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PREFACE

La Microbiologie constitue aujourd hui une branche impor-
tante des études médicales; tout mcdecin doit étre capable
de se livrer aux recherches ¢lémentaires, telles que celles du
bacille de la tuberculose, du bacille de la diphtérie, ete. ; toutes
les Facultés ont installé¢ des laboratoires, ol les c¢léves sont
initics a I'étude des bactéries.

Ce livre est destin¢ 4 guider le médecin dans les travaux du
laboratoire ; notre préoccupation a été de fairc un véritable
vade-mecum, que le débutant pourra suivre pas 4 pas et ou
'observateur exercc trouvera les renseignements de nature a
le diriger dans scs recherches.

Nous avons systématiquement écart¢ toute considération
théorique, toute indication bibliographique, qui sont fournies
par les trailés classiques de baetériologie.

La premiére partie comprend la/echnique générale, applicable
i tous les microbes. Dans chaque chapitre, nous décrivons
les différents procédés qui ont été recommandés par les
auteurs, mais nous indiquons toujours un procédé¢ de choix,
que nous conseillons et dont la mise ¢n pratique donnera toute
satisfaction au débutant.

La seconde partie traite des particularités de la lechnique
spéciale, propres & chaque microbe.

Ce livre s’adressant surtoul aux médecins, nous insistons
sur les germes pathogénes pour 'homme; nous avons ajouté
la description de quelques espéces spcciales aux animaux.



Vi PREFACE.

Nous avons joinl & l'élude des Bactéries celle des Champi-
gnons parasites et aussi celle des Protozoaires, dont le role
pathogéne est bien connu aujourd’hui et qui tendent & prendre
une place de plus en plus importante dans 'histoire naturelle
ncdicale.

La troisiéme cl derni¢re partic comprend l'exposé rapide des
méthodes d'analyse bactivinlogique de Lair et de Leau.,

Les figures ont ¢té l'objet de tous nos soins ; a propos de
chaque microbe, nous avons nous-méme dessiné cn couleur,
d’aprés nos préparations, I'aspect que I'on oblient en suivant
les indications du teale @ I'¢leve y Lrouvera un guide str pour
l'interprétation de ses préparations.

Qu’il nous soit permis de remercier ict les Mailres ui nous
onl initi¢ a I'¢tude de la baclériologie; nous avons fail de
larges c¢mprunts & leur enseignement : si ce livie trouve
quelque faveur, nous n’oublicrons pas que c¢'est a cux qu'en
revient tout 'honneur.

A. BEsson.

Rennes, 15 octobre 1897.
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PRECIS

DE

TECHNIQUE MICROBIOLOGIQUE

PREMIERE PARTIE
TECHNIQUE GENERALE

CHAPITRE PREMIER
STERILISATION

Stériliser, c’est détruire les germes vivants.

Les microbes sont répandus dans tous les milieux extérieurs (sol,
air, eau) et souillent tous les objets qui nous entourent.

De la nécessité d'opérer constamment avec des cultures pures
découle I'obligation de la stérilisation : il faut débarrasser les vases,
les milieux nutritifs, les instruments, des germes qu'’ils contiennent.

De plus, quand ces objets sont stérilisés, sont purs, il faut les pré-
server de tout contact susceptible de leur apporter & nouveau des
germes, et en particulier des poussiéres atmosphériques. Pour cela,
quand il s’agit de flacons, ballons, tubes, & ouverture étroite, on
les bouche, avant de les stériliser, avec un tampon d’ouate mo-
dérément serré; au contraire les verres, cristallisoirs, boites, sont
couverts ou enveloppés de papier.

1o Fermeture & l'ouate. — Prendre un fragment d’ouate non hydrophile,
le replier sur lui-méme, présenter le sommet du tampon ainsi ohtenu &
I'orifice du vase & boucher, I'y faire pénétrer, par un mouvement de vrille
en serrant légérement, sur une hauteur de 2 & 3 centimétres; la partie

Besson. — Technique microbiologique. 1



2 STERILISATION.

supérieure du bouchon doit dépasser un peu le bord de I'orifice. Ne pas

craindre de faire les tampons un peu gros.
’ 20 Fermeture au papier. —

[~ B3 Se servir de papier filtre ordi-
' naire ou de papier a affiches.

a. Les cristallisnirs, boi-
tes, etc., sont enveloppés en-
ticrement dans plusieurs dou-
bles de papier.

b. Pour les verres & expérien-
ces, on se contente d’en couvrir
I'ouverture avec de larges mor-
ceaux de papier (mis en double
de préférence) dont les bords
sont repli¢s et viennent enve-
lopper le corps du verre. En
repliant le papier, éviter de le
déchirer sur les bords du verre,
ce qui rendrait Uocclusion
illusoire.

