo ; 2° 8o crachats ont été examinés, vingt-
six fois on trouva des bacilles par l'examen direct et huit
fois aprés homogénéisation, ¢'est-a-dire encore dans un

1. Revue de la Tuberculose,n® 2, 19a3.




quart des cas, mais 'homogénéisation ne donna dec résultats
positifs nouveaux que dans une proportion de 10 0/o.

Résultats de MM Buc, Brodiez et Picat. — Six cent
quatre-vingt-six homogénéisations ont été effectuées sur des
crachats non bacilliferes a I'examen direct, provenant de
malades du Sanatorium Villemin a4 Angicourt; 132 ont
donné un résultat positif soit 19,2 ofo. Ces 132 résultats
positifs se rapporilent4 80 malades ; pour 15 d’entre elles,
I'homogénéisation seule a pu déceler le bacille de Koch,
tous les examens directs ayant été constamment négatifs
pendant tout le séjour au Sanatorium soit une proporlion
de 18,7 ofo. Les 554homogénéisations négatives ont é1é faites
le plus souvent en séries chez la méme malade pour confir-
mer 'absence ou la disparition des bacilles antérieurement

constatées par des examens directs répétés.

" Résultats de MM. Albert Bezangon et A. Philippe.
— Trois cent quatre-vingl-quatre homogénéisations ont ¢Lé
exécutées a la station sanitaire de la céte Saint-André (Isere),
pour des malades dont les crachals examinés par les procé-
dés classiques n’avaient pas montré de bacilles de Koch. Ces
auteurs ont eu 119 résultats positifs parle procédé de Bezan-
¢on et Philibert, ce qui représente une proportion de 31 o/o.
Ce trés fort pourcentage s’explique par les grandes présomp-
tions de tuberculose des malades hospitalisés, mais il reste
un trés grand nombre de cas négalifs, et ce qui est intéres-
sant c’¢st que les homogénéisations ont décelé seulement de
trés rares bacilles (1 ou 2 a4 l'échelle de Gaftsky);on était
donc bien en présence de crachats trés peu bacilliféres, chez
lesquels des examens directs méme répétés n’auraient pu
déceler le bacille de Koch.

Résultats de I. de Jong. — Qualre cent trente-quatre -
examens de crachats ont été exécutés, 57 fois I'homogénéisa-
tion et 'examen direct ont été négatifs, 342 fois le bacille fut
découvert a I'examen direct (78, 7 0/0), 15 foisThomogénéisa-
* tion seule permit de le mettre en évidence (4,2 ofo).

Résultats de Cécile Paraf(1).— De janvier 1912 au v aofit
1914, 74712 crachats ont été examinés, provenant des 6216 ma-
lades du service de M. Léon Bernard et des consultations du
dispensaire Léon Bourgeois. Les examens directs ont 6té
faits selon la technique habituelle de la coloration de Ziehl,

1. Paraf, Recue de la Tuberculose, n° 2, 1923,
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I'examen au microscope étant prolongé, le cas échéant, au
plus une demi heure. L’homogénéisution élait faite selon la
technique de Lorentz Ces examens ont fourni les résultats
suivants : 5694 fois le bacille a été découvert a I'examen
direct : 206 {ois seulement aprés homogénéisation ; 1512 fois
les résultats furent négatifs par les deux méthodes. Ces faits
mettent une fois de plus en lumiére la valeur de 'examen
direct des crachats fait dans de bonnes conditions.

L'utilité de 'homagénéisation n'est pas contestable, mais
elle est trés velative puisqu'elle n'a pg¢ fourni de résultals
positifs que dans 34 ofo des cas. %

Résultats de M. le D' Guinard. — Une premiére série
d’homogénéisations a été pratiquée suivant la technique de
MM. Bezancon et Philibert, la deuxiéme série d’homo-
géndisation a été pratiquée en suivant une technique voi-
sine de Pantiformine ; ces recherches n'ont été effectuées
qu'aprés de nombreux examens directs faits suivant la tech-
nique de Ziehl-Neelsen et répétés réguliérement toutes les
trois semaines : 1° soixante-treize crachats négatifs a I'exa-
men direct ont été homogénéisés, vingt-six fois les résultats
furent positifs {35 o/0), mais il est & remarquer que quatorze
fois les examens directs se montrérent positifs a la suite des
homogénéisations, de ce [ait le pourcentage lombe & 19,20/0 ;
2¢ quarante-neuf homogénéisations ont été pratiquées sur
49 crachats négatifs & 'examen direct, dix-huit fois le résul-
tat fut positif, soit une proportion de 36,7 o/o ; mais, comme
précédemment, neuf fois des examens directs et répétés
décelerent le bacille de Koch a la suite de 'homogénéisation,
le pourcentage tombe de ce fait 4 18,30.

Pour une période de trois ans nous avons calculé qu'au
méme sanatorium I'examen direct avait démontré la présence
du bacille de Koch dans 59 o/o des cas, alors que 'homoge-
néisation ne donnait des résultats positifs nouveaux que
dans 2 o/e des crachats examinés.

Résultats de Mlle Satterlee (1). — Cinquante crachats
négatifs a examen direct ont été homogénéisés par la tech-
nique de Lorentz, trois fois les résultats/positifs, c'est-a-dire /W"**F
dans unc proportion de 6 o/o ; mais nous devons ajouter que,
sur les crachats négatifs au premier examen, 2 se sont
montrés positifs 2 un examen direct fait le lendemain et le

1. Satterlee, Revue de la T'uberculose, n° 1, 1923,
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troisiéme 4 un examen fait le surlendemain de I'homogénéi-
sation. Cette méthode n’apporta donc aucun résultat positif
nouveau.

En résumsé : I'examen direct répété et correctement fait
des crachats suspects de tuberculose fournit un résultat posi-
tif dans une proportion de 60 & 70 0/0.

