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' L'article qui suit est inspire par quelques années 4' expérience des en-
quétes consultatives sur le paludisme; il pourrait étre utile a ceux qui ont pour
1a premiere fois & travailler sous leur propre. responsabilité dans des endroits“
ecartes. Il ¥y a une grande différence entre la formation spéeiale que 1 on peut
recevoir dans un laboratoire bien équipé et la pratique du travalil dans un pays

sous-développé ol l'on vient souvent 2 manquer de fourniturea et de matériel.

TECHNIQUE DE PRELEVEMENT DU SANG SUR LE TERRAIN

Avec le sang prélevé sur chéque sujef, on prépare normalement un frottis
et une goutte épaisse sur la méme lame. Pour économféer’du‘temps‘et des efforts,
11 est trés important que ces préparations solent exemptes d'artefacts et que la

goutte épalsse soit convenablement pris=z.

Pour étfe sOr de ne pas avoir d'artefacts, 11 faut'prélevef le sang sur
une peau propre et seche, le deposer sur une lame propre, laisser sécher & 1'abri
de la poussiere et des mouches, envelopper la lame avee soin.et la colorer conve-

nablement,

Il est facile de remplir ces conditions au laboratoire, mais ce l'est
moins dans un village poussiéreux ol les mouches.pullulent et ol 1'0pérateur tra-

vaille parfois assis par teree,
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D'aprés notre expérience, les causes les plus courantes de la mauvaise
qualité des préparations sont l'emploi de lames sales, la présence d'aleool sur la

peau et la mise en contact de la lame avec une peau en transpiration.

les lames doivent toujours @tre nettoyées dans un laboratoire central
avant d'€tre expédides pour le travail sur le terrain. Les détersifs ordinaires
de ménage (mais non les savons) donnent d'excellents ré§ultats; Une solution de

déters’® concentrée permet d'éliminer 1'huile d'immersion deslames que 1l'on ne

désire pas conserver, Nous utilisons un bac de bonne dimension, & moitié plein
d'une eau contenant une cuillére & soupe de détersif, Aprés examen, on met dans

ce ‘bac toutes les lames dont on n'a pas besoin pour des démpnstrations'ou des con-
tr8les. Le lendemain, les lames sont transférées une par une déns un deuxiéme

bac contenant également un détersif et dans lequel on les laisse reposer pendant
une journée. On les frotte ensuite 1légérement puis on les rinceé & l'eau propre.

On les essuie avec un linge fin et propre, on les enveloppe dans’du‘papier mince
par lots de dix ou vingt et on les replace dans leur bofte. Nous avons'coﬁStété
que le papier hyéiénique non absofbant convena3t trés bien pour envelopper lés
lames, Toutes les"néuvelles lames doivent éire lavées'avec un détersif-avant usage,

méme celles qui sont dites "pré-nettoyées".

s'11 est nécessaire de conserver les lames pour des démonstrations, on
peut enlever 1l'huile avec du xyléne. Toufefois, on nous a livfé plusieurs fois
du xyléne qui éliminait la coloration des frottis, Dans un cas, nous avons trouvé
que l'essence d'automobile filtrée rendait alors d'excellents éervices car elle

n'enlevait pas la coloration.

En faisant les prélévements de sang, il est trés important de tenir con-
venablement les enfants qui ont peur, I1 faut tout d'abord s‘occuper des enfants
les plus 8gés en présence des plus jJeunes, Tout enfant de moins de six ans risque
d'étre effrayé par la prise de sang; aﬁssi‘faut-il le mettre dans les bras d'un
adulte, de préférence sa mére, le dos tourné vers l'opérateur et les bras passés
autour du cou de l'adulte. On améne alors le bras gauche derriére le dos et>on
le tourne de fagon que le pouce soit placé en haut, Cette position ne cause aucune
géne a1’ enfant et, au cas ou 1' enfant résisterait, le bras ne risque pas de bouger

81 on le tient solidement. . ¥ e
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Pour nettoyer la peau, nous uxilisons deux tampons de coton hydrophile
impregnes d'alcool A 75 %, le premier tampon sert A enlever la maJeure partie de
la saleté et le deuxiéme compléte 1le nettoyage. On utilise ensuite deux tampons ’
de coton hydrophile sec pour sécher la peau, en procédant. chaque fois dans le meme
ordre parce que le premier tampon est rapidement mouillé par l'alcool déposé sur
la peau. La saleté qui est profondément enfoncée dans la peat-ne peut pas &tre
entiéfement éliminée mais il n'en résulte pas d'inconvénient dans la pratique.