Nous possédons plusieurs
procédés de stérilisation; en
techniquebactériologique, on
S e s’adresse de préférence aux
—_— procédés physiques : cha-
leur, filtration; 1’emploi des
antisepliques n'est qu’excep-
tionnel. Nous décrirons les méthodes de stérilisation les plus fré-
quemmenl utilisées. -

I. — STERILISATION PAR LA CHALEUR SECHE.

Fig. t. — Verre couvert de papier.

A. Stérilisation au rouge. — Le procédé le plus simple de stérili-
salion consiste a porter les instruments a la Ltempérature du rouge,
dans la flamme d’une lainpe a alcool ou d’'un bec de Bunsen.

Ce procédé, en raison de la détérioration qu'il entraine, n’est appli-
cable qu’a un nombre resireint d'instruments : f{ils de platine, ba-
guelles de verre, palettes de fer ou de nickel, couteaux dans certains
cas, ete.

Avoir soin de laisser refroidir Uobjel porté au rouge avant de le
mettre en contact arec Ie produit 1 ensemencer.

B. Flambage. — 1° Le flambage peut ¢tre pratiqué en passant
rapidement I'objet & stériliser dans une flamme chaude, il n'esl alors
applicable qu’aux objets de petiles dimensions el a surface polic,
dépourvue d’anfractuosilés pouvant proléger les germes a délruire
(pipettes et baguettes de verre par exemple).



STERILISATION PAR LA CHALEUR SECHE.

2¢ D'ordinaire, on utilise le four « flamber.

Le four Pasteur (fig. 2) est en usage dans Lous les laboratoires; on
v stérilise les objets de verrerie, la porcelaine, les instruments
d’acier & manche de nickel, etc. Les composés organiques, saufl’'ouate
et le papier, ne sont pas susceptibles d'élre stérilisés par ce procédé.

Pour que la stérilisution soit compléle, il faut que les objets soiend portés
et maintenus trenle minules d
une température d'environ 180°.

A celle température, I'ouate
el le papier roussissent légere-
ment, prennent une coloration
brun clair.

Deseription. — Le four Pas-
teur est constitué par un cy-
lindre de tole & double paroi
au-dessous duquel est placé un
fort braleur  gaz. La paroi in-
terne limite une cavité cylin-
drique dans laquelle se trouve
un panier en tole métallique
ou l'on dispose les objels a
stériliser; la partie supérieure
en est fermée au nioyen d'un
couvercle portanl une tubu-
lure qui recoit, par I'intermé-
diaire d’un bouchon perforé,
un thermométre &4 mercure
gradUé jusqu’z‘x —+ 200° Fig. 2. — Four Pasleur.

Le braleur & gaz étant al-
lumé, I'air chaud léche le fond de 1'étuve, circule dans la deuble paroi
et s'échappe par un tuyau de fumée.

Fonetionnement, — a. Les objets a stériliser ont été préalable-
ment lavés avec soin el rincés a grande eau pour les débarrasser de
toute matiére organique qui se carboniserait pendant I'opération. lls-
sonl ensuile séchés soigneusement, autrement ils casseraient pendant
le flamnbage. Ils sont enfin bouchés comme il a été dit plus haul.

b. Les objets ainsi préparés sonl disposés dans le panier de toile
métallique; il faut avoir soin que I'ouate et le papier ne touchent
pas au fond, ni aux parois du four, sous peine de se carboniser.
L'ouate ct le papier doivent brunir légérement, mais en aucun cas
on ne peut faire usage d'instruments dont le papier et I'ouate au-
raient été carbonisés: en se décomposant par la chaleur, ces corps

Lo




3 STERILISATION.

produisent un goudron riche en matiéres antiseptiques et dont la
présence dans les vases génerait les cultures; quand cet accident
arrve, les objets doivent étre lavés et stérilisés & nouveau.