L’homogénéisation employée comme méthode de diagnos-
tic bactériologique rapide fournit des résultats positifs dans
une proportion de 20 o/o de la totalité des crachats exami-
nés. Si cette méthode est employée aprés de multiples
examens directs, répétés a intervalles réguliers, elle ne four-
nit plus de résultats positifs nouveaux que davs 3 ou 4 ofo
des cas. Enfin 25 o/o des homogénéisations exécutées sur des
crachats négatifs a I'examen direct sont positives.

Comparaison de la méthode d’'inoculation aux cobayes
des crachats suspects avec les méthodes d’examen
direct et d’homogénéisation .

Résultats de Paraf (1). — Les expériences ont porté sur
des crachats oii la tuberculose était fortement soupconnée
mais ot aucun bacille n'avait pu étre découvert ni parl’homo-
généisation ni par I'examen direct. Sur les 80 crachats jno-
culés, 61 tuberculisérent les cobayes, c'est-i-dire dans une
proportion de 73,4 o/o.

Résultats de MM. le Professeur Léon Bernard et
Coste (2). — Quarante-neuf animaux ont été inoculés avec
des crachats négatifs a I’homogénéisation et a I'examen
direct répétés mais oi les signes cliniques et radiologiques
faisaient craindre le diagnostic de tuberculose, 4 cobayes
sont morts d’infection secondaire (= 8,1 o/0); sur les 45 res-
tants, 13 sont devenus tuberculeux (= 28,8 0/0).

Résultats de Mlle Satterlee (3). — Les inoculations au
cobaye ont porté sur 50 animaux, mais unc épidémie de
pasteurellose ne permit de retenir que 17 inoculalions ; sur
celles-ci 8 se montrérent positives (= 49,7 0/0). '

Résultats personnels. — Dix inoculations aux cobayes

v. Regue tuberc., n° a, 1923,
2. Art, cité.

3. Art. cité.




— 113 —

pour la recherche du bacille de Koch dans les crachats ont
été praliquées avec des expectorations provenant unique-
mentde malades porteurs de lésions pulmonaires suspectes.
Les crachats avaient fait l'objet de nombreux examens
directs répétés & intervalles réguliers et de plusieurs homo-
généisations, Nous nous bornerons a exposer les résultats
obtenus en les comparant 4 ceux qui ont été {ournis parallé-
lement par les autres méthodes bacilloscopiques. On trou-
vera résumeées plus loin les observations des sept malades
dont les crachats ont éi¢ inoculés au cobaye.

I. — Les crachats mucopurulents assez abondants ont déja
tait I'objet d'inoculations comparatives; nous avons vu que
dés le onziéme jour le cobaye présentait des lésions anato-
miques discrétes de tuberculose et qu'a leur niveau on pou-
vait déceler la présence du bacille de Koch.

1I. — Les crachats ont été inoculés sous la peau; les mani-
festations de tuberculose expérimentale sont apparues trés
lentement vers le deuxiéme mois; le ganglion inguinal du
¢oté du point d’inoculation, aprés éire resté quelque temps
assez volumineux, s’est fistulisé; en méme temps 'état géné-
ral a périclité ; on note pendant cette période de deux mois
un amaigrissement de 150 grammes, Ce n'est donc que vers
celte époque que I'on put porterle diagnostic de tuberculose
chez le cobaye, mais dés ce moment les examens directs
pratiqués sur les expectorations du malade se montrérent
faiblement positives (n° 2 de I’échelle du Dr Guinard;.

ITI. — Les crachats ont été inoculés sous la peau; ils furent
jadis bacilliféres; au moment de PVinoculation, les lésions
pulmonaires étaient encore actives quoique évoluant vers la
sclérose. Aprés trois mois d'inoculation toutes les manifesta-
tions de tuberculose expérimentale se sont traduites par un
petit ganglion inguinal au point d’ineculation.

1V. — Les crachats hémoptoiques du malade ont éié
inoculés sous la peau. Aubout de trois mois d'observation
on a pu constater un abeés de la région coxale droite asscz
volumineux et fluctuant ; incisé, il a laissé échapper un pus
crémeux amicrobien 4 I'examen direct; les suites opératoires
ont été parfaites. Nous ajouterons que la recherche du
bacille de Koch a été pratiquée dans les selles du malade et
qu'elle s’est montrée négative. Les signes cliniques se limi-
taient 4 de la submatité du sommet du poumon droit avec de
Pinégalité respiratoire, jamais on ne constata de riles

H. Lorion 8
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humides indiquant Jun foyer de ramollissement. L’explora=
tion méthodique de ce malade doit donc étre complétée par
une laryngoscopie et une esophagoscopie qui démontreront
probablement le siégeexact des hémorragies périodiques.

V. — Les crachats fournis par ce malade étaient fort peu
abondants et ont été inoculés sous la peau de la cuisse ; au
bout de trois mois d’inoculation I’animal a succombé aux
suites d’un repas trop copieux. L’autopsie n'a révélé aucune
lésion anatomique suspecte. Dans un cas semblable, ou il
s’agissait d’une volumineuse poussée congestive, MM. Caus-
sade et Cribier ont pensé que les bacilles pouvaient étre
bloqués et ne pouvaient s’éliminer au dehors. Nous signale-
rons également que les examens de selles ont été négatifs.

VI. — Les crachats sont trés abondants et ont toujours été
négatifs aux examens directs ; un premier cobaye inoculé ne
tarda pas a succomber & une infection secondaire ; une
deuxiéme inoculation fut pratiquée aprés lavagedes crachats
suivant la technique de Kitasato, aprés un mois d’inocula-
tion, 'amaigrissement devint progressif et continu, et fut
évalué & 145 grammes ; on nota & partir de ce moment un
petit ganglion inguinal du ¢8té du point d’inoculation. ’

VII. — Les crachats assez abondants ont été inoculés sous
la peau. Aprés trois mois et demi d’inoculation on ne peut
noter ni amaigrissement ni aucun signe clinique de tubercu-
lose expérimentale. Voir note complémentaire page 116.