~ Ilest parfois commode de se faire aider par un assistant qui nettoie
la peau d'un certain nombre at enfants pendant qu'ils attendent leur tour. Dans ce
~cas, conserver a portée de la main un tampon de coton hydrophile sec pour essuyer
la sueur qui apparaft rapidement sur la peau dans les pays chauds. Il est 1ndis-
pensable que la peau en transpiration ne soit pas touchée par la lame’ quand on .

‘fait le prelevement de sang.

I1 est extrémement important d'éviter de causer toute ‘douleur et toute

crainte 1nutiles en piquant la peau, sinon 1es enfants se cachent ou se sauvent.

Nous avons souvent observé que des agents travai;lant sur,le,perra;n
utilisaient des aiguilles & coudre ordinaires, des épingles~ou‘)de vie;lle; al-
guilles hypodermiques dont la pointe était courbée, Il faut absolument sfegforcer
de remplacer ces instruments par des alguilles chirurgicales convenables, par
_exemple 1}Hagedorn-droite de deux pouces é‘bord coupant ou l'aiguille;chiru;gice;e
droite de deux pouces a pointe triangulaire, Avec ces aiguilles, il §uffitvd:en-:
foncer peu profondément pour obtenir une bonne goutte de sang sans grande doglegr
.et l'on peut méme prendre du sang & un bébé endormi sans le réveiller. Les aiguil-
les rondes pointues ont besoin d'@tre enfoncées profondément et il est souvent dif-

ficile d'obtenir avec elles une quantité de sang suffisante.

Nous supposons que les lecteurs de cet article sont familiarisés avec les
prélévements pour examen en goutte épaisse, L'important ici est que- la- goutte- pré-
levée soit d'une épaisseur suffisante; on ne peut y parvenir. qu'avec. 1'expérience
et il faut que la majorité des champs contienne au moins 20 leucocytes. Nousep?e-

nons trois ou quatre petites gouttes de sang et les étalons aveqg le bord d‘'une
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autre lame propre. Une goutte épalsse doit avoir environ 1 em de diamétre, Si

1'étalement épais est trop petit, 1l ne s'hémolyséra pas bien et risquera de se
détacher de la lame pendant la coloration. '

Il est trés important que>1e registre du laborgtoire indique 1'auteur
de l'envoi de chaque lot de lames et qu'il contienng une colénne indiquént sur
quelles lames des artefacts ont rendu 1l'examen diffieile ou ihpossible. Faute de
cela, on perdra beaucoup 'de temps inutilement 3 faire des prélévements sur le
terrain ainsi qu'au laboratoire. Si un inspecteur envoie de fagon persistante
de nombreuses lames pleines d'artefacts, i1 faut lul réapprendre la technique des
prélévéments de sang et examiner sa trousse pour s'assurer qu'il pbsséde le maté-
riel nécessaire pour faire de bons frottis, Il faut lui montrer la différence entre

une lame sale et une lame propre sous le microscope,

Une fols que le prélévement de sang a été déposé sur la 1ame; 11 faut le
laisser sécher 2 1l'abri de la poussitre et hors de portée des. mouches, en posant
la lame & plat de fagon que le sang de la goutte épaisse ne coule pas tout d'un
c8té, I1 faut avoir poﬁr cela un plateau sur lequel on peut poser les lames géﬁtte
en bas pendant que le sang sdche, La figure 1 montre un modéle commode de plateau
qui peut &tre fabriqué par n'impofte quel menuisier. I1 faut toujours laisser un
écart entre deux lames voisines afin que l'air qui se trouve au-dessous des lames
ne soit pas bient8t saturé d'humidité, ce qui ghte les frottis. Il faut emporter
un certain nombre de plateaux, Si 1'on est obligé de se déplacer alors que cerbaines
lames sont encore humides, il faut émpiler les plateaux en mettant un plateau vide
sur le dessus et les attacher ensemble avec un €lastique, Ies garnitures en saillie
3 la partie inférieure de chaque plateau appuleront sur les lames du plateau’infé-
rieur et les emp8cheront de se déplacer. Il ne faut pas que les plateaux soient
peints ou cirés. L'avantage de ces plateaux par rapport aux boites de lames &
fentes est qu'ils sont plus faciles 3 fabriquer, & manier, & mettre % plat et

qu'ils ne peuvent pas se renverser,

I1 ne faut pas laisser les gouttes épaisses exposées au soleil ou & de

fortes températures ni les conserver pendant longtemps sinon on risquera d'avoir
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des difficultés pour enlever 1l'hémoglobine, Si cela se produit, essayer de 1les
tremper dans une solution d'acide acétique 2 0,5 % pendant” quelques mimutes.