Nous recommandons de disposer au fond du four une ou deux
briques réfractaires; on empéche ainsi le contact immédiat des ob-
jets avec le métal surchauffé, ce quiprévient la carbonisation du pa-
pier et supprime une cause importante de casse pendant la chauffe.

c. Placer le couvercle et enfoncer le thermométre profondément
dans le four.

d. Allumer en ayant soin d’approcher du brileur une allumette
enflammeée avant d'ouvrir le robinet du gaz si I'on ouvrait d’abord

Fig. 3. — Four de Chanlemesse.

le robinet, le gaz ~e¢ mélangerait & 1’air dans la double paroi de

I'appareil et il se produirait une explosion au moment ot 1'on appro-
che l'allumette).



STERILISATION PAR LA CHALEUR HUMIDE. 5

e. Chauffer lentement, surtout si les objets & stériliser sont en
verre épais (verre a pied, cristallisoirs, etc.}, ces objets cassant faci-
lement par une élévation brusque de tempéralure.

Quand la température de 173°-180° est alteinte, fermer peu &
peu le robinet du gaz de facon a mettre le brileur en veilleuse et
maintenir la température pendant environ une demi-heure.

On arrive facilewment avec un peu d’habitude a régler par titonnements
la température du four; il arrive souvent gqu'en voulant baisser la flamme,
on 'éteint & chaque coup : on évite ce pefit ennui en ne tournant pas avec
la main la clef du robinet du gaz, mais en la faisant avancer peu a peu par
de petits coups donnés avec un corps pesant, un marteau ou unc clef
d'autoclave par exemple; on parvient ainsi 4 régler la flanme avec une
grande précision.

L’ouate et le papier brunissant légérement a la température de stérilisa-
tion, on peut,avec de I'habitude. se passer du thermiométre pour conduire
I'opération ; on réglera la marche d’aprés la couleur du papier: dés qu'il
aura une feinte brune, on saura que la température de 180¢ est atteinte et
on baissera la flamwme.

f. L’opération terminée, on éteint le gaz. On ne retire la verrerie
du four qu’aprés refroidissement complet, pour éviter la casse qui
résulterait de I’exposition brusque des objets chauds & 'air froid.

Le stérilisateur a air chaud de Chantemesse (fig. 3) est basé sur le méme
principe que le four Pasteur, dont il ne differc que par la forme : il est
rcctangulaire, disposé en forme d'armoire, et renferme des tablettes inté-
rieures mobiles permettant d'y placer Ics objets sur plusieurs étages. Le
maniement de cet appareil est identique & celui du lour Pasteur.

II. — STERILISATION PAR LA CHALEUR IIUMIDE.

Il existe trois procédés de stérilisation par la chaleur humide:
1o chauffage dans’eau ou la vapeur a 100¢; 2° chauffage dans la va-
peur sous-pression; 3° chauffage discontinu a basse température.

A. — CHAUFFAGE A (0O

L’ébullition ou l’exposition a la vapeur a 100° ne suffisent pas,
méme quand leur action est prolongée, pour tuer tous les microbes;
beaucoup de ceux-ci présentent des formes de résistance, les spores,
qui leur permettent de résister a la température de I'eau bouil-
lante.

Aussi, en France, n'emploie-t-on qu’exceptionnellement ce mode
de stérilisation; on l'utilise cependanl pour stériliser les seringues
destinées aux inoculalions : en faisant bouillir I'appareil pendant
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.quinze a vingt minules, on obtient une asepsie généralement suffi-
-sante.

En Allemagne, on utilise beaucoup le stérilisateur de Koch par la
vapeur & 100¢ (fig. &), mais avec cel appareil une stérilisation unique
ne suffit pas; il faut répéter au moins deux fois el méme trois {ois
Topération, & vingt-quatre heures d'intervalle, c’est la méthode du
chauffage discontinu (Tyndall).

Tyndall, prenant une infusion de foin, ne pouvait la stériliser par I'ébul-
lition : celte infusion contient des bacilles et des spores’B.subtilis); & 100¢
iles bacilles sont détruits, tandis que les spores résistent. Mais soumettant le
fendemain, puis le surlendemain, la wéme infusion & de nouvelle~ ébulli-
‘tions, Tvndall la trouvait stérile apres le troisicme chauffage. Tel est le
principe du chauffage discontinu. Les spores, disait Tyndall, non détruites
par la premiére ébullition, ont germé dansl'intervalle; elles ont donn¢ des
bacilles qui sont détruits par la scconde opération; quelques spores ont-
elles encore échappé, elles auront germé lors de la troisiéme ébullition et
{a stérilisation sera détinitive. A cette explication, on préfére aujourd’hui
celle qui consiste & admettre une atténuation progressive de la résistance
-des microbes sous 'influence de 'action répétée de la chaleur.