En résumé : les inoculations aux cobayes de crachats
suspects donnent de précieux renseignements, si elles n’ont
été précédés que par un nembre restreint d’examens directs
ou d’homogénéisations. Dans ces conditions, les cobages
inoculés peuvent &tre sacrifiés vers le deuxiéme mois et a
I'autopsie on découvre des lésions anatomiques manifestes
de tuberculose expérimentale.

Si au contraire I'inoculation des crachats est pratiquée a
la suite ou parallélement aux examens directs répétés a
intervalles réguliers tels qu'on les exécute dans les sanato-
riums, sa valeur diagnostique pratique est moindre, car
Iexamen direct vient donner quelquefois un résultat positif
bien avant la tuberculisation de animal ; celle-ci du reste
est toujours fort lente, de trois & neuf mois, les crachats
injectés étant trés-peu bacilliféres. Dans ces conditions, avee
Broeuning et Wankel (Deutsche med. Woch., 18 mai 1923),
nous estimons 4 35 o/o0 les résultats positifs nouveaux fournis
par Uinoculation des crachats suspects.
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Lxtrail des observations des malades dont les crachats
ont ét¢ inoculés aux cobayes

OunsenavarioN I — Infiltration fibro-caséeunse discréte du lobe
supérieur droit, plus accusée en arriere, dans la sus-épineuse et
la moitié supérieurc de la sous—épineuse. Crachats peu abon-
dants, antéricurement posilifs, mais négatifs a I'homogénéisa-
tion et aprés cing examens directs pratiqués toutes les trois

semaines.

Ossgrvation II. — T. fibro-caséeuse a droite ; les foyers de
fonte assez superliciels et discrets en arriére sont asscz étendus
et dépassent la moitié supéricure. 1ls sont plus limités et plus
profonds en avant. Volumineuse poussée congestive pleuro-pul-
monaire de la moitié inférieure du poumon droit apparue le
15 mai 1923. Expectoration peu abondante, 6 examens directs
précédant Pinoculation ont été nogatifs mais les neuviéme et
dixieéme ont révélé laprésence de rares bacilles de Koch. Absence
de bacilles de Koch dans les selles.

OspservaTiox 111, — Tuberculose fibro-caséeuse a droite, lobe
supérieur en avant, moitié supérieure en arriére, foyers de fonte
plus profonds au sommet, superficiels et disséminésdans le reste
de I'élendue. Tendance scléreuse. Expectoration intermittente,
anciennement positive & Pexamen direct, g examens directs pra-
tiqués A intervalles réguliers ont été négalifs, 2 homogénéisations
farent aussi négalives. Bacilloscopie douteuse dans les matieres
fécales.

Opservatioy 1V. — Localisation du lobe supéricur droit,
forme hémoptoique avec début de fonte tres diseret, a suivee
pour confirmation du diagnostic.

Crachats hémoptoiques a intervalles irréguliers hebdomadaires
ou bimensuels, ne s’accompagnant d'aucune variation thermique
ni d'auncune modification dans les signes stéthoscopiques.Radios-
copie normale. 12 examens direcls négatifs, 2 homogénéisations
négatives. Bacilloscopie négative dans les selles.

Opservarion V. — T. fibro-caséeuse bilatérale occupant les
deux lobes supérieurs. Foyers de ramollissement plus actifs au
‘sommet gauche, particuliérement en avant. Poussée congestive
pleuro-pulmonaire de toute la moitié¢ inférieure du poumon
ganche. Bacilloscopie négalive aprés 14 examens directs,

2 homogénédisations négatives. Bacilloscopie négative dans les
selles.
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OnsgrvaTtioN VI.—Localisation fibro-caséeuse bilatérale encore
discréte, cependant plus accusée a droite en arriére avec foyer
de fonte dans la zone d’alarme ; & gauche les points actifs sont
plus accusés en arriére jusqu'a la limite des fosses sus et sous-
épineuse, en avant dans la région claviculaire.

Radioscopie : Taches et marbrures des régions sus et sous
claviculaires gauches. A droite, sommet gris ne s’éclairant pas
4 la toux. Expectoration muco-purulente assez abondante ;
18 examens de crachats espacés toutes les trois semaines, résul-
tats négatifs; 2homogénéisations négatives.

OsservaTION VII. — Fibro-caséeuse & gauche, foyers denses
dans la moitié supérieure en état de fonte, mais & marche lente.
Localisations disséminées dans le reste de l'étendue. Emphy-
séme.

Radioscopie : Thorax d’emphysémateux, espaces intercostaux
larges, voile homogéne sur toute la hauteur des deux champs
pulmonaires. Sommets clairs. Cinématique diaphragmatique nor-
male.

Note complémentaire : Trois inoculations intra-hépatiques de
crachats trés suspects ont été pratiquées ; en quatorze jours, deux
des cobayes furent tuberculisés.




CHAPITRE 11

COMPARAISON DES METHODES DE CULTURE AVEC LES METHODES
D'EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT ET D'HOMOGENEISATION

Nous envisagerons cette comparaison sous deux aspects :
1* les crachats ensemencés sur milien électif sont bacilliféres
4 l'examen direct ou a I'homogénéisation ; dans quelle pro-
portion y a-t-il culture du bacille de Koch contenu dans les
crachats; 2° Les crachats ensemencés sont négatifs a l'exa-
men direct et a4 U'homogénéisation ; la méthode de culture
est-elle capable d'obvier a linsuffisance des deux anciennes
méthodes ? Pour répondre a cette double question, nous
avons recherché dans la litlérature phiisiologique récente
quel était le pourcentage des cultures positives de crachats
bacilliferes i examen direct. En outre, nous avons person-
nellement éprouvé la valeur pratique du milien de Pétrofl
en ensemengant 10 crachats provenant de sujets suspects
mais qui s'étaient montrés précédemment négatifs.

