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avait cultive. MM. Roux et Yersin ont été plus
heureux. « Des paralysies, écriveni-ils, s'ohservent
chez les animaux inoculés de la diphthérie, soit
dans la trachée, soit sous la peau. (est méme un
phénoméne trés fréquent lorsque les animaux ne
succombent pas & une intoxication trop rapide ».

Le premier cas de paralysie diphthéritique expé-
rimentale ful observé par eux sur un pigeon qui,
inoculé dans le pharynx, avait eu de belles fausses
membranes et paraissait guéri.

Les lapins qui résistent aux accidents immédiats
de la diphthérie inoculée dans la trachée présen-
tent le plus souvent ces symptomes paralytiques,
auxquels ils finissent par succomber.

La terminaison ordinaire chez le lapin inoculé
dans les veines avec un centimétre cube de culture
pure est la morlt dans un délai de quatre jours,
ainsi que nous I'avons dit plus haut, et l'accident
terminal est une paralysie généralisée.

« Lorsque la mort ne survient pas dans un délai
aussi court, la paralysie est plus facile a observer. »

Elle débute d'ordinaire par le train postérieur,
el parfois elle est si rapidement progressive qu’en
un ou deux jours elle a envahi tout le corps, et que
I'animal meurt par arrét de la respiration et du
cceur. « D'autres fois la paralysie reste limitée
pendant un certain temps aux pattes postérieures;
elle commence par une faiblesse des muscles qui
donne & la démarche une allure particuliére, puis
elle devient plus compléte, et les mouvements du
train antérieur sont seuls conservés. La maladie
est presque loujours envahissante; la paralysie
gagne le cou et les membres antérieurs. Il n’est
pas rare de voir la mort survenir subitement sans
convulsions, surprenant I'animal dans lattitude
ou on venait de le voir quelques instants aupara-
vant. Un groupe de muscles peut étre frappé tout
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d’abord; ainsi on voit des lapins dont les pattes
de derriére sont écartées du corps, comme si I'ac-
tion des abducteurs étail supprimée. Quand ils
marchent, leurs membres postérieurs ne se déten-
dent plus, ils avancent I'un aprés I'autre =sans se
détacher du sol. Lorsque les pattes du devant
sont atteintes & leur tour, 'allure devient comme
rampante. Bien que la paraplégie soit le début le
plus fréquent, la paralysie peut aussi porter sur
les muscles du cou, de facon que la Léle ne peut se
soulever du sol, et aussi sur les muscles du larynx,
ce qui donne la raucité a la voix. »

Nous avons vu ci-dessus que les chiens inoculés
avec des cultures de diphthérie sous la peau ou
dans la trachée mouraient avec des phénomeénes de
paralysie trés marquée.

IV.— Caractéres biologiques du bacille diphthéritique.
— Vitalité dans les cultures et les fausses membranes.
— Virulence, vitalité et atténuation. —Bacille pseudo-
diphthéritique.

|. Vitalité dans les milieuz: de culture. — « Le ha-
cille diphthéritique se conserve trés longtemps vi-
vant dans les cultures; il n'est pas rare de trouver
des colonies actives sur des tubes de sérum restés
pendant plus de six mois a la température de la
chambre. Des cultures en bouillon pourraient en-
core €tre rajeunies aprés un séjour de eing mois
a 37° et de deux mois a 39°. Enfermées en tubes
clos, sans air et a l'abri de la lumiére, elles con-
servent plus longtemps encore leur vitalité et leur
virulence. Lesbacilles contenus dans de semblables
tubes, datant de treize mois, nous ont donné des
cultures actives. Il ne se forme pas cependant de
germes dans ces vieilles cultures; les mierobes
ont des formes renflées ou allongées ; ils se colorent
mal ou ne se colorent plus, mais ils périssent
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comme les bacilles jeunes quand on les chauffe 4
58 degrés. »

La température de 58°, maintenue quelques mi-
nutes, est en effet la température de destruction
pour les germes diphthéritiques en cullure humide,
non desséchée.

Les bacilles desséchés en provenance de sérum
se comportent de la facon suivante : Conservés a
332 a I'abri de la lumiére ils sont morts apreés trois
mois; conservés a la température de la chambre,
a l'abri de la lumiére, ils meurent aprés quatre
mois. Il suffit de quatre jours & la températuve de
450 pour stériliser entidrement ces germes.

Notons que si a ’état humide le virus diphthé-
ritique nerésiste pas a la température de 58° main-
tenue pendant quelques minutes, le virns sec sup-
porte sans peine une température de 98° maintenue
pendant plus d'une heure.