Stérilisateur de Koch. — 1l est constitué par une marmite cylin-
drique en cuivre munie d’'un niveau d'eau el prolongée par un
-cylindre métallique qui sert de chambre de stérilisation. L'intérieur
du cylindre peut recevoir des plateaux mobiles deslinés a supporter
les objets a stériliser. La partie supéricure est fermée par un cou-
vercle portant une tubulure pour le passage d’un thermometre.

Cet appareil peul servira stériliser les milieux de culture ; pour
faciliter la stérilisalion, ces milieux doivent étre contenus dans des
récipients préalablement flambés.

Fonctionnement. — 1° Verser de 'eau dans la chaudiére jusqu'au
frait marqué sur le tube de niveau. Adapter le cylindre sur la
chaudivtre, y disposer les objets a stériliser. Placer le couvercle et le
thermométre.

2° Allumer le briileur a gaz sous la chaudiére ; noter le moment
ol la vapeur «‘¢chappe autour du couvercle (le thermomeétre mar-
<quant 98¢ a 100¢); a partir de ce monient, prolonger I'opération pen-
dant trenle minutes.

3° Recommencer la stérilisation le lendemain el le troisiéme jour.

Quand on sorl les objets du stérilisateur, il arrive fréqueminent
-que les bouchons d’ouate sont mouillés par I'eau de condensation ;
il faut avoir ~oin de porter alors les objets pendant quelques Lieures
«dans une ¢tuve scéche, car le bouchon d'ouate n'est un obstacle & la
pénétration des gernies extérieurs qu'a la condition d’étre absolument
privé d’humidlité.
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11 existe plusieurs modifications de l'appareil primitif de Koch. Up
modéle construit par Wiesnegg posséde une double paroi ou circule la
vapeur avant de s'échapper : on obtient ainsi une constance absolue de la

< _\NTE‘snEn.
PARIS

o)

Fig. & — Siérilisaleur a vapeur de Kocli.

température & l'intérieur du sterilisateur; il est muni en outre d'une chau-
ditre & niveau constant; le maniement est le méme que pour l'appareil
de Koch.

F. — CHAUFFAGE DANS LA VAPEUR SOUS PRESSION.

La stérilisation par la vapeur sous pression est couramment em-
ployée dans lex laboratoires francais. On utilise ce procédé pour
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stériliser les milieux de culture, les seringues, objets en caout-
chouc, etc. ;les instruments d’acier perdent de leur tranchant par ce
traitement.

Un séjour de vingt minutes dans la vapeur a 115° suffit dan§ la
presque totalité des cas pour obtenir une stérilisation compléte;
cependant, pour quelques substances, telles que les poinmes de
terre, par exemple, il est nécessaire d'atteindre la température
de 120c.

Nous décrirons deux appareils de stérilisation par la vapeur sous
pression.

1° Autoclave Chamberland. — L’autoclave est constitué par une
chaudiére cylindrique en cuivre dont les bords dressés s’adaptent
par I'intermédiaire d'une ron-
delle de caoutchouc aux bords
également dressés d'un cou-
vercle en bronze. L'adhérence
entre la chaudiére et le cou-
vercle est assurée par des
boulons. Le couvercle porte un
manométre indiquant la pres-
sion en atmosphéres et la tem-
pérature en degrés centigrades,
une soupape de sureté et un
robinet de vapeur. A l'inté-
rieur, un panier en toile de
cuivre repose, par des pieds
hauts de 5 & 6 centimétres, sur
le fond de la chaudiére. La
chaudiére elle-méme ext recue
dans un fourneau cylindrique
en tole ou en cuivre qui con-
lient une couronne de becs de

gaz.
Fonctionivewment. — g, Verser
tig.  — Auloclave Chamberland. dans la chaudicre une quantité

d'eau (distillée de préférence

pour éviler les encrassements; suffisante pour que le niveau arrive

un peu au-dessous du fond du panier métallique. Disposer dans le
panier les objets & stériliser.

b. Placer la rondelle de caoutchouc, poser le couvercle, relever et

serrer les écrous. Le serrage doit s‘opérer de préférence avee les

mains; si on ulilise pour le pratiquer la clef quiaccompagne l'auto-
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clave, on serre trop énergiquement, écrase la rondelle de caoutchouc
et la met rapidement hors d’usage (1).