Résultats des enscmencements de crachats bacilli-
jéres a I'examen direct et 2 Fhomogénéisation sur
milieu de Pétrofi,

Résultats de Pétroff (1). — Cent trente-cing crachats
positifs ont été ensemencés chacun sur 4 tubes, 129 ont
poussé en 'espace de une i six semaines, c’est-a-dire dans
une proportion de g5, 55 ojo ;ily aeun 4 tubes contaminés,
soit une proportion de 3 ofo.

Résultats de Stewart (2).— Trente-sept crachats positifs
ont été ensemencés chacun sur deux tubes, 24 fois le bacille

1. Petroff, Journal expérimental of médecine, XX1, 1915, p. 38.
a. Stewart, Journal expérimental of médecine, XXV, dée. 1917»
page 755.
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a été isolé dans un délai de deux i six semaines, c’est-
-d-diredans une proportion de 64,8 o/o; 6 tubes ont été
contaminés (=7 o0/0).

Résultat de Mitckell et Simons (1). — Trente-cinq cra-
chats bacilliferes sont mis en culture ; 28 résultats positifs
dans les mé&mes délais que précédemment (8o o/o), il y a lien
de noter un échec complet da & la stérilisation du crachat
par une action trop prolongée dela lessive de soude et 6 con-
taminations (157 o/o). .

Reésultats de Corper (2). — Soixante-neuf crachats bacil-
liftres sont ensemencés sur milieu de Pétrof, 6o poussent
dans l'espaee de quinze jours & quatre semaines ( — 87 o/o).
Les contamination de tubes sont évaluées 4 5 o/o.

Résultats de Keitly (3). — Vingt-cinq crachats ont été
ensemencés, 23 de cenx-ci appartenaient a des tuberculeux
avancés, un seul s’est montrénégatif & I'examen direct et un
second provenait d'un sujet suspect de tuberculose. 11 y eut
18 cultures, ¢’est-a-dire une proportion de 72 ofo ; parmi ces
18 cultures, 13 furent évidentes dés la itroisiéme semaine,
6 nécessitérent 'emploi du microscope, 4 seulement furent
contaminées.

Résultats des ensemencements de erachats baecilli-
féres a l'examen direct sur milieu de Griffith-~
Lyall.

Résultats de Griffith (4). — Trente et un crachats ont
été ensemencés sur le milieu ccuf-foie de cheval, 26 cultures
ont été obtenues ( = 83,87 o/o}, 5 résultats furent négatifs.
Parmi les 26 cultures positives, 12 furent isolées & l'état de
pureté, le pourcentage des tubes contaminés calculé sur
1990 tubes estde 2,5 o/o. , ,

Résultats de Lyall (5). — Cinguante-six crachats ont été
ensemencés, 55 résaltats sont positifs en quinze jours. Le -
pourcentage des cultures positives s'éléve donca go ojo. Le
pourcentage des tubes contaminés est de 4,5 o/o,

1. Mitchell et Simons, Journal American medecine Association, 1915.
L. XV, p. 38.

2. Corper, Journal of infections Diseases, 1918, p. 267-274. .

3. Keitly, Journal cxperimental of medecine, 1916, page 41, t. 24, f. a.
- 4. Griffith, Lancet, 1916. Bristish med. Journal, 191}.

5. Lyall, American Review of Tuberculosis, 1922, p. 899-9o3a.
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Résultats de Burns (1). — Douze crachats moyennement
bacilliféres ont été ensemencés sur milieu de Lyall et ont
donné 12 cultures en 'espace de huit & vingt jours. Compa-
rativement les mémes crachats avaient ét¢ ensemencés sur
milieu de Dorset, tous les crachats donnérent des cultures
positives mais moins abondantes qu’avec le milieu ceuf-foie
de veau.

Résultats des ensemensements de crachats neégatifs
a Pexamen direct et 2 'homogénéisation sur milieu
de Pétrofi .

Résultats de Caussade et Gribier et résultats person-
nels. — Dans les deux catégories les crachats provenaient
de malades manifestement tuberculeux, le diagnostic ayant
616 posé par la clinique et parla radiologie, seule la présence
du bacille de Koch n’avait pas été révélée avant I'ensemen-
cement par les méthodes ordinaires : examen direct ou ho-
mogénéisation.

MM. Caussade et Cribier onl ensemencé 5 crachats sur
milien de Pétroff, 'un de ceux-ci provenait d'une caverne en
activité, les autres provenaient de lésions pulmonaires peu
actives. Aprés un mois de séjour a I'étuve des tubes de mi-
lieu de Pétroff ensemencés, aucune colonie tuberculéuse ne
g'est pas développée a la surface des milieux.

Les 10 crachats que nous avons ensemencés provenaient
également de malades manitestement tuberculeux, certains
méme ayant eu des bacilles a I'examen direct des crachats,
mais au moment de 'ensemencement ni la méthode directe.
ni homogénéisation n’avait mis en évidence le bacille de
Koch. Aprés un mois de séjour a l'étuve il n’y avait pas
encore de colonies tuberculeuses alors gume des crachats
bacilliféres ensemencés en méme temps donnaient depuis
huit jours des colonies visibles a I'eeil nu.

A noter particuliérement : les crachats de la malade de
I'observation VIIL (page 122} se sont montrés positifs a
lexamen direct au cours d'une petite pousééc fébrile surve-
nue quelques jours aprés I'ensemencement.

Nous signalerons enfin que Keitly (2) a ensemencé 8 cra-

1. Burns, American Review of Tuberculosis, V1, déc. 1922.
a. Keitly, Journalof exp. med., t. XXVI. {. 2, p. 41.
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chats négatifs 4 I'examen direct et provenant de sujets sus-
pects de tuberculose, jamais il n’a obtenu de culture dans
les délais normaux.

