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—A Tacide osmique au 2%, il y a noircissement, mais non solution.

2" A TDéther employé pour linclusion dans la celloidine, il y a légeére
solution.

3" Par le mélange aux divers produits emplyés pour linclusion dans la
paraffine usuelle et les divers traitements des coupes, c’est-a-dire, le chloroforme. le
xylol, la benzine, la solution: est bonne dans lordre méme de citation de ces
produits. ’

Pour les dissolvants de paraffine: carbone tétrachloride, bisulphite de carbone,
trichloréthyléne, solution bonne ; également avec I'essence de térébenthine, la ligroine,
le toluol, solution bonne; — Avec le benzol, I'éther de pétrole, solution faible ; —
avec l'acide acétique glacial, pas de solution.

1+° A la gélatine au 12% (eau gélatinée), aucune solution.

5° Comme il est dit ci-dessus, il y a bonne solution par le xylol employé
pour l’éclaircissement des coupes. ....De plus 'huile de cédre, 'huile d’origanum,
donnent une légére solution. .. .L’essence de bergamote, 'essence de lavande, faible
solution. .. .La glycérine, 'acétate de potassium (2 saturation dans l'eau), la créosote
universellement employés n’ont pas d’effet dissolvant.

6° Pour les produits employés comme conservateurs, I'acétate de potassium
(a saturation dans I'eau) avec la glycérine, pas de solution, comme cela est admis.
— Avec le baume du Canada, le baume du Canada neutre, pas de solution.— Avec
le baume du Canada dissous dans le xylol, ainsi qu’avec T'huile de cedre, il y a

solution.

V.

En mélangeant a 'émulsion des bacilles tuberculeux et a I'’émulsion strepthotrix
acido-résistante les diverses substances chimiques employées dans I'expérimentation
_histologique, ceux de la fixation, de Vinclusion, de I'éclaircissement, ou les conser-
vateurs, également en traitant le mélange continu a tour de role de ces produits par
la méthode d’inclusion dans la celloidine et d’inclusion dans la paraffine, ensuite par
le procédé de coloration Ziehl-Gabbet, on constate le degré d’affaiblissement d’acido-
résistance de ’émulsion: en effet, tous les corps tuberculeux de I'émulsion servant
a l’expérimentation ne perdent pas complétement l'acido-résistance: de plus, les
corps ‘tuberculeux qui montrent peu d’acido-résistance, bien que ne disparaissant pas,
diminuent, comparés a ceux qui ne servent pas a I'expérimentation ; les corps tuber-

culeux a forte acido-résistance diminuent quant a la quantité et également jusqu’a un
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certain point quant a la qualité. D’ailleurs voici les résultats de chaque produit :
1° Mélange de chaque produit a I’émulsion de culture pure de bacilles
tuberculeux.

a) Dans la fixation par le formal et le liquide d’Orth, coloration mauvaise,—
Par I’alcool, coloration bonne; par 'acétone, la solution de sublimé, coloration aussi
meilleure que par I'alcool,— Par I'acide picrique (saturé dans l’eau), le fond jaunit,
mais la coloration est bonne.— Par l'acide chromique de potasse, coloration bonne
mais en décroissance.— Par T'huile de cedre, le liquide de Miiller, coloration assez
mauvaise.— L’acide osmique, le liquide d’Altmann, le liquide de Flemming ne con-
viennent pas au procédé de coloration Ziehl-Gabbet.

b) Par I'éther a inclusion dans la celloidine, coloration un peu mauvaise; les
bacilles paraissent un peu maigris.

¢) Par linclusion dans la paraffine, et par le chloroforme, le xylol, et la
benzine employés pour le traitement des coupes, la coloration est mauvaise dans
l'ordre meéme de citation.

Pour les dissolvants de paraffine; avec le benzol, coloration moins mauvaise,
avec le carbone tetrachloride, coloration relativement moins mauvaise.

2° Mélange de chaque produit a I'émulsion strepthotrix acido-résistante :

a) Dans la fixation par le formol, le liquide d’Orth, le bichromate de potasse
au 3%, coloration plus mauvaise ; par I'acétone, coloration parfaite, mieux que par
I'alcool ;— par la solution de sublimé, coloration trés nette, méme pour les parties
manquant d’acido-résistance avec résultats auxiliaires de sensibilisation.—

Par P'acide picrique (a saturation dans I'eau), il y a aussi coloration. Le liguide
de Miiller, le liquide de Zenker, coloration a peu pres moyenne.