2. Vitalité dans les faussesmembranes. — MM. Roux
et Yersin rapporlent dans leur troisieme mémoire
les deux expériences suivantes, qui éclairent vive-
ment cette intéressante question :

a) « Une fausse membrane extraite de la trachée
d'un enfanl, au moment de la (rachéotomie, est
ensemencée sur sérum puis enveloppée dans un linge.
Quand elle est séche, on plie le linge dans du papier
et on place le lout dans une armoire fermée i la tem-
pérature de la chambre. Sur le sérum il s'est dé-
veloppé dés le lendemain de nombreuses colonies
spécifiques. Trois mois aprés on fait un nouvel
ensemencement avec un fragment de la membrane
seche : aprés vingl-quatre heures de séjour a
Iétuve, la surface du sérum porte beaucoup de
colonies de bacilles diphthéritiques. Aprés cing

mois de dessiccation la fausse membrane donne
encore des colonies sur sérum : elles croissent un
peu plus lentement et sont moins nombreuses,
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mais elles sont formées par de beaux bacilles. »

b) « Une autre fausse membrane, séchée de la
meéme facon sur le linge et également trés riche en
bacilles diphthéritiques a 6té conservée, suspendue
@ Uair et exposée au soleii et & la pluiependant les
mois d’avril el de mai 1890. Les ensemencements
qui ont été faits avec cetle membrane, restée aux
intempéries pendantun mois et demi, n’ont donné
aucune colonie diphthéritique. »

C'est donc surtout, et les exemples cités par les
auteurs en maints cas confirment I'étude expéri-
mentale, & I'abri du soleil et de 'humidité, dans
un lieu ot air ne se renouvelle pas, que le germe
diphthéritique garde le plus longtemps sa vitalite.

3. Virulence variable du bacills de Klebs. — Bacille
atténué. — Bucille pseudo-diphthéritique. — La viru-
lence des bacilles de Klebs que fournissent les
divers cas de diphthérie humaine est loin d’éire
loujours identique.

La virulence d'un bacille de Klebs donné s'éta-
blira par le critérium expérimental suivant: On
fait. une culture dans le bouillon, et aprés vingl-
quatre ou trente heures de séjour a Pétuve on pré-
léve un centimétre cube qu'on inocule sousla peau
d’un cobaye. La réaction sur I'animal donnera le
degré de virulence. Un bacille trés virulent tue en
vingt-quatre a trente heures et quelquefois moins.
A mesure que la virulence faiblit le délai de survie
s'allonge et I'animal peut arriver a ne périr qu'en
huita dix jours. A un degré plus faible encore, I'ani-
mal ne succombe pas: il n’y a quune lIésion locale,
un @déme suivi d'eschare; enfin 'eedéme peut
méme ne pas se produire; l'inoculation est absolu-
ment inoffensive: la virulence est nulle.

On peut dire d'une facon générale que:

a) La virulence des bacilles de Klebs est grande
quand on s’adresse ades diphthéries trés graves : ces
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cas ne comportent que peu de bacilles non viru-

ls ; :
le{ilx'l l,),ams les diphthéries bénignes, a coteé de- ba-
cilles de grande virulence, il existe des ])a_c.llles de
virulence moyenne, et des bacilles non virulents,
ne donnant que de I'eedéme aux cobayes, ou mieux
restant sans aclion sur ces animaux. .

¢) Enfin, dans la bouche des personnes saines,
dans diverses anginesnon diphthériques, on trouve
un bacille absolument analogue au bacille 1[11311111?;
ritique par son aspect au microcospe, lappafren('_i,
de ses colonies, mais sans aucune virulence; ana-
logue en un mot au ba(‘.illqd1||11t_h‘t:|'!llque. non v lrll[]:
lent desangines diphthéritiques I.JL-_mgnes; cebacille
porte le nom de p.w_’udc)-r:lfphthé:‘ztag.uc. :

a) Bacille virulent. —Son a'ttém{auon. - Le.-’&(:,mr’ai_,-
tores expérimentaux du bacille \'n’ulo’nl onl ete E'tu—
diés ci-dessus. La question de son atténuation 1\:gu-‘
Jiere n'est pas encore résolue. Nous allons exposer
les quelques données que nous pn:ssc:ln_n} a ({e : 1.|ct,.
et qui sont presque exclusivement dues a MM. Roux
et Yersin:

Quand on inocule & des cobayes des (‘.ul‘lums de
4lif1‘lt111él'i‘- conservées « pendant longtemps a la .Iem—
pérature de la chambre ou & I'étuve, lls’ne suec ::n\n-
bent pas, bien que les cultures empll_:}‘l%es_se soient
montrées trés actives, quand elles étaient plus
jeunes ». « Les bacilles qu’elles contiennent ne sont