Comparaison de la culture des erachats sur milicu
¢lectif avee l'inoculation aux cobayes

Quelques crachats suspects inoculés aux cobayes ont été
en méme temps ensemencés sur milieu de Pétroff. Plusieurs
de ces crachats ont tuberculisé le cobaye dans les délais
normaux, alors qu’aucune culture n’était visible a la surface
des milieux 4 la méme époque. Nous ajouterons que les cra-
chats qui n'ont pas tuberculisé le cobaye n’ont donné sur
milieu électif aucun développement de colonies tubercu-
euses.Ces derniers résultats ainsi que les résultats médiocres
des ensemencements de crachats négatifs a I'examen direct
précédemment observés nous prouvent que la technique de
culture ne saurait encore remplacer I'inoculation (1). Celle-
ci, malgré ses quelques imperfections, reste donc le meilleur
procédé pour déceler le bacille de Koch qui n'aurait pas été
mis en évidence par les autres méthodes.

Observations des malades dont les erhacats néga-
tifs aux examens directs et a I’homogénéisation
ont é1¢ ensemenceés sur milieu de Pétroff,

OservaTioNs bE MM. Cavussabpe ET CRIBIER

OsservatioNn I. — Crachats assez abondants tirant sur le
vert.

Caverne du sommet droit et infiltration assez étendue du som-
met gauche. Diagnostic vérifié¢ par la radioscopie.

Fiévre : 3g°2 et 3805,

Epididymite opérée. Laryngite ayant tous les caractéres de la
laryngite tuberculeuse. Réaction de Bordet-Wassermann néga-
tive a plusieurs reprises. Cuti-réaction positive. Réaction de Bes-
redka positive. Mort par granulie.

OpseErvatoN 1{. — Crachats peu abondants, pelits, légérement
jaundires, nummulaires, parfois mousseux, examinés a la fin
d’une poussée congestive qui a 6t¢ peu fébrile (38'5). La radios-

1. La culture permet a la rigueur d’attendre I'inoculation (Armand
Delille).




I
copie montre : 1. un voile grisaire aux deux sommets des pou- E
mons et ne s’éclairant pas a la toux et 2°une adénopathie hilaire |
double mais peu prononcée. La poussée congestive a été double
aussi et donnait a la radioscopie des ombres assez intenses occu-
pant le tiers supérieur des deux poumons.

OpservaTioN III. — Crachats assez abondants, blanchatres, i
petits, trés visqueux, nageant dauns une solution visqueuse et ;
gommeuse. Poussée de bronchite aigué avec bruit de tempéte.
Fievre 395 et 3y degrés. La radioscopie révéle les ombres sui-
vanies : A droite et & gauche ombre uniformément prononcée
dans les deux tiers supérieurs des poumons, il existe, en outre,
des déformations assez accentuées du diaphragme pendant 'ins-
piration, ‘ce qui fait penser 4 des adhérences. Ombres hilaires
exagérées des deux cotés. Ceeur gauche dilaté, Oreillette gauche :
dilatée. Ancien paludéen. Hémoptysies abondantes survenues il :
Y a4 un an environ.

Ossenvation 1V, — Crachats blancs opaques, floconneux,
petits, peu abondants, recueillis au trentieme jour environ de
Pinfection. Fiévre trés élevée (39°5-39 degrés). Amaigrissement
progressif et rapide. Sueurs profuses. Cyanose. Dyspnée intense
et continue. Début aigu. Evolution aigué. Infiliration des deux
sommets. Radioscopie. Ombres grises parsemées de petites
taches noires ne s’éclairant pas ala toux. Adénopathie hilaire
bilatérale.

OmservarioNn V. — Crachats peu abondants, légérement jau-
nitres floconneux, petits, nageant dans un liquide assez vis-
queux, trés adhérents, opalescents et contenant des polynu-
cléaires,des cellules pulmonaires et des pneumocoques. Crachats
examinés aprés un mois d’évolution d’une pleuro-cortalite aigué
survenue brusquement et qui s’était accompagnée d'un épanche-
ment pleural séro-fibrineux contenant exclusivementdes lympho-
cytes et dont l'inoculation a un cobaye a provogué la tuberculose
dans les délais classiques.

.

Ohbservations recueillics aux sanaloriums
de Bligny

OmpsguvartioNn I. — Cf. observation 1 des inoculations au
cobaye.

OsskrvaTion II. — Cf. observation II des inoculations au
cobaye.

OnskrvaTion Ill. — Fibro-caséeuse bilatérale plus aclive &
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gauche qu'd droite, occupant le lobe supérienr surtout accusée
en arriére. ‘

Radio. Diminution de transparence de tout le tiers supérienr
du poumon droit avec taches claires disséminées fines (aspect en
mie de pain), grisaille sur le reste de l'étendue du champ pul-
monaire,

Diminution de transparence de tout le lobe supérieur gauche,
quelques fines taches claires. Eclairage nul a la toux.

Jeu du diaphragme retardé.

Expectoration intermittente, 10 examens directs négatifs, une
homogénéisation négative. Présence de bacilles de Koch dans
les selles.

Ospservarion IV. — Fibro-caséeuse de la moitié supérieure du
poumon gauche, avec foyers de ramollissement assez denses
dans les parties supérieures. Infiltration du sommet droit.

Ba.illoscopie : expectoration intermittente et rare, 11 examens
directs négatifs, 2 homogénéisations négatives. Ensemencements
sur milieu de Pétroff le i5 octobre 1923.

OBsErvATION V. — Sclérose de la moitié supérieure du pou-
mon droit avec bronchite, quelques points suspects en arriére a
surveiller. Localisation plus discréte an sommet gauche. Crachats
trés rares.

OsBservATION VI. — Fibro-caséeuse de la moitié supérieure
droite avec foyers de ramollissement plus accusés et plus actifs
en arriére, profonds et denses an sommet.

Radioscopie. — Légére diminution de transparence du 1/3 supé-
riear dn poumon droit, sans apparence de taches. Le sommet-
s’éclaire un peu moins que le gauche. Accentuation de la corne
hilaire inférieure,

OBservaTioN VII—Infiltration fibro-caséeuse dulobe supérieur
droit plus accusée en avant. Pleurocorticalite de la moitié infé-
‘rieure gauche, un peu plus dense et profonde en arriére.