Bien rincer avant de colorers

Dans les climata chauds et humidec, des m0151=su:es poussent rapidement
sur les gouttes épaisses, On peut prévenir cet inconyeﬂient en tr°mpant les lames
pendant quelques minutes dans 1'eau filtrée pour eliminer 1 hemoglobine un Jour
ou deux aprés le prélévement, I1 ne feut pas que ‘le frottis soit trempe et le
mieux est de le fiyer 4' abord avec de 1'alcool methyliqueo On peut alors fixer ‘
la goutte épaisse privée d'hémo:lotine avee de 1! alcool methy 1que une fois qu lelle

est séche, mais cela n'est pas indispensable.

Quand les lames sont céches, 11 est important d'en essuyer le dos avec
un linge propre pour les débarrasser de la poussiére avant de les empiler par ordre
de numéros et de les enveloppar éans du papier mince sur»lquel.bn éerira la date

et le nom de 1l'endroit ol 1'on a fait les préldvemenss.

. Pour fixer les frottis, utiliser un peillt récipient presque plein d?al—
cool méthylique absolu (méthanol) (en CJmmandant celui-ci, blen préciser "exempt
d'acétone™). Si 1'on utilise un récipient profond, les vapeurs concentrées d'alcool
4 la partie cupérieure risquent de fixer la goutte épalsse. Tremper rapidement et

laisser sécher sur le ports-lamcs,

Il faut avoir & sa dispdsition une boutelile dans laquelle on versera
1'alcool méthyiique apres usage, Tl ne faut jamais le reverser dans la bouteille’
initiale; L'alcool méthylicue absozbe 1'humidité de l'air et ne doit pas €tre exposé

4 1'air trop longtemps.

Ie meilleur moyen pour étiquster les lames est de 'se servir d'un crayon
ordinaire en écrivant sur le frottis si 1'on a pris sur la méme lame un frottis
et une goutte épaisse pour chaque sujet, Si 1l'on préléve seulement des gouttes
épaisses, l'étiquetage ne peut pas &tre falt de la mém2 maniére; il faut se servir,
dans ce cas, d'un crayon en clre avec lequel cn écriré sur le Qerré, mals i1 faut
se rappeler que les inscriptions au crayon en cire se detachent souvent quand on

colore la lame, Avec un crayon é pointe de diamant on ot%:iient une inscription
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indélébile mais on ne peut plus réutiliéer la lame, Le meilleur moyen est incon-
testablement d'employer des lames A bord dépoli qu'on trouve chez quelques fabri-
cants mais qui sont plus chéfes que les lames ordinaires. Il est facile d'éerire
au crayon sur le bord dépoli et d'effacer les marques quand on n'en & plus besoin.
On peut se servir aussi d'encre de Chine; celle-ci ne se détache pas pendant la
coloration mais elle sidche trop vite sur la plume. Parmi les erreurs fréquemment
commises dans 1'étiquetage des lames, il convient de noter en §articulier : 1l'em-
ploil d'une encre lavable ordinaire, le collage d'étiquettes en papier, 1'emploi

de petits morceaux de sparadrap et enfin (et peut-&tre surtout) 1'oubli de
1'étiquetage,

Matériel simple de campagne

Notre matériel pour les prises de sang est aussi simple que possible et
comprend les éléments suivants :

Un sac léger et facile 2 porter qui contient le matériel., Nous avons
constaté que les sacs de nuit fournis par les compagnies d'aviation conviennent
trés bien mais ils ont 1'inconvénient de ne pas supporter pendant plus de quelques
mois les rudes conditions de %travail qu'on rencontre sur le terrain. Nous avons
donc imaginé un sac spéeial en cuir qui est représenté sur la figure 2, les qualie-
tés que nous demandions & ce sac étaient les suivantes : a) &tre léger mais résis-
tant et imperméable; b) 8tre facile & porter & la main ou sur le porte-bagages ou
le guidon d'une bicyclette; c¢) comprendre un compartiment spécial pour le trans-
port des plateaux et de quelques médicaments; d) pouvoir &tre employé aussi bien.
par un inspecteur chargé de la surveillance que par un médecin chargé d'une ‘enquéte.

Si 1'on doit porter le sac pendant longtemps sous une forte pluie, 1l
faut bien imprégner le cuir d'un cirage au silicone.