‘c_‘ﬂp(‘,!ltlﬂlll pas morts : il suffit (lr\ les porter (l.'dllb .du
bouillon pour qu'ils pullulent a nouveau. Il_ae}nl;l'e
done quavec le temps leur \'n-ulcm_"ul': a diminue.
Cette conclusion est erronée: s_';IEe- dépasse Lexpé-
rience qui prouve seulement qu une yieille culture
inoculée directement n'a pas tué les L‘Ql&ﬂ_\ s, ce
qui n'autorise pas & dire qu'elle est atténuée. En
offet une culture est atténuee quand, ensemencée, elle
donne une culture nouvelle atténuée comme elle. Le
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caractere de l'alténuation véritable, clest d’étre
héréditaire. 1l suffit de semer a nouveau les vieilles
cultures de diphthérie pour voir qu'elles ne sonf pas
dans ce cas. La culture renouvelée tue les cobayes,
et nous voyonssortir de notre culture 4gée, inactive,
un bacille mortel. Si les bacilles anciens ne tuent
pas, c'est qu'ils ne germent pas sous la pean des co-
bayes: il suffit de les rajeunir pour leur rendre leur
virulence.

Lalténuation d'un bacille diphthéritique virulent
peut s‘obtenir artificiellement dans le laboratoire.
Voici un moyen employé par MM. Roux et Yersin:
Il consiste acultiver le bacille que 'on veut atténuer
dans un ballon de Fernbach, c’est-a-dire un ballon
a deux tubulures latérales. Le ballon est mis a
Iétuve & 3925 et par les tubulures latérales on
fait passer un courant d’air aspiré par une trompe
a eau. Dans ces conditions, il arrive un moment
ol la culture d'abord (rés virulente s’atténue, tue
les cobayes avec retard, ne leur donne plus quun
cedéme plus ou moins marqué ou méme reste tout
a fait inoffensive.

« Les bacilles diphthériliques finissent done par
périr quand ils sont cultivés & la température de
390,5-40° dans un courant d’air ; avant leurmort ils
perdent leur virulence. Cetle atténuation est tantot
rapide, tantot lenle; parfois elle parail se faire
brusquement, quelque temps a peine avant la mort
des bacilles. On n’obtient pas de virulences inter-
médiaires aussi réguliéres que dans l'alténuation
du charbon. »

Un autre moyen d’allénuer un bacille virulent
estla dessiccation combinée a 'action de’air. Nous
avons dit ci-dessus « que le virus diphthéritique
desséché se conserve pendant trés longtemps, et
qu'une fausse membrane séche donne aprés cing
mois un grand nombre de colonies si on l'ense-
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mence sur sérum. Mais ces colonies ne sont plus
virulentes. »

I est done possible, en partant dun bacille viru-
lent, d’obtenir un bacille dépourvu de virulence
«tout & fait semblable aux bacilles atténués que l'on
trouve dans les angines diphthéritiques hénignes
ou dans labouche de certaines personnes en bonne
santé (bacille pseudo-diphthéritique) ».

Le bacille atténué peut-il reprendre sa virulence
ot comment? Pour la diphthérie comme pour le
charbon, la virulence ne peut étre récupérée,
quand elle est descendue 110p bas. Tous les efforts
tentés par MM. Roux et Yersin pour renforcer la
virulence d’un bacille de Klebs ayant perdu toute
action sur le cobaye ont échoué. Leurs tentatives
«ont été plus heureuses en prenant comme point
de départ un bacille qui avait encore une légére
action sur le cobaye. Le renforcement a élé
obtenu en associant ce virus non mortel au strepto-
coque de Uérysipele eb en inoculant le mélange aue
cobayes. Cetle expérience ne réussit pas loujours.
Elle nécessite lemploi d'un microbe de I'érysipele
extrémement actif ».

Le bacille de Klebs artificiellement atténué
présente tous les caractéres spéciaux qui sont le
propre des bacilles naturellement atiénués (an-
gines diphthéritiques bénignes) ou du bacille
psendo-diphthéritique : 1l pousse plus abondam-

ment en milieu liquide, rend le bouillon plus ra-
pidement alcalin et croil peu dans le vide.

b) Bacille non virulent. — Nous avons dit ol se
trouve, chez le diphthéritique, cetie variété de
bacille de Klebs, naturellement dépourvue de
virulence. Elle est le propre des angines diphthé-
ritiques bénignes, ou de 'époque de terminaison
favorable des angines graves. Nous avons défini ses
caractéres expérimentaux, dit quils pouvaient
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varier d'une action encore légére sur le cobaye
(edéme, avec quelquefois petite eschare) a une
action absolument nulle. Les caractéres un pf,-.ﬁ
spéciaux de culture sont ceux assignés au bacille
artificiellement atténué, ou au bacille pseudo-diph-
théritique. Il est actuellement impossible de réveil-
ler la virulence de cette variété quand elle a dis-
paru en totalité.