Radioscopie. — Base diminuée de transparence. Légére rétrac-
tion du sommet qhi, en vue postérieure, ne s’ouvre pas a la
toux. Obliquité costale de la moitié supérieure. On ne note pas
de taches.

OsservaTiON VIII. — Localisation du lobe supérieur droit &
dominante scléreux. Bronchite.
Radioscopie. — Poumon droit : zone obscure au niveau de la

région claviculaire externe dans laquelle on distingue un anneaw
de 2 centimétres environ de diamétre & centre plus clair se rédui-
sant un peu & la toux, Thorax large et gris d’emphysémateux.
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OsservamioN IX. — Pleuro-corticalite des deux bases plus
accusée a gauche. Infiltration du lobe supérieur droit plus mar-
quée en avant.

Radioscopte. — Diminution homogéne de transparence des
deux bases sans grande accentuation d'un c¢dté plus que de
Pautre.

OBsErvaTIiON X. — Sclérose plus accusée a droite et en arriere
Poussée congestive massive de toute la moitié inférieure du pou-
mon gauche.

Note additionnelle & U'observation VIII : Bacilloscopie positive
dans les selles au moment de ’ensemencement des crachats.



CHAPITRE III

VALEUR COMPAREE DES RESULTATS FOURNIS PAR LA RE-
CHERGHE DU BACILLE DE KOGH DANS LES MATIERES FECA-
LES AVEC CEUX FOURNIS PAR LES AUTRES METHODES
BACILLOSGOPIQUES. )

Les auteurs sont tous d’accord pour considérer que tous
les tuberculeux cracheurs de bacilles en éliminent dans tous
les cas par leurs matiéres fécales. Le mécanisme de celte
élimination revient d'une part au passage du bacille dans le
foie puis dans les voies biliaires et d’autre part ala dégluti-
tion des erachats. Mais, siles.crachats sont trés bacilliféres &
Pexamen direct, la recherche du bacille de Koch dans les
matiéres fécales par la technique de Moreau et Vénot est
beaucoup plus longue ; il fautexaminer denombreux champs
avant de pouvoir trouver un bacille de Koch isolé, granu-
leux et déformé quelquefois.

Les résultats les plus intéressants de cette méthode sont
fournis par I’examen des matiéres fécales de phtisiques, por-
teurs de lésions pulmonaires souvent considérables et qui
ne donnent pourtant aucune expectoration ; il s’agit la
presque toujours d’une déglutition inconsciente des crachats,
se produisant le matin an réveil chez des sujets porteurs
d’une atrésie nasale et dormant la bouche ouverte.

Les résultats les plus anciens sont dus a Philipp et & Por-
ter (1) qui ont recherché les bacilles tuberculenx chez 42 phti-
siques qui n’expectoraient point, 29 fois ils ont constaté la
présence du bacille de Koch dans les matiéres fécales.
D’autres travaux en cours sur cette recherche sont appelési
fournir des éléments intéressants pour la solution du pro-
bléme de la tuberculose pulmonaire fermée active.

1. Philipp et Porter, British med. Journal, 1910-1911, p. 184.




CHAPITRE 1V

LE LABORATOIRE DU PHTISIOLOGUE

De ce que nous avons dit sur I'importance de la bacillos-
copie en phtisiologie et sur la rigueur mnécessaire de ses
techniques, on peut déduire la part qui revient au labora-
toire dans les résultats obtenus. Cette part est considérable.
Nous n’en voulons pour preuve que les progres réalisés en
bactériologie grace aux perfectionnements merveilleux de
l'outillage oplique depuis cinquante ans, en dehors bien
entendu de la valeur personnelle des chercheurs et de celle
des techniques employées. Sans entrer 4 ce sujet dans des
développements qui sont plusa leur place dans les ouvrages
d’optique microbiologique, nous nous attacherons surtout
a dresser un catalogue de 'outillage indispensable au méde-
cin chargé du dépistage des sujets tuberculeux autant qu’au
praticien soucieux dun diagnostic précoce et exact dans
Vintérét méme de ses malades.

Nous m'avons en vue qu'une organisation aussi simple,
aussi facile et aussi peu colteuse que possible (conditions
essentielles dans la plupart des entreprises) mais cependant
capable de répondre au but qui lui est assigné.

Local et mobilier a usage de laboratoire. — On choisira
une chambre de 4 m. 50 X 5 x 3, 5o, exposée au nord afin
d’éviter le soleil mais bien éclairée par une large fenétre.
Le mobilier comprendra les objets suivants : une table en
lave porcelainée occupant toute la plus grande dimension,
scellée an mur de la fenétre.

A l'une des extrémités de la table, aménager un évier
avec un robinet d’eau froide ; prés de I'évier, sur la table
disposer les colorants et réactifs les plus usuels ainsi- que
tout le petit matériel destiné aux colorations et aux autres
manipulations ;

Au centre de la table placer le microscope sur un feutre
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etsous une cloche en verre en face de lafenétre. C'est & cette
place que se feront tous les examens microscopiques. Le
microscope ne doit étre déplacé qu’exceptionnellement.

A lautre extrémité de la table placer un réchaud 4 gaz
et accessoirement une petite étuve de Roux ; on peut aussi
installer par terre & proximité un autoclave et un four &
flamber.

La centrifugeuse . est fixée prés de I'évier sur une forte
assise de maconnerie.

Une balance d’une force de 1 kilogramme, avec ses poids
et de la grenaille de plomb, est placée sur une planchette
scellée an mur.

Deux placards servent & contenir les colorants,la verrerie
et les produits chimiques en réserve.

Chauffage et éclairage. — Le chauffage se fera au gaz
dans la majorité des cas ; une conduite a trois branches
arrive a la table : une est destinée aa brileur de Bunsen ;
une deuxiéme va au bec Auer portatif servant a I'éclairage
du microscope ; la troisieme branche est réservée & I'étuve.
La conduite du réchaud peut servir a4 'autoclave ou au four
4 flamber quand ils existent.