L’acide osmique dilué, le liquide d’Altmann, le liquide de Flemming ne con-
viennent pas a la coloration.

b) L’éther employé a inclusion dans la celloidine, influence relativement
faible.

¢) Pour Tinclusion de paraffine, et par les produits employés pour le traitement
des coupes, c’est-a-dire, le chloroforme, le xylol, la benzine, coloration mauvaise dans
lordre de citation; pour le benzol, le carbone tgtrachloride, influence relativement
moins mauvaise.

3" D’apres le procédé d’inclusion dans la celloidine et la paraffine, par le
mélange continu et a tour de role de ces substances chimiques, I’émulsion des

bacilles tuberculeux subit les effets suivants:
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a) Avec le formol par la fixation, la coloration des corps tuberculeux devient
moins nette.

b) Par I'alcool, diminution sensible d’acido-résistance.

¢) Par I'éther inclus dans la celloidine, les corps tuberculeux maigrissent
passablement.

d) Par le chloroforme inclus dans la paraffine, 'acido-résistance diminue ; les
corps tuberculeux paraissent maigris.

—Par le xylol, diminution notable d’acido-résistance, corps tuberculeux rapetissés
....Cependant dans ces deux cas, les granulations sont a couleur foncée et il y a
des parties amorphes comme des corps tuberculeux démolis.

e) Dans les cas des diverses substances chimiques employées comme dissolvants
de paraffine, donnent mal la coloration ; le chloroforme, le xylol, la benzine, I’essence
de térébenthine, le benzol, dans l'ordre de citation; s’y ajoutent: la ligroine, I'éther
de pétrole, le trichlorethyléne, le bisulphite de carbone, le carbone tetrachloride, et
ensuite 'huile de cedre.

f) Par le procédé de Gram, tous donnent une bonne coloration pour les
bacilles traités. ...Les corps tuberculeux qui conservent [Iacido-résistance sont
évidemment positifs ; ceux qui ont perdu l'acido-résistance, mais conservent la forme
de bacilles, également positifs; la partie ayant perdu Il'acido-résistance et la forme

de bacilles devenue amorphe, donne une coloration au négatif.

VI

Dans le cas d’émulsion strepthotrix acido-résistante d’apres la méthode de
coloration Ziehl-Gabbet :

a) Par le formol, les frottis en entier, prennent un ton violet; les corps
tuberculeux sont un peu indistincts.

b) Par 'alcool, les corps tuberculeux sont colorés d’un rose clair.

¢) Par T'éther, inclus dans la celloidine, les corps tuberculeux voient diminuer
un peu leur acjdo-résistance; de plus ils sont accompagnés de granulations foncées
et de parties amorphes ayant perdu I'acido-résistance.

d) Par Déther, le chloroforme paraffinés, quelques hacilles montrent de
I'acido-résistance, mais cette acido-résistance diminue sensiblement; de plus, leur
nombre diminue d’'une maniére notable; le reste consiste en des granulations et
parties amorphes ayant perdu I’acido-résistance.

e) Suivant le procédé de Gram, les corps tuberculeux positifs et les granula-
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tions, les corps tuberculeux faiblement positifs et les fragments sont colorés au

positif, cependant dans cet ordre-ci: le xylol, le chloroforme, 1’éther, la coloration

n’est pas bonne.

VIl. Conclusions.

Voici leffet produit sur Pacido-résistance de I’émulsion strepthotrix acido-
résistante, celle de I'émulsion des bacilles tuberculeux et celle de la cire des
bacilles par les substances chimiques employées dans les expériences de technique
histologique :

1° Le formol universellement employé pour la fixation rend la coloration
acido-résistante grandement mauvaise.— L’acétone froid, le sublimé lalcool froid,
gate peu la coloration.

2° L’éther employé par inclusion dans la celloidine, le chloroforme chaud, le
xylol chaud employés par inclusion dans la paraffine, gatent beaucoup la coloration
acido-résistante.

3° Le xylol, parmi les produits éclaicissants, gate la coloration comme il est
dit ci-dessus ; la créosote, non.