¢. Ouvrir le robinet de vapeur du couvercle.

d. Allumer le gaz: présenter I'allumette au brileur avant d'ouvrir
le robinet de gaz, n’allumer qu’une seule des deux couronnes. Veiller
a ce que les becs de gaz ne brilent pas en dedans; si cela arrivait,
éteindre et rallumer a nouveau.

e. L'eau étant portée a I'ébullition, la vapeur s’échappe par le ro-
binet laissé ouvert; attendre quelques minutes jusqu’a ce que le jet
de vapeur soit fort et sorte en silflant.,

Cette manceuvre a pour but de laisser échapper l'air contenu dans l'au-
toclave et dont la présence fausserait les indications du manométre.
Quoi qu'on fasse, il reste toujours, surtout avec les grands modéles, un
peu d'air dans I'appareil; on pourrait chasser plus efficacement cet air en
ouvrant et fermant plusieurs fois de suite le robinet, c’est-a-dire en
opérant des décompressions, mais ce procédé est inapplicable & la stéri-
lisation des milieux de cultures liquides : sous l'influence des décompres-
sions brusques, les liquides des flacons entrent en ébullition, chassent les
bouchons d’ouate et se répandent dans l'autoclave.

Le robinet de vapeur est alors fermé ; on voit I'aiguille du mano-
meétre monter rapidement; quand elle a atteint la température dé-
sirée — d’ordinaire 113° — on régle le gaz par titonnements, de facon
a maintenir la température a ce degré pendant vingt minutes.

f. La stérilisation terminée, on éteint le gaz. L’aiguille du mano-
métre ne tarde pas a baisser; altendre qu'elle soit revenue au 0 du
cadran (100¢), puis ouvrir le robinel de vapeur. Dés que la vapeur
s'est échappée, desserrer les boulons et enlever le couvercle; sortir
les ohjets et les porter a I'étuve séche si l'ouate des bouchons est
humide.

Il ne faut pas ouvrir le robinet avant que l'aiguille du manométre soit
revenue au zéro, pour éviter la projection du liquide des flacons dans l'au-
toclave sous l'influence de la décompression. Ne jamais desserrer les
boulons avant d’avoir ouvert le robinet de vapeur, pour ne pas étre bralé
par la vapeur qui s’échapperait lorsqu'on souléverait le couvercle. Enfin, il
ne faut pas attendre que I'appareil soit complétement refroidi pour enlever
le couvercle, sans quoi la rondelle de caoutchiouc adhérerait et rendrait
I'ouverture dilficile.

On peut, avec l'autoclave, stériliser a 100¢; il suffit pour cela de
disposer I'appareil comme nous l'avons dit en a, b, ¢, d, puis de

(1) Dans I'intervalle d&s séanees de stérilisation, il est bon de ne pas laisser la rondelle de
eaoutehoue sousle couverele afin qu'elle ne s'écrase point ; mieux vaut la suspendre contre un
mur. En tous eas, quand l'appareil est au repos, ne jamais scrrer les boulons.
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laisser le robinet de vapeur ouvert pendant toute la durée de I'opé-
ration (trente minutes) en réglant le brileur de facon que l'aiguille
ne quitte pas le zéro du cadran.

Ne jamais prolonger 'opération plus de quarante minutes a une
heure, sans quoi la chaudiére se trouverait a sec. Bien veiller a ce
«que la chaudiére contienne toujours une quantité d’eau suffisante.

20 Stérilisateur Vaillard et Besson. — Dans les grands laboratoires
:ot1I'on consomme beaucoup de milieux de culture, et principalement
pour la préparation des toxines destinées & 'immunisation des che-
vaux pour la sérothérapie, on, est obligé d'avoir recours a des appa-
reils de plus grandes dimensions que I'autoclave Chamberland. Dans
ce cas, 'étuve Vaillard et Besson est généralement ulilisée.