¢) Bacille pseudo-diphthéritique. — « Loffler, le
premier, a signalé dans les fausses membranes
croupales un bacille tout & fait semblable au bacille
diphthéritique, mais qui en différe en ce qu'il n'a
aucune aclion nocive sur les animawe. M. G. Hoffmann
a rencontré ce méme bacille dans la diphthérie, et
aussi dans les angines scarlatineuses et rubéo-
ligues. Aprés ces auteurs, beaucoup d’expérimen-
tateurs ont trouvé ce microbe soit dans la bouche
des diphthéritiques, mélangé au microbe spécifique
soit dans la bouche de personnes hien portanles. 5

Lebacille pseudo-diphthéritique a été trouvé par
MM. Roux et Yersin quinze fois sur quarante-cing
sujets entrés a I'hopital des Enfants pour des
affections trés diverses, mais autres que la diphthé-
rie. Vingt-six fois ils'ontrencontré sur cinquante-
neuf examens faits dans une école d'un village du
Galvados, au bord de la mer, village ou Jtrpllis
longtemps aucun cas de :iiph[h(&ril; n'avait éteé
relevé. Ces chiffres, sans valeur absolue, montrent
néanmoins que le bacille pseudo-diphthéritique est
frés répandu et qu'on peul le considérer comme
un hite fréquent de la bouche chez les personnes
saines.

[l se rencontre aussi — comme Hoffmann Iavait
signalé — dans les angines non diphthéritiques.
« Les enfants malades, d’angine simple 'ont donné
deux fois. Sept rubéoleux lont fourni cing fois. »

Les caractéres morphologiques et de culture du

26.
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bacille pseudo-diphthéritique sont, a quelques
nuances pres, ceux du bacille dip‘hthermqug viru-
lent : identité des colonies sur sérum j croissance
a 33-35° en houillon avec dépot sur la paroi des
vases de culture; coloration, soil Lu'xil’cn'me,kr:mi
granuleuse suivant les cas, par le ]fle.x.l_ de i;i}[{l}il‘..
de Kithne, ou le Gram. Enfin mort a 55° én moins
de dix minultes. i .

Les nuances qui séparent les bacilles virulents
du pseudo-diphthérilique sont les suivanles : _

« Le psendo-diphthéritique est souvent plus court
dans les colonies sur sérum ; ses cultures {i_ans le
houillon sont plus abondantes; elles se continuent
a une température de 20-22°, & Iaquf-_llfa le bacille
vrai croit trés lentement. Quand on fait par com-
paraison des cultures des deux bacilles {].ﬂl‘.l.‘% du
bouillon, elles deviennent acides, puis alealines ;
les changements de réaction se produisent beau-
coup plus vite dans celles du bacille p?vudu‘dlph-
théritique. Commele diphthéritique vrai, le pseudo-
diphthéritique pousse dans le vide, mais moins
ahondamment, ce qui est inverse de ce qui se
passe dans les cullures a lair. » i

Les réaclions sur le cobaye forment la véritable
différence entre le pseudo-diphthéritique et icll_lph—
théritique spécifique : « L-'i]mrula%lion (]t? ces bacilles
pseudo-diphthéritiques n'a jamais donné la mort aus
animaz : on pouvait toutefois remarquer que les
ung causaient aux cobayes des démes n(_)table:,
que d’autres en produisaient de {l"i\:a: petits, que
Qautres enfin ne faisaient aucune lésion locale. »

Quelle est la relation véritable enlre ces deux
bacilles, que Loffler séparait radicalement, que
d’aulres auteurs, Escherich, parexemple, réunissent
dans une méme espéce, I'un n’étant pour eux que
la forme atténuée de l'autre? '