14° Pour les produits conservants, la coloration subsiste par la glycérine: par.
le baume dissous dans le xylol, coloration détruite ; également par I’huile de cédre.

5° Les bacilles tuberculeux et les strepthotrix acido-résistants ayant perdu
'acido-résistance par traitement technique ne se colorent plus & la coloration acido-

résistante, mais couservent la forme de bacilles et se colorent au positif Gram.

VIII. Réflexions.

1° Pour examiner les tissus des bacilles a faible acido-résistance, ou bien pour
calculer le degré d’acido-résistance des bacilles ayant cette propriéteé, dans les tissus,
les préparations de frottis sont de premiere importance.

2° 1l est important aussi, pour la coloration des coupes d’acido-résistance de
faire immédiatement des coupes glacées avec des matériaux fraichement choisis.
Cependant, dans les cas ot, techniquement, il y a nécessité de fixation en temps
court, ou bien de stérilisation des bacilles acido-résistants pathogenes, I'acétone froid,
la solution de sublimé et aussi Palcool froid peuvent donner la fixation.

3° Par la gélatine, les matiéres adipo-cireuses a acido-résistance ne sont pas
dissoutes. . .. .L’inclusion dans la gélatine pour constater les bacilles acido-resistants

dans les tissus, est, croit-on. a conseiller.
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4> Pour la coloration des bacilles acido-resistants dans les tissus et les coupes,
simplement méme pour la preuve des corps tuberculeux, la coloration acido-resistante

ne suffit pas; il faut aussi employer le procédé de coloration de Gram.

On the Immunity against the Intestinal Infection of
Human Type Tubercle Bacilli acquired by the
Stomachal Application of B. C. G.

By

Kiyoshi Satake, M. D. and Ichiro Umetani, M. D.

(From the Clinical Department for Pulmonary Tuberculosis of the Osaka Medical College,
Osaka. Head of the Department. Prof. Dr. Arao Imamura.)

The authors carried out a series of experiments as regards any possible
acquired ipmunity by the stomachal injection of Calmette-Guérin bacillus.

The first, preliminary experiment included a number of guinea pigs, which
provide the evidence of infection by the intrastomachal injection of tubercle bacilli
applied in this experiment. 1.0 mgm of a virulent human type strain, suspended in
0.5 cc physiological salt solution, was injected into the filled stomach of animals
through the abdominal wall by means of a canule of small caliber, The manipulation
itself was without any injurious effect on the animals. After the lapse of 1, 2, 3,
4, 5. 7 and 10 weeks respectively, infection was found to be positive by Rémer’s
skin test as well as by autopsy. The lesions were most pronounced in the mesen-
teric lymph glands nearest to the duodenum — the duodenal lymph glands, as the
authors call them.

In the second experiment a number of young guinea pigs were vaccinated
intrastomachally with 1.0-5.0mgm of B.C.G. A month later, after being
tested with Romer’s reaction, they obtained 1.0, 0.1, and 0.01, mgm of the virulent
human type strain in the stomach in the manner as described above. 3, 5, 7 and
more weeks thereafter these animals were killed and the findings were compared
with those of controls.

The results obtained have lead the authors to the following conclutions :

1) After a period of a month following the stomachal injection of B C.G. in

doses of 1.0 and 5.0 mgm, the outcome of the R6mer’s test is still inconstant. Even
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those with an apparent reaction must be regarded as feebly positive.

2) In the first experiment, it was found, that the intrastomachal vaccination
with 1.0 and 5.0 mgm of B.C.G. may, after a certain period, render all the treated
animals immune against the intestinal infection with 1.0 mgm human type bacilli.

3) In the second experiment, the animals; which had been vaccinated sto-
machally with 1.0 mgm of B.C.G., expressed also a certain degree of immunity
against the intestinal infection with 0.1 mgm human type bacilli. In this case, however,
the result obtained was not so distinct as in the first experiment, as the lesions were
very slight in degree due to the too small amount of the bacilli introduced.

4) In the third experiment, where the infecting dose of human type bacilli
was much reduced, the autopsy findings were so insignificant, that it was almost
impossible to distinguish the treated group from the other. The only indication of
aquired immunity in the treated animals, however, was found in the duodenal lymph

glands, when these were compared with those of untreated controls.