Ie contenu du sac est le suivant :

1. Deux bofttes & coton hydrophile; 1'une d'entre elles est remplie de coton
sec déchiré en petits morceaux de grosseur convenable. L'autre sert pour jeter
les tampons sales. Nous avons constaté que les boftes cylindriques de 50 cigarettes
peuvent trés bien €tre utilisées pour cela.
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2, " Deux flacons en polyéthyline 3 large ouverture a'énviron 50 cﬁj. On rem-
plit ces flacons de tampons de coton hydrophile seé,'ﬁuis 6n.Vefsé dessus de 1'al-
cool & 70 %. Sur le terrain, les tampons employés pour nettoyer la peau sont pris
dans 1'un de ces flacons et l'autre sert pour nettoyer 1'aiguille. On nettoie
l'aiguille en l'enfongant une fois ou deux dans un tampon imprégné d'alcool. On
peut employer des pots en verre du genre. des pots pour créme de beauté,. mais nous
préférons les pots en polyéthyléne parce qu'ils sont légers, incassables, étanches
et surtout parce qu'ils ne gitent pas la pointe de l’aiguille-si celle-ci est ap-
puyée accidentellement contre la parol du pot.

;3; 5Aiéuilles. Nous préférons l'aiguille Hagedorn droite & bord coupant mais
les aiguiiles chirurgicales tri angulaires pointues conviennent trés bien aussi.
Pour en faciliter le maniement, on peut enfoncer 1l'aiguille dans un bouchon . ou g
la monter sur un crayon de bois. Dans ce cas, il faut insérer un petit fil de fer
dans le chas de l'aiguille pour 1l'emp&cher de.tourner & 1l'intérieur de 1'évidement

du crayon.

4. Des plateaux porte-lames comme ceux de la figure 1. Le nombre dépend
de la quantite de travail a faire° Un inspecteur de 1a surveillance qui ne fait R
des frottis que de temps en temps aura besoin de deux ou trois plateaux. Pour un

médecin chargé d une enquete, 11 en faudra environ cinq. .

5« Des lames pour microscope bien enveloppées dans du papler pour .les- pro-.-

téger de la poussiére,

6« Un chiffon propre pour essuyer la poussiére sur les lames, Ce point ‘est
trés important car, pendant que les lames sdchent aveo le- prelévement de - sang suf ’
.la face inférieure, 1l peut arrivern:qu'une grande,quantitebde.poussiére<se dépose
sur le dos de la lame, I1 faut donc essuyer la poussiére avant‘de rénger les lames

et les entourer de papier.

T, Un crayon & mine tendre, Nous nous enfservons\pourknumérotervet dater
les lames en écrivant directement sur le frottis; sinon, on peut employer un crayon

& verre (en cire).

8. Des feullles ou un cahier pour les observations.
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9. Les médicamznts nécessaires; ceux-cl sont habituellement, 2 l'heure

actuelle, la chloroquine et la pyriméthamine,

10. Une petite bouteille en polyéthyléne (50 & 100 em3) et une cuillére a-
dessert. Cela permet de traiter facilement les jeunes enfants et autres personnes
qui ont de la peine & avaler les comprimés. On verse dans la bouteille un nombre
déterminé de cuillerées d'eau et 1l'on ajoute le méme nombre de c.omprimés.’ Quand
les comprimés se. sont désagrégés, on peut considérer qu'une cuillerée contierit
un comprimé, Bien entendu, 11 faut toujours se servir de la méme cuillére, Bien
agiter la bouteille avant de verser la dose, Il est difficile de trouver des mesures
normales de capacité dans les pays.sous-développés et le moyen que nous indiquons

a l'avantage de n'exiger aucune mesure, % condition d'employer toujours la méme
cuillére,

TECHNIQUE DE COLORATION DU SANG

Comme les gouttes épaisses que nous utilisons sont trop épaisses pour
pouvoir &tre colorées.éonvenablement avec la téchniqﬁé rapidevJ.S.B'l standard,
1'un de nous (L.L.) lui & apporté la modification suivante : éoloz:er i\.féchantillon
tout d}abord dans une solution d'éosine trés dilude (1/7500) pendant cing & hutt
minutes, puis faire 1la colorati‘on ha.bitueile avec le J,5.B,I (bleu de méthyleéne
polychrome)., Ce systdme a pour avantage que la majeure partie de 1'hémoglobine et
des protéines du sang est entratnée par 1'éosine, laquelle est rejetée lorsqu'on
a coloré une cinquantaine de lames, Cela prolonge d'autant la durée du colorant

JSB.I qui est plus cofiteux et dont la préparation est plus longue.
On se sert de deux solutions : une solution d'éosine et le colorant J.S.B.