Nous adoptons entiérement cetle derniére opi-
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nion, que MM. Roux et Yersin ont présentée sous
une forme saisissante : « Les différences morpho-
logiques que l'on a relevées entre eux, diseni-ils,
sont si faibles qu’elles ne prouvent rien. Ces or-
ganismes ne peuvent étre distingués que par leur
action sur les animaux, mais la différence de vi-
rulence ne comporte nullement la différence d’ori-
gine. Au point de vue de la forme, de l'aspect
des cultures, le bacille diphthéritique et le bacille
pseudo-diphthéritique différent moins entre eux que
le charbon virulent et le charbon trés atténué, qui
viepnent cependant d’'une méme souche. D’ailleurs
la distinction que nous faisons entre les bacilles
virulents et les non virulents est arbitraire : elle
repose sur la réceptivité des cobayes. Si nous ino-
culions des animaux plus sensibles, il est des ha-
cilles pzeudo-diphthéritiques que nous rangerions
parmi les virulents, et si, au contraire, nous rem-
placions dans nos essais les cobayes par les lapins,
il est des bacilles diphthéritiques que nous appelle-
rions pseudo-diphthéritiques. Dans les expériences
on ne renconire pas seulement un bacille virulent
etunbacille non virulent : entre ces deux extrémes
il v a des bacilles a tous les degrés de virulence.
Parmi ceux qui sont vraiment diphthéritiques, les
uns tuent en vingt-quatre heures, dauires en
soixante heures, d’autres en trois a quatre jours,
d’aulres en un temps plus long encore : il ne viendra
cependant & l'idée de personne que ces microbes
d'activités diverses n'appartiennent pas a la méme
espece. Pourquoi alors séparer ceux qui ne dif-
ferent que par une virulence moindre encore ? Ou
ferons-nous commencer le pseudo-diphthéritique ?
au bacille qui ne donne plus d’cedéme au cobaye,
ou a celui qui le produit un peu?... »

L'identité parait absolue entre les deux espéces ;
il manque la derniére preuve : la production du
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bacille pseudo-diphthéritique en partant du bacille
virulent et la production du bacille virulent en par-
tant du bacille pseudo-diphthéritique.

On alténue le bacille virulent, nous I'avons dit,
jusqu'ale réduire a I'état de pseudo-dipht héritique;
mais on ne peut élever le bacille pseudo-diphthé-
ritique — non plus d'ailleurs que le bacille viru-
lent artificiellement atténué — au rang de bacille
virulent.

1 identité reste donc seulement trés probable. La
conclusion qu’il y a lieu de tirer dun bacille de
nature diphthéritique dans la bouche de personnes
saines ou chez les angineux non diphthéritiques,
nous la dirons ailleurs.

Les services que la connaissance du bacille de
Koch a rendus ala clinique pour le diagnostic de la
tuberculose, la connaissance du bacille de Klebs
les rend aujourd’hui pour le diagnostic de la diph-
thérie. La constatation du bacille spécifique est de-
venue le eritérium différentiel, et un procédé des
plus simples, a la portée de tous, assure aujour-
d’hui le diagnostic des angines diphthéritiques, qui
mettait quelquefois dans I'embarras les cliniciens
les plus exercés. En méme temps s'est constituée
I'histoire microbiologique des fausses angines
diphthéritiques, histoire encore assez peu avancee;
dailleurs.

V. — Des applications a la clinique de la connaissance
du bacille de Klebs. — Diagnostic et pronostic de 1a
diphthérie humaine par les procédés microbiolo-
giques.

Le bacille'de Klebs n'existe que dans les fausses
membranes diphthéritiques : il se trouve la et li seu-
lement. Cest Ja quil vit, 1a qu'il fabrique I'éner-
gique poison donl nous parlerons ci-apres, poison
qui détermine la mort du sujet diphthéritique. Clest
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done dans la fausse membrane qu'il faut le cher-
cher pour établir le diagnostic de diphthérie.

Les opérations, bien simples a pratiquer, sont
les suivantes :

I. Examen microscopique de la fausse membrane
ou de son raclage :

2 Ensemencement de ce produit diphthérilique ;
séparation des colonies diphthéritiques et inocula-
tion expérimentale des colonies isolées.

I. On peut faire des coupes de fausses mem-
branes enlevées sur le malade : on durcit dans
1'«}](’.0(11 et on colore par la méthode de Gram et
I’éosine. On voil au microscope que « les parties
superficielles de la fausse membrane sont formées
par une couche de petits bacilles presque & 'étatl de
pureté. Ce sont les bacilles de Klebs. Ils sont sépa-
rés de la muqueuse dépouillée de son épithélium
par une couche de fibrine granuleuse et par un ré-
seau fibrineux adhérenl au tissu muqueux dont
les vaisseaux fres dilatés ont laissé échapper des
globules rouges. Souvent aussi la zone la plus
superficielle de la fausse membrane contient des
microbes divers, batonnets, microcoques et chai-
nettes, mélangés aux amas des bacilles de Klebs
(jui sont, au confraire, prédominants immédiate-
mentau-dessous. Ces petitshacilles, disposéscomme
nous venons de le dire, sont seuls caractéristiques
de la diphthérie. » Dans les diphthéries graves, a
marche rapide, il peut n’y-avoir, pour ainsi dire
que des bacilles de Klebs dans la fausse mem:
hrane. Dans d’autres cas les mierobes élrangers
divers sont trés nombreux, mais en arridre de
la couche superficielle, riche en microbes vul-
gaires, on trouvera toujours emprisonnés, dans la
fibrine, de petits amas Lrés nets de bacilles spéci-
fiques.