Pour l'éclairage on emploiera de préférence legaz oul'élec-
tricité. Il comportera au minimum une lampe pour I'éclai-
rage général de la piéce et une lampe portative pour I'éclai-
rage du microscope.

Si le gaz n'existe pas, on remplace le bec Bunsen par la
petite lampe a alcool ordinaire ; une grosse lampe & pétrole
servira 4 éclairer le microscope ; enfin le réchaud a gaz sera
remplacé par un réchaud 3 alcool ou aessence (modéle Rip).

Microscope. — Pour le choix du microscope il y a lieu
d’envisagersuccessivement le statif,I'oculaireet les objectifs.

Le statifle plus simple est le meilleur. On prend le tré-
pied dumodéle Pasteur. Le tube est ordinaire avec articula-
tion permettantl’inclinaison. Le statif doit porter un éclairage
Abbe, un miroir & deux faces et une platine mobile (modéle
Malassez). Lc tube porte un revolver avec un objectif.

Un seul oculaire suffit; choisir 'oculaire compensateur
n°3. On aura a sa disposition deux objectifs, un faible n°x
oun® 2 et un objectif & immersion au 1/12.

Lorsque le microscope n’est pas en service, il doit étre
toujours tenu sous son globe. On aura a sa disposition des
linges fins, une bouteille d’huile de cédre et du xylol dont
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onh usera avec ménagement pour Uentretien de I'instrument.

Colorants. — On préparera des solutions toujours en
assez grandeés quantités et on aura une réserve de colorants
en poudre. Les plus nécessaires sont : la fuchsine, le violet
de gentiane, le cristal violet, le bleu de méthylene, l'aleool
picriqué,

Verrerie. — On aura environ 150 lames de a5 mm X
g5 mm. dont 30 seront en service et 100 en réserve, —
2 cristallisoirs(un de 1 litre pour le lavage des préparations,
un pour la conservation des lames en service), — un jeu de
8 tubes A centrifuger numérotés et en service, 10 en ré-
serve, — 12 tubes & essai, — 2 éprouvettesgraduées (25 cmc.
et150 cme.), — 5 verres a expériences degrandeurs diverses
— 2 petits entonnoirs, — 2 grands entonnoirs de 5o centi-
métres cubes, — 2 pipettes (1 eme. et 10 cme.), —¥ cuvette de
Calmette, 6 cuvettes en verre pour coloration (7 X 4 X
a2 ¢m.), —1 mortier et 1 pilon de verre pour la préparation des
colorants, — 5 flacons compte-gouttes pour les colorants en
service, 5 grands flacons pour les colorants liquides en ré-
serve, — 1 grande casserole de 2 litres d’eau, ¥ brosse a
chiendent, 1 écouvillon.

Crachoirs d’analyse (genre poudrier) en nombre variable
suivant le nombre de malades.

Les lames devant servir a plusieurs examens, il est néces-
saire deles traiter avec beaucoup de soin afin gu’elles puis-
sent faire un long usage. Chaque semaine on les fera boui-
lir vingt minutes dans la casserole de deux litres d’eau dans
laquelle on aura mis 200 grammes de carbonate de soude,
on les brossera ensuite et elles seront essuyées une a une,
on les conservera dans un cristallisoir.

Matériel de coloration et d’homogénéisation. — Cc
matériel comprendra :

1 platine chauaffante, — r fil de platine, — 2 spatules en
platine pour prélévements des crachats dans le crachoir
d’analyse, — 8 capsules en porcelaine numérotées de 1 a8
et avec leurs tares respectives numérotées de 1a 8 (sacs de
plomb), — 2 portes tubes & essai oua cenirifuger deBplaces,
— 1 égouttoir pour lames, — 1 trépied, — 1 bolte métalli-
que, — 1 main de papier filtre, — 1 crayon gras pour mar-
quer le verre, — 1 registre alphabétique pour consigner les
examens,

Produits chimiques. — Une partie des produits chi-
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miques restant en réserve, les produits en service son placés
sur la table dans la boite spéciale compartimentée dite &
réactifs.

Ces produits sont les suivants :

Eau distillée 1 litre, — alcool & g5° 1 litre, — éther sul-
furique 250 centimétres cubes, — acide azotigue 1 litre, —
acide chlorhydrique 1/2 litre, — acide acétique glacial
250 centimétres cubes, — lessive de soude pure 150 centi-
métres cubes, — lessive de soude a 1 o/o0 1/2 lilre, — eaun
de Javel 1/2 litre, — antiformine pure 500 centimétrescubes,
— ligroine 125 centimétres cubes, — acide phénique 500 gr.,
— carbonate de soude, chlorure de sodium 100 grammes,

— jode 5 grammes, — iodure de potassium 20 grammes.
Matériel accessoire. — On peut comprendre dans ce
matériel :

1° La centrifugeuse ; la centrifugeuse électrique a4 places
modéle Jonan est la meilleure. On peut employer une centri-
fugeuse hydraulique. 1l existe un modéle 4 main permettant
une rotation trées rapide.

20 ['étuve de Roux (50 cm. X 50 X 50) a régulateur se
chauffe au gaz, au pétrole ou a I'électricité.

3 L'autoclave de 30 em. X 6o cm. pour le milieu de cul-
ture a stériliser le four 4 flamber de 4o x 65 cm. destiné a la
stérilisation de la verrerie (1)

Quelques considérations sur I'élevage du cobaye (2)

Certains animaux et le cobaye en particulier, sont, nous
Pavons dit, de précieux auxiliaires pour la médecine expéri-
mentale et constituent en quelque sorte de véritables réactifs
de laboratoire. Dans un chapitre précédent {voir Inocula-
tions aux animaux, page 47) nousavons indiqué dans quelles
conditions ces animaux devaient étre mis en expérience. Il
ne sera done pas déplacé a la suite d&’un chapitre consacré a
l'organisation matérielle d'un laboratoire de phtisiologie
d’exposer sommairement quels soins doivent étre donnés
aux cobayes tant au point de vue de I'économie pécuniaire
qui en résultera pour le budget de I'établissement qu'en ce

1. Noél Fiessinger, Les examens biologiques en clientéle, Maloine,
1932
2. Paillard, Journal médical francais, sept. 1922.
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qui concerne la valeur physiologique intrinséque des sujets
et conséquemment la valeur Jdémonstrative des observa-
tions qu’ils sont appelés & fournir.