1, Eosine : on prépare une solutionimére;de 1 g d'éosine Y dans 160 cm3
d'eau et 1'on ajoute deux gouttes (pas davantage) d'aldéhyde formique 3 40 % pour
emp&cher la’ croissance de champignons,

1 Voir la description compléte de la technique originale dans : Jaswant Singh
& Misra (1956) Indian J. mal,., 10, 115,
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Le Jour de l'emploi, diluer 1 cﬁj de cette solution mére dans Th cﬁ3
d'eau propre (= 1/7500) et filtrer avant 1'emplol,

© On utilise cette solution dilude pour colorer et en méme temps‘élimdneri"\
1'hémoglobine de 50 gouttes épaisses, apres quol on la Jjette; De toufe“fégdh,ila
solution utilisée ne se garde pas d'un jour 3 1l'autre.
81 le laboratoire regoit de 1'éosine & 0,2 % (J.S,B,II pour la méthode
rapide originale), on peut diluer 5 ém3 de celle-ci dans 70 cﬁB?&ieéﬁ ﬁour faire
une solution au /7500, ‘ ‘ ‘ ‘

2, 1Ila prépafation du colorant J.S,B.I est la suivante :

Bleu de méthyléne médicinal 0,5 g
Bichromate de potassium 0,5 g
Phosphate mono-acide de sodium, dihydraté 358

Ajouter le bleu de méthyléne & 500 cm3 d'eau dans un flacon.

AJouter lentement 3,0 cﬁ3 d'acidg sulfurique a1 % en remuant constamment.
Ajouter le bichromate de potassium et le phosphate. Mélanger.

. Faire bouillir pendant une heure ou davantage Jjusqu'a ce que la solution
8olt bleue et demeure. bleue en refroidissant. .

Aprés refroidissement, rajoﬁfér de 1'eau pour"fétablir le volume 2

500 cm3.

Ce colorant peut €tre employé immédiatement et se conserve bien, On peut

1l'utiliser & plusieurs reprises, mals il faut le filtrer chaque jour avant 1l'emploi.

" I1 n'est pas nécessaire de distiller 1l'eau utilisée pour le ringage et -
pour la dilution de la solution mére d'éosine, mais i1 faut que cette eau soit

propre et sans aucun dépbt. .

11 n'est‘bas nécessaire d'ajuster le pH de fagon trés précise, L'optimum
se situe entre 5,5 et 6,5, L'Indicateur universel permet de faire ume mesure suf-

fisemment exacte; il faut que la couleur soit entre jaune et orange. Si 1l'eau est
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alcaline, ajuster en ajoutant quelques gouttes d'acide acétique 2 5§ % ou une petite
quantité de phosphate diacide de potassium, Il ne»faut-pas chercher 4 conserver une
grande .quantité d'eau tamponnée, car les moisissures et les organismes ciliés et
flagellés proliférent rapidement sous les tropiques.

Technique de -coloration
Les différentes étapes de la coloration sont les suivantes :

1. Ie frottis ayant été fixé et 1l'alcool méthylique mis & sécher, plonger
toute la lame, la goutte épalsse étant en bas, dans 1'éosine au 1/7500 pendant
cing & huit minutes,

2., Egoutter soigneusement la lame. Colorer immédiatement ou au bout d'une
heure avec le colorant J.8.B.I,

3« Colorer au J,S.B.I pendant 30 & 80 secondes. Seule 1'expérience peut
indiquer le temps optimum pour un lot de colorant. Il est en général de U45 secon-
‘des, mais i1 peut &tre nécessairé de colorer plus 1ohgtemps si le colorant a été

employé souvent,

4. Rincer dans une eau de pH 5,5-6,5 (volr plus haut). Si le bleu J.S.B.I
donne aux plaquettes une coloration trap foncée, laver plus longtemps ou acidifier
1l'eau. Au moment du ringage, ne plonger le frottis qufun instant, la goutte épaisse
étant immergée pendant 5 & 10 secondes; & cet éffet, ploﬁger foute la lame dens
1l'eau et la relever rapidement, de fagon que seule la goutte épaisse reste éous