Une méthode plus simple consiste & enlever un
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fracment de la fausse membrane, & déposer sur
une lamelle ef & colorer.

Pour cela on va chercher dans la gorge un frag-
ment de fausse membrane « avec un fampon de
coton hydrophile tenu & I'extrémite d'une pince ou
fixé 4 une tige résistante. Les débris membraneux,
essuves sur du papier buvard, sont froltés sur des
lamelles. de facon que Uenduit qui reste & la sur-
face du verre, vienne de la fausse membrane et ne
soil, pas fourni par le mucus buccal. Les lmrmzlkr:a
séchées et passées a la flamme sont colorées au
bleu de Loffler, au bleu de Kuhne ou par la me-
thode de Gram ».

On examine, el « au milieu des autres microbes,
les bacilles diphthéritiques, souvent groupes en amas,
apparaissent souvent sous forme de !)ﬁ[()l'll]ul.ﬁ a
bouts un peu amincis et arrondis, légerement re-
courbés, renflés en poire ou en massue, granuleux
et inégalement teintés. Par la méthode de Gram,
ils se colorent d’une facon intense ».

Le bleu de Roux (bleu composé, mélangé de vio-
let dahlia et de vert de méthyle, dont nous avons
parlé ci-dessus) donne les meilleurs résultats pour
I'examen extemporané. Il suffit de mettre sur la
lamelle & examiner une goutte de ce bleu, d’appli-
quer celle-ci presque aussitot sur la lame porte-
objet, en essuyant l'excés de maliére colorante.
Sous le microscope, on voit que, parmi tous les
bacilles des fausses membranes, ce sont les bacilles
spécifiques qui se colorent le plus vite et avec le
plus d'intensité. ;

Les bacilles de Klebs ne font jamais défaut dans
la diphthérie. « Dans certains cas graves, on les
(rouve presque a 1'état de culture pure; d’ordinaire
ils sont mélangés a beaucoup d'autres microbes,
mais, en parcourant les préparations, on rencontre
de pelits paquets de bacilles caractéristiques. »
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2. L’examen microscopique, tout utile qu’il seit,
ne suffit pas. Si on veut établir le diagnostic de la
diphthérie d'une facon certaine, il faul, en outre,
isoler le bacille diphthéritique et 'obtenir a I'état
de culture pure.

L’isolement se fait sur sérum, d’aprés une me-
thode imaginée par Loffler: «le sérum est un mi-
lieu si favorable a la croissance du bacille diphthé-
ritique que celui-ci forme des colonies ftrés
apparentes en moins de vingt-quatre heures, alors
que la plupart des bacilles d'impurelé ont & peine
commenceé a végéter (1). »

On proceéde de la maniére suivante : on charge
une spatule de platine du raclage de la fausse mem-
brane qui a déja servi & 'examen microscopique,
ou bien on va directement gratter une fausse
membrane de la gorge, et, sans recharger la spatule,
on ensemence successivement deux ou trois tubes
de sérum.

« On met a I'étuve & 35° et le plus souvent apres
vingt heures, les colonies diphthéritiques se distin-
guent netlement par Paspect spécial que nous
avons déerit en ftraitant des cultures. Elles res-
tent petites sur les premiers tubes semés, parce
qu'elles sont trés serrées, tandis qu'elles s'étalent
el grossissent sur les tubes ensemencés les der-

(1) M. N. Sakharoff a proposé de substituer au sérum, dans la
pratique des examens diagnostiques, le blane d'ceuf cuit. On découpe
au couteau flambé des tranches oblongues de ce blane d'ceuf, ef on
les dépose au fond de tubes flambés, o l'on a ¢ au préalable
quelques g s d stérile. L'ensemencement du bacille de Klebs
sur ce milien donne en vingt-quatre heures, « i la température de
35-40°, une série de pelites colonies rondes, faciles a reconnaitre &
leur forme convexe et a leur nuance particulidre. Elles sout moins
blanches que le fond sur lequel elles se détachent. Elles sont mates
et pen transparentes. Parfois leur couleur, vers le douzidme jour,
tourne au jaune rougeitre, ou prend des leintes chair ». \Am'tm’es
Pasteur, 1892, p. 449.)
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niers et prennent un aspect tout a fait caracteris-
ml[ilej ‘di.;lgnos.tic a I'eeil {%E'la colonie diphl.lu’_r[:i‘lh:.uu':
doit toujours étre Clc)u]trululpal_'pl examen Inicrosco

i es cermes de la colonie. :