Cetle étuve est conslituée par une grande chaudiére cylindrique a
-doubles parois (dimensions : haut. 0=,80, diam. 0™,7%; ou haut. 0»,75,
diam. 0=,45); dans 'espace central S on dispose sur des étageres les
-objels a stériliser; la vapeur produite & la partie inférieure, dans le
double fond V passe entre les deux parois, arrive au contact des
objets en traversant l'espace S de haut en bas et s’échappe par un
clapet D qui régle son écoulement de telle sorte que la pression et
par conséquentla température intérieures s’élévent progressivement.
Quand la température de 115¢ est atteinte, le fonctionnement du
clapet permet aulomatiquement l'issue de la vapeur et empécle la
température de ¢'¢lever davantage. La chaudiére est munie en outre
d'un robinet de niveau, d'un entonnoir latéral, par lequel on verse
I'cau d’alimentation, d’'un manométre et d'un robinet & soupape. La
stérilisation a lieu dansun courant de vapeur, condition qui entraine
I'expulsion totale de I'air <ans qu'il soil pourcela besoin de recourira
des décompressions sur les inconvénients desquelles nous avons
insiste.

Fonclionnement. —a. Disposerles objets a stériliser dans le cylindre
intérieur de I'étuve. Mellre en place le couvercle et le fixer solide-
ment au moyen des écrous.

b. Le robinet de I'entonnoir latéral étant ouvert, ainsi que le ro-
binet de niveau (P), verser de I’eau dans la chaudiére jusqu’a écou-
lement par le robinet de niveau. Fermer les deux robinets. Soulever
le clapet ). Le robinet R reste fermé pendant toute I'opération.

¢. Allumer le foyer (ce foyer est ordinairement alimenté au
charbon).

d. L'eau entre en ébullition, la vapeur s'éléve dans la double
puroi, arrive dans la chambre de stérilisation et s'éehappe par le
tube VD. Quand le jet de vapeur est vigourcux, on abaisse le clapet D.
La pression el la température montent dans l'intérieur de 'étuve,
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on en suit la marche sur le manométre. A mesure que la pression
s’éleve, I'échappement de la vapeur se fait plus vivement sous le
clapet ; dés que la température atteint 115, la vapeur s'écoule da-

i

ll,

ﬂ’t

Jmln]

Iig. 6. — Appareil i stérilisation de Vaillard et Besson.

vanlage et l'aiguille reste slationnaire ; en aucun cas la pression ne
peut dépasser le degré pour lequel est établi le clapet.

Le temps ucécessaire & la stérilisation ext compté a partir du mo-
ment ol Faiguille du manométre indique 115¢; prolonger alors 1'opé-
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ration pendant vingt minutes en soutenant le feu pour que I'aiguille
du manomeétre ne redescende pas.

e. La stérilisation terminée, retirer le feu, laisser refroidir I'étuve
jusqu’au moment oti l'aiguille du manométre est au zéro; ouvrir le
robinel R, puis enlever le couvercle de I'étuve.

Cet appareil permel également la steérilisation a 100°; pour cela on
exécute les trois premiers temps comme précédemment, mais on
n’abaisse pas le clapet D; la vapeur s'écoule en jet vigoureux pen-
dant toute la durée de 1'opération. On prolonge la stérilisation pen-
dant trente minutes.

Une disposition spéciale du clape! permel également d'opérer a
toutes les températures comprises entre 100 et 115¢; on régle I'étuve
A la température désirée, en éloignant plus ou moins la boule de la
position perpendiculaire au clapet; plus la boule est distante de
cetle position, moins la température s’élévera au-dessus de 100¢.

C. — CHAUFFAGE DISCONTINU A BASSES TEMPERATURES.

Certains milieux de culture riches en albumine ne peuvent étre
portés 4 la température de I’ébullition sous peine de s’altérer nota-
blement et de perdre leurs propriétés; tel est le cas du sérum, par
exemple.

Pasteur a montré qu'on peut alors remplacer I'action rapide d’'une
haute température par I'action prolongée d'une température moins
élevée (55°a60¢): c’est lapastewrisation. Mais dans la pratique bacté-
riologique, il faut combiner cette méthiode avec celle du chauffage
discontinu de Tyndall.

Voici comment on procéde :

Le liquide a stériliser est réparti dans des ballons a long col, préa-
lablement {lambés, que I'onremplit aux trois quarts et que I'on ferme
a la lampe d’émailleur.

Les ballons sont ensuite disposés dans un bain-marie donl on
éléve progressivement la température a 56°-58°. Un thermomeétre
plongeant dans le bain-marie permet de suivre a tout instant la
marche de la température. Dés que le degré désiré est obtenu, on
modére le brileur, de maniére & maintenir la température pendant
une heure a ce degré. On laisse alors refroidir 'appareil sans en re-
tirer les ballons.