1leau,

Aspect de la préparation colorée

Une préparation bien colorée ressemble ‘& une lame colorée au Giemsa,

mais le cytoplasme, en particulier dans les jeunes anneaux, est plutSt pfle,

Le fond sera rouge et fibreux si 1'on colore la lame trop t8t aprés
avoir fait le prélévement; dans ce cas, les parasites et les leucoeytes sont inu-
tilement déformés. Dans les enquétes, i1 faut laisser les lames reposer un ou

deux Jours avant de les colorer, D'autres raisons encore peuvent donner une lame
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trop rouge : par exemple, si on la laisse trop longtemps dans 1'éosine ou si 1l'on
émploie une solution d'éosine trop forte, On peut laver l'excés d'éosine en main-
tenant la lame pendant quelque temps dans une eau légéfement alcaline (pH 8-1n).
L'excés de bleu apparaft particulidrement dans la coloration foncée des plaquettes
qui’distrait le regard lors de la recherche des parasites, Oﬁ peut l'éliminef én

‘faisant un nouveau 1avage dans l'eau de ririgage acide.

Il faut souligner que les lots de eplorants‘présentent toujours une cer-
taine‘ variation et que les différentes sortes d'eaux ont également ';endance Y
‘modifief la coloration. C'est pourquoi, quand on utilise un nouveau lot de colo-
iant‘ou une nouvelle eau, il ne faut Jamais.colorer d'un coup tout un lot de lémes.
Il faut d'abord colorer quelques lames une par une en modifiant ‘les durées  jusqu'a

ce qu'on obtienne de bons résultats.

Filtrage

Pour obtenir des résultats régulidrement bons, 1l faut filtrer chaque
Jour avant 1l'emplol tous les colorants et l'eau de ringcage (X moins qu'elle ne
solt trés pure)., Il n'est pas nécessaire que les entonnoirs de filtrage solent en
verre, La plupart des ferblantiers vendent de petits entonnoirs en métal qu'on
utilise pour remplir lesilampes 4 pétrole, et 1l'on trouve aussi des entonnoirs
en matidre plastique destinés au méme usage. Ces entonnoirs conviennent parfaite-
ment pour le tfavail de laboratoire, Ii faut empldyer des entonnoirs distincts

pour 1l'éosine, l'eau et le J.8.B.I.

- Nous préférons le papier-filtre Whatman N° 4 de 12,5 em de diamétre qui
est plus rapide que le N° 1, Si l'on ne dispose pas de papier-filtre, on peut le
remplacer par un papler local apprété, des mouchoirs de papier, du papier buvard,
du papier hygiénique absorbant, ete. Si l'on utilise un papler-filtre improvisé,
il faut d'abord falre une coloration d'épreuve pour s'assurer que le papier ne

contient pas de produits chimiques risquant de troubler la coloration,

Il n'est pas nécessaire de changer le papier-filtre chaque Jour; il suf-

f£it de le faire quand le filtrage ralentit ou que le papier commence & se déchirer,
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81 1'on st obligé d'employer une eau trés sale prise dans un cours

d'eau ou un puits, 1l faut la filtirer cur du cotcn hydrophile avant de la passer

2 travers le papier-filtre,

Apparell simple de laboratoire

L'une des diffienltés qui reuvent survenir est que les bacs de colora~
tion en verre peuvent arriver cassés cu en nombre insuffisant ou scnt trop petits

pour l: nombre de lamec que i'on deit manipuler.

Nous avons imcginé un type de bac que l'on peut faire fabriquer pour trés
peu d'argent dans n'importe quel endreit ot il y a un ferblantier, ainsi que des
éléments-supports en bols que tout le monde peut faire facilement et sans grands

frals avec une scie et un peun de contre-plaqué A trois épailsseurs.

La figure 3 montre le Lac de coloration. Il est falt en +0le galvanisée
mince et mesure 3 cm Ge large sur 10 de long et 7,5 de hant, I1 faut veiller & ce
que le ferblantier le fasse hien étanche et luil dire que le couvercle ne doit pas
étre ajusté, En effet; le couvercle ne sert qu'a tenir le bac & l'abri de la pous-
gidre et des mouches quend on ne l'utilise pas; s'il est ajusté (ce qui est la
manie des ferblantiers), on répandra forcément du colorant quand on mettra ou

enlévera le couvercle,

La figure 4 monire les éléments-supports, Ils servent A tenir ensemble
des lots de lames pour la coicration, C'est une modification de la technique cou-
rante consistant 2 interpozer un rectangle de carton entre deux lames et é’attacher
des paquets ce lames de cette maniére avec des élastiques. Nous avons constaté que
nos supports en bois étaient plus commodes parce qu'ils sont.solides et, en outre,
faciles & faire et & manier, On attache ensemble 11 supports avec des élastiques
et 1'on passe un clou de 12,5 cm 3 travers le tréu des supports. Ce clou permet
de saisir deux paquets de 11 élémcnts, soit 20 lames, nombre qui correspond au bac
de coloration déerit ci-dessiise
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Chaque élément-support est en contre-plaéﬁé 3 trois épaisseurs et mesure
3,3 em sur 2,5, Au croisement des diagonales, on perce un trou d'ung‘dimension suf-
fisante pour permettre le passage du clou, On;téilleZdes encoches sur le coté étroit
pour y passer les élastiques, Ie c¢dté long qui se trouve prés des'encoches‘estb
biseauté & la lime sur les deux faces pour faciliter 1t insertlon des lames que