Pu};jﬁii, IIDL',‘ ces colonies, il faut .prcparelr l.ul ‘(t]_}i.—
fures pures pour essayer leur action ?Ll]'] e ("u ay sl.:
pour connailre, en l_i autres termes, ‘_9.111. VIrL :
lence (1), notion q;ﬁ imporle au pronostic, comme

: le disons ci-dessous.

lmf‘f; 11:\(::.;1(1(13 de diagnostic par l"en_':':l‘.111911('(-.1]1.{-..1‘;!‘
ot l'isolement du bacille de Klebs u'l état {!e [:u]l‘t.it‘
peut donner des renseignem E'.nls utiles, Il']lél‘ll‘l).l .m:
le casde croup sans angine. En grﬂl]{l}l? !.eg;,‘lf_.i:;e,llll
avec la spatule la muqueuse (105 am\\gd? l}:ﬂll,l; i:-il_
pharynx, on peul obtenir une semence ([l‘p‘ 11. “1'1..
Liquf_-“ des plus nettes sur serum, et établir le did

enostic de eroup diphthéritique. s
° La méthode de MM. Roux et Yersin a [}El"l.'!'lllb dl
résoudre une intéressante question : Le huﬂll ;1 l’;
la diphtérie persiste-t-il, et c_n.mhlcu de lmup.s,, dans
la bouche, apres la disparition des f_aussea"m:eu:-
branes? Larecherche de co ntrole se fait en Bt a l.tal:r:
avec la spatule de platine, la muqueuse des 'mn:]
dales et du pharynx et en ensemencant du b‘uml.
Ces auteurs ont pu constater que la chspm‘ﬂluu_ ( l.‘l
bacille de Klebs avec le retour de la ETHU]UOUT_A
'état normal n'était pas toujours la régle. Le )f.-
cille de Klebs peut disparaitre de la b().l?{‘,.lile Jtnt
méme temps que la fausse membrane, mais 11 peu

(1) Les colonies obtenues par ensemencement divect du':laurun:
: 2 i ifie el i 1
contenant toujours quelque impureté, on les purifie i.ll't!n pré r-: a;m
i e 5 » dans un lube
ar latine; on porte cette semence |
une pareelle au fil de p! ik
i essai imétres cubes de bouillon st ; on ag
4 essai contenant 10 centimé ) . i
i -, s ans latine ou avec une pipetic,
i . alors, avec une anse de pla  pip
e iluti "on 6tale sur sérum. En vingt-
Elev 4 a dilution qu'on élale sur s y
on préleve un peu de la : : i ot
quaitre heureson a des-colonies pures, quon seme en bouillon. A
ces bouillons on fait les inoculations au cobaye.
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y persister avec sa virulence pendant un laps de
temps variable : MM. Roux et Yersin I'ont trouvé,
trois, onze et meéme quatorze jours apres toute dis-
parition de fausses membranes. Ces faits expéri-
mentaux sont lexplication de quelques faits
cliniques ot1 'on voit la diphthérie apportée dansun
milieu indemne jusque-la, par des enfants conva-
lescents de diphthérie (1).

Les recherches microbiologiques peuvent aider
aussi non seulement au diagnostic, mais dans une
cerlaine mesure au pronostic de la diphthérie.

Dans les diphthéries graves, & marche rapide,
la fausse membrane est, nous 'avons dil, pres-
que une culture pure du hacille de Klebs :
done 1a une indication pronostique.

Dans les cas qui marchent vers la guérison, les
bacilles spécifiques deviennenl moins nombreux,
tandis que les microbes dimpureté augmentent.
« Quelquefois, méme au début de la diphthérie, on
peut prédire une issue favorable, si on conslale
quil y a peu de bacilles spécifiques, et beaucoup
d’autres ‘microbes, notamment cerlains coccus. »

Mais c'est surtout sur la virulence des bacilles
extraits de fausses membranes qu'on peut chercher
a baser ce pronoslie.

ilya

Nous avons dit ci-dessus ce qu'il fallait entendre
par la virulence du bacille de Klebs : ¢’est le mode
de réaction sur le cobaye.