L’élevage du cobaye peut s¢ concevoir de deux facons :
l'élevage restreint et I'élevage & grand rendement. Le pre-
mier peut étre effectué assez aisément par le médecin prati-
cien, surtout a la campague, il ne nécessite guére que l'en-
tretien de 8 4 10 animaux. L’élevage & grand rendement an
contraire nécessite une organisation plus complexe compor-
tant cages d'élevage, cages d'accouchement, cages indivi-
duelles pour les animaux inoculés. :

Les cages d’élevage peuvent 8tre disposées soit en écurie
close, soit en plein air le long d’'un mur en les protégeant
contre la pluie avec une toiture en tdle ondulée. Ces cages
sont faites pour douze cobayes. Les parois latérales sont
constituées parde grandes dalles en ciment. Le plancher est
incliné vers Ja face antérieure pour l'écoulement des urines
et des eaus de lavage que l'on recueille dans une rigole
extérieure Les portes sont grillagées dans leur moitié
supérieure, garnies de carton bitumé a leur parlie infé-
rieure. En hiver la moilié supérienre peut &tre elle-méme
fermée par un paillasson.

Les cagesd’accouchementne différentenrien despremiéres,
si ce n'est par leur destination spéciale. Les méres y sont
introduites a l'époque de l'accouchement, on les y laisse
environ quinze jours ou trois semaines. Piusieurs meres
peuvent occuper ensemble la méme cage. Ni les méres ni
les petits n'ont besoin de soins spéciaux, les petits courant
et mangeant dés leur naissance.

Les animaux inoculés doivent étre isolés des animaux
sains.Sil’on ne disposait pas d'un matériel suffisant pour les
loger isolément on pourrait utiliser & cet effet de grands
bocaux en verre épais que l'on couvrirait d'un grillage et
dont la désinfection serait des plus faciles.

La litiére du cobaye est constituée par de la paille qu'on
renouvelle tous les huit & dix jours.

La désinfection des cages se fait & I'eau de Javel ou au
crésyl. Tous les trois ou quatre mois on les badigeonne au
lait de chaux, on peut également goudronner les montures
en bois.

Alimentation des cobayes. — Les cobayes sont faciles a
nourrir, trois repas par|jour leur suffisent. En été on leur

H. Lorion 9
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donne les épluchures de légumes verts, de I'herbe, de la
luzerne, du tréfle, du sainfoin. En hiver, I’alimentation con-
sistera surtout en foin et en betteraves. Les épluchures de
pommes de terre de méme que les pommes de terre doivent
étre cuites. Les carottes, le son représentent une alimenta-
tion de secours. Les restes de mets non utilisés peuvent étre
employés mais avec circonspection, les mets pouvant avoir
6té infectés par des tuberculeux. L’alimentation doit étre
aqueuse, si elle est trop séche, on donue de l'eau dans de
petits bacs suffisamment stables. Les femelles en lactation
ont besoin d'une nourriture assez riche en eau. Les cobayes
nouveau nés mangent dés leur naissance, néanmoins il est
bon que allaitement leur soit assuré pendant quelques jours.




CONCLUSIONS

Des études comparatives que nous avons faites entre les
différentes méthodes bacilloscopiques en phtisiologie nous
pouvons conclure que :

1o L'examen direct des crachats correctement fait et répété
a intervalles réguliers a une valeur considérable. e meilleur
procédé de coloration du bacille de Koch dans les crachats
est celui de Ziehl-Neelsen, mais il v a lieu de retenir comme
dennant d’excellents résultats les colorations de Tribondeau-
Jeetten, Bender, Schulte-Tigges;

20 La méthode d’homogénéisation n'est intéressante que
par la rapidité des examens positifs fournis. Elle n'a guere
plus de certitude que l'examen direct correctement fait et
répété a intervalles réguliers.

Les techniques d’homogénéisation les meilleures sont:
celles de Bezancon et Philibert, celle du professeur Calmette
et celle de Lorentz ; ces deux derniéres plus simples que la
premiére donnent des résultats égaux. Quant aux techniques
se passant de la centrifugation, celle de Quelme et [loual
donne les résultats les plus intéressants.

Les techniques de concentration bacillaire par autolyse
des crachats 4 37 degrés fournissent des résultats nettement
inférieurs aux précédentes; elles sont pourtant améliorées
par 'homogénéisation du culot de sédimentation;

30 1Vinoculation au cobaye est le procédé le plus sensible
pour la recherche du bacille de Koch dans les crachats
tuberculeux. Elle a un intérdt capital, car elle permet de
classer définitivement une expectoration suspecte. La tech-
nique d'inoculation intra-hépatique est celle qui donne les
résultats les plus rapides;

4° La culture du bacille de Koch contenu dans les crachats
tuberculeux est encore a I'étude. Elle ne sera vraiment inté-
ressante que lorsquelle permettra de déceler rapidement et
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rigoureusement le bacille de Koch qui n’aurait pas été décelé
par 'examen direct ou par 'homogénéisation. Le milien de
culture employé actuellement avec le plus de succés est le
milieu de Pétrof; )

5° L'examen bacilloscopique des matiéros fécales s’impose
au moins chez tous les sujets suspects de tuberculose qui ne
peuvent fournir d’expectoration;

6° Le laboratoire du dispensaire antituberculeux doit étre
outillé pour permettre de pratiquer couramment des examens
directs et des homogénéisations.

Yu : le Président de la thése,
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