1'on entre de force jusqu'i ce qu 'elles rencontrent le. clouﬁ

Pour de petits lots de lames, on utilise trois bacs de cqloration, un
pour le bleu J.S,B.; un pouf 1'éosine et un pour l'eau de lavage. Si l'on a i
manipuler beaucoup de lames, on pﬁurra augmenter le nombre de bacs d'éosine;
par exemple pour 100 lames, sl 1'on emploie cingq bacs d'éosine pour la coloration
par la technique modifiée déerite ci-dessus, cela ne prendra encore qu'une dizaine
de minutes,

Pour faire égoutter ou sécher les lames, il n'est pas nécessaire de les
Ster des supports car elles tiennent bien et il suffit de les placer debout sur
la table, de préférence sur un chiffon propre destiné i absorber le liguide qui

pourrait s'écouler,

Nous avons vu parfeis des lames mises & sécher contre des morceaux de
bois étalés sur toute une paillassé de laboratoire. Cela est parfaitement inutile

Y

et nous tenons & signaler l'existence d'un porte-lames trés connu qu'on peut faire
facilement et séns grande dépense., Cl'est un morceau de bols de 1,25 cm d'épaisseur
et d'une longueur et d'une largeur convenables, avec des tralts de scie paralléles
distants d'environ 1,25 cm les uns des autres et coupés en travers du fil du bois.
Les tralts de scie doivent &tre faits & un angle d'environ 60° par rapport 2 la

base et doivent avcir une profondeur d'environ 0,6 cm, Ils doivent €tre assez lar-
ges pour recevoir sans difficulté la lame la plusiépaissg,,OQ trouvera un modélé

de ce porte-lames sur la figure 5, Cette pidce sert i poser les lames lorsqu'elles

ont été plongdes dans 1'alcool méthylique pour fixer le frottisq
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TECHNIQUE D'EXAMEN DU SANG

Il est trés important, en particulier & la phase de sur&eillance de
1'éradication du paludisme, de dépister de nombreuses infections & faible densité
parasitaire, Or ce sera imposaible si les gouttes épaisses sont trop minces; dans
la plupart des pays ol nous sommes allés, nous avcns constaté que le personnel
d'opérations prend des étalements qul sont extr@mement minces et tout & faif in-
suffisants pour qu'on puisse déceler les infections de trés faible densité. Nous
avons noté en outre qu'il y a de trds grandes variations dans 1'épaisseur des pré-
parations faites par les différents travailleurs; cela peut aller jusqu'a un cin-
qui2me de 1l'épaisseur normale et 11 est courant de trouver des gouttes "épaisses"

qu'on a de la peine A repérer sur la lame apr®s coloration.

Comme 11 y a de grandes variations dans 1'dpaisseur des gouttes épaisses,
1'in¥cation de "100 champs examinés” ou "préparations examinées pendant 5 minutes"
n'a pas grand sens pour le lecteur d'un rapport car il n'a aucune idée du volume
de sang examiné. Il est évidemment nécessaire d'obtenir une certaine uniformité

pour pouvoir comparzr les indices parasitaires trcuvés par des observatcurs dif-
férents.,

Quelle que soit la technique uniforme adoptée, elle doit permetire d'obte-
nir 1'examen d'une aussi grande quantité de sang qu'il est techniquement possible
de le faire sans que cela prenne trop de temps; d'autre part, elle doit &tre suf-

fisamment simple pour pouvoir €tre appliquée par des travailleurs relativement
inexpérimentés, ‘

La premidre condition est évidemment que la goutte ait une épaisseur
conQenable. 1a meilleure définition est sans doute la suivante : "Une goutte épais-
se dans laquelle, sauf aux bords, la majorité des ¢hamps contient au moins 20 leu-
cocytes quand on 1'examine aveec un microscope binoeculaire comportant un objectif
3 imnersion de 1/12 et un oculaire de grossissement 5". Nous avons constaté qu'en
pratique cette goutte épaisse est & peu prés 50 fois plus épaisse qu'un frottis,