On recommence I'opération tous les jours pendant une semaine
entiere; apres quoi, la stérilisation peut étre considérée comme ter-
minée. Avant d'uliliser les liquides stérilisés, il est prudent de les
laisser séjourner deux a trois jours dans’étuve a 37¢pour ~assurer de
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leur pureté. Tout ballon dans lequel se produirait une culture devrait
étre rejeté.

Ainsi pratiquée cette opération est trés difficile : on dépasse facile-
ment la température maximale de 58¢, les albumines se coagulent
et le matériel de cullure est perdu. Aussi opére-t-on d’ordinaire a
'aide d’'un bain-marie spécial muni d'un régulateur avec lequel on
est str de ne pas dépasser la température fixée.

0[/('[//4'L

Fig. 7. — Bain-marie pour stériliser le sérum.

L’appareil construit par Wiesnegg se compose d’une chaudiére A,
disposée sur un brileur a gaz, munie d'un couvercle F et d'un régu-
lateur de Roux R placé dans un appendice C.

Fonctionnement. — La chaudiére étant remplie d'eau aux trois
quarls, les ballons y sont dispos¢s el maintenus immergés par un
disque en toile métallique. Placer le couvercle muni d’'un Lhermo-
metre T. Allumer le gaz. Surveiller le Lhermomeétre. Dés que la tem-
péralure désirée est atteinte, régler le régulateur de la maniére
indiquée plus loin (p. 75) et a parlir de ce moment I'opération
peut s¢ poursuivre d'elle-méme sans surveillance.

L’appareil est réglé une fois pour toutes, et les jours suivants on
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na qu'a allumer le gaz sans sc préoccuper du réglage, qui se fait

automatiquement. , )
Avoir soin d'ajouter de temps en temps de 'eau daus le bain-marie.
La premiere fois qu'on utilise I'appareil, il est préférable de le

faire fonclionner & blanc et de le régler avant d'y placer les ballons

a stériliser; on évitera ainsi tout mécompte.

1il. — FILTRATION.

Certains liquides ne peuvent supporter. sans< altération profonde,

= une ¢lévation meéme légeére de tempé-
% SRR~ rature ; il faut alors recourir a la filtra-
///} i tion pour débarrasser ces liquides des
’/////%ﬁ Rl gernies qu'ils contiennent; pour cela
/M/ ' on les fait passer dans des corps so-
. lides au travers de pores d'une ténuilé
extréme ou sont retenus les germes.
Pasteur, au début de ses recherches,
utilisait dans ce but des plaques de
platre ; aujourd’liui on emploie a peu
pres exclusivement dans les labora-
toires le filtre en porcelaine poreuse
de Chamberland.

Ce filtre se compose d'un tube ou
bougie de porcelaine poreuse fermé a
une de ses extrémités, ouvert al’autre
ou il est muni d'une tétine B en porce-
laine émaillée; le liquide a filtrer tra-
verse la bougie de dehors en dedans
et s’écoule stérile par la tétine. — Cette
bougie peut étre utilisée de diverses
maniéres.

A. — Dans tous les laboratoires
existe unc de ces bougies disposée de

iy
B facon & donner de l'eau stérile.
N i : :
f///’/ S Pour cela la bougie est introduite
S

3

A\

dans un cylindre mélallique D dont
l'orifice inférieur iparlequel a pénétré
la bougie} est fermé hermétiquement
e, 1 i Gl add. aumoyen d’un écrou € et d'une ron-

delle de caoutchouc perforés pour lais-
ser passer la tétine; l'orifice supérieur du cylindre st viss¢ sur le

&' ANNAN:
& N DN ‘.

R
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robinet de la conduite d’eau; I'eau arrivant par ce robinet emplit la

gaine métallique E de la hougie el s’écoule parlatétine B aprésavoir
traversé la paroi de porcelaine poreuse en y abandonnant ses im-
puretés.

Remarques importantes. — 1° Avant de mettre la bougie en place, il faut
s'assurer qu'elle n'est point félée, auquel cas elle laisserait passer les mi-
crobes et ne serait d’aucune utilité. Pour cela on plonge la bougie, jusqu’a
la tétine exclusivement, dans une éprouvette pleine d’eau, et par cette-

Fig. 9. — Essai d'un filtre Chambevland.

tétine, au moyen d'un tube en caoutchouc mmuni d’une poire a insufflation,
on comprime de l'air & I'