Dans quarante cas de diphthérie mortelle,
MM. Roux et Yersin inoculent les bacilles de Klebs
isolés aux cobayes. Ceux-ci meurent fous dans un
délaivariant de vingt-quatre heuresa deux et quatre
jours : le virus diphthéritique, mortel pour U'homme,
est aussi {rés meurtrier pour les cobayes. Les bacilles

(1) Il faut dailleurs faire une part dans ces fails au transport du

germe par les vélemenls, qui, dans l'espice, esl une explicalion
aussi plausible que celle donnée ci-dessus.
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non virulents se rencontrent tl'ailiu}n‘s aussi dans
ces cas mortels, mais y sont loujours en petit
e
no}[}:‘E:lL‘ll-?-l'li_'Llf cas de diphthérie non morh;:llf: —
avant d'ailleurs évolué avec une allure clinique
variable ou sévere, ou moyennement grave ou
légere — ont donné des cultures pures |ru’3culnc.‘?
4 des cobayes : « dix-sept ont amene la mo'.ri, cles::
animaux en moins de lrols jours : fi(?pl_ oIQI m\_
dans un délai qui a varié de quatre a neuirgours,‘
cing n'ont fait périr quune partie des animaux
inoculés: dix se sont montrees IIIE[C{I\'[‘S_?, maln‘?
des decrés divers, les unes donnantun m;déme .~:L1_1T\-1‘
d’es .hare, les aulres un ccdeme plus ou moins
étendu, mais promptement dissipé. » ;
Dans les diphthéries qui guérissent, on lmu\(.‘
done des bacilles trés \'imlcn!.r'_:, des lli'LL’..l“eS de
virulence movenne el des bacilles saus \';1"!,11("}1(‘,0
pour le cobaye. « Quoiquil ne s'agisse pas 14 d'une
recle cénérale, les diphthéries lfss_ lpius um_u]uu‘.fa
donnent les hacilles les moins aclifs, et -del lt_m[.us
facon l'expérience est d"a:r‘,’c:orrl avec .la r_'lu'n.l%nc,-.
1'!11,-&."4{1}‘0“1! montre une différence saisissante f:uln{
linoculation des bacilles extraits de; cas mortels
of des bacilles extraits de cas qui guérissent : « le
virus le moins actif se rencontre surtout dans les
cas les moins graves. » >
Ajoutons, en terminant ce puragmphle, (Juo,;{u_n:
les tlipl:l‘llél‘iess(s\.{-res,qm01‘1Lu_nclcrml_umsonf.n Uj
rable, on trouve une atténuation de virulence des
bacilles. Les colonies des premiers jours sont toutes
virulentes, « mais & mesure que le temps .lil‘,(l‘LﬂC.
on a des colonies qui sont les unes Lrés actives, les
aulres moins; il y en a méme qui ne causent aucun
mal aux cobayes. Ces colonies non virulentes,
Gnissent méme par dominer et bientot on ne trouve
plus qu’elles.
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VI. — Associations microbiennes dans la diphthérie.
Les pseundo-diphthéries.

Tous les auteurs qui ont étudié la diphthérie ont,
depuis Klebs, signalé la présence de nombreux
microbes associés au bacille de Klebs. Quelquefois
le bacille de Klebs est presque a l'état de pureté;
plus ordinairement il est mélangé a d’autres orga-
nismes.

Tantot ces organismes ne jouent manifestement
qu'un role banal, — et ¢’est ainsi qu’on voit dans les
diphthéries sévéres le nombre de microbes élran-
gers, purs saprophytes, augmenter si la maladie
marche verslaguérison, quand la fausse membrane
se désorganise — tantol ces organismes paraissen!
jouer un rvole des plus actifs, et leur présence
imprime & l'affection un cachet tout particulier :
tel est le streptocoque pyogéne, le mieux éludié des
microorganismes associé au bhacille de Klebs.

Sur soixante-neuf cas d'angine diphthéritique
vraie, M. Martin tfouve cinquante-deux fois le
bacille de Klebs presque seul. Les microorganismes
¢lrangers élaient tellement rarves que Ia diphthérie
pouvait étre dite pure; — dix-sept fois il trouve des
associations microbiennes et dix foisI'associalion est
celle du streptocoque pyogeéne (1).

Nous verrons ci-dessous que le streptocoque esl
capable de produire seul dans la gorge des fausses
membranes, de créer une pseudo-diphthérie qui est

(1) « Les angines ou la diphiérie s'assoeie aux streptocoques don-
nent en culture sur le sérum deux sortes de eolonies bien distincles :
» Des colonies volumineuses déja aprés vingl-quatre heures, ordi-
irement isolées : ce sont des colonies de diphthérie. Entre ces
colonies, si 'on regarde attentivement, on voil, aprés vingt-quatre
Lieures, un semis trés serré de colonies plus petites, transparentes :

ce sont les colomies de streptocoques. » (L. Martin, Annales Pas-
feur, 1893.)