En d'autres termes, s'il y a environ un parasite par champ dans la goutte épaisse,

i1l faudra examiner en moyenne une cinquantaine de champs sur le frotiis pour
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trouver un parasite. Ies gouttes de cette épaisseuf-peuvent €tre colorées au

Giemsa et sont semblables & celles qui sont déerites dans les manuels, peut-&tre

un peu plus épaisses toutefois que ne le préconisent certains auteurs, .. .. .. °

" Nous estimons qu'une bonne technique uniforme permettarit de dépister
les faibles densités parasitaires consiste & examiner 100 champs du type de goutte
épaisse 1indiqué ci-dessus, mais que la définition du "champ"™ & compter doit-&tre

la suivante :."ne contenant pas moins de 20 leucocytes, bien Golorés, sur un fond

pile mais non incolore", On examinera la goutte systématiquement d'un bord 2

l'autre, mais on ne retiendra dans 1ls comptage de 100 que les champs qui con-
tiennent moins de 20 leucocytes, On examinera quand méme les champs plus minces
parce qg’on trouve souvent prés du bord des gamétocytes de P, falciparum et par-
fois de P, vivax. ’ ' \

Cet examen standard pourrait s'appeler un comptage de "2000 et au-deld"
car 11 faut que la quantité minimum de sang examinée contienne au moins 2000 leu-
cocytes, Si 1'on suppose un nombre arbitraire de 8000. leucocytes par centimétre,
on peut estimer & 0,25 cm le volume de sang examiné et calculer un indice de den-
sité parasitaire approximatif semblable & celui qu'on utilise en Afgique.;qcciden-
tale.l Dans ce cas, le nombre moyen de leucocytes par qhamp examiné doit @tre

aussi proche que possible de 20.

Nous avons constaté que le temps qu'il nous faut pour compter 1OQAchg@ps
dépasse rarement ¥ minutes; si donc on estime opportun de fixer un temps norma}hde
5 minutes par lame, on aura examiné probablement un volume de sang suffisent a
condition que les gouttes aient 1'épaisseur indiquée plus haut. Il faudrait recom-
mander aux microscopistes d'examiner les gouttes systématiquement d'un bord 2

1l'autre, mais de ne pas tenir compte des zones mal colorées,

1

Bruce-Chwatt, L. J. (1958) Trans. roy., Soc. trop., Med. Hyg., 52, 389
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QUELQUES TRUCS TECHNIQUES

Source de lumidre du microscope

Une erreur trés répandue consiste A prendre i la lumidre du ciel bleu,
Dans ce cas, le bleu est si fort que la valeur de la coloration est én grande partie
annulée, L'intensité de 1la lumi2re est insuffisante pour permettre 1'emploi d'un
oculaire de grossissement 10 pour la vérification des objets douteux et tout &
fait insuffisante pour l'emploi d'un microscope binoculaire.

Ie mieux est d'employer la lumidre électrique, avec une source constituée
par une lampe de 100 watts en verre dépoli, Une lampe de bureau munie d'une tige
flexible en col de cygne est tout & fait suffisante et 11 est inutile pour ce

genre de travail d'employer des lampes spéciales qui doivent &tre munies d'un
transformateur,

Si 1'on ne dispose pas d'électricité; la meilleure source de lumidre est
alors une lampe &-pétrole sous pression, ce qui suffit pour tous les oculaires et
pour les microscopes binoculaires, Il faut disposgr un écran entre le microscope
et cette source de lumiére et de chaleur,

Dans les pays chauds, la chaleur produite par cette lampe peut &tre trds
désagréable. En pareil cas, on peut utiliser la lumidre du soleil réfléchie sur
une feuille de papier blanc ou sur un mur peint & la chaux, Ou bien encore, on
peut utiliser la lumidre solaire directe i travers un verre dépoli.

Bulles d'air

Quand on réexamine des lames conservées aux fins de démonstration, on
s'apergoit parfois que'le sang est obscurci par une pellicule fortement réfringente,
Cela est d0 2 de minuscules bulles d'air cofncées sur la surface rugueuse, I1 faut
enlever 1'huile avec du xyléne ou de 1'essence et remettre de 1l'huile quand la
préparation est encore humidifiée par le solvant. Si cela ne réussit pas, élimi-
ner encore 1l'huile et laisser sécher, Plonger ensulte la préparation rapidement
dans une eau neutre, laisser sécher et examiner.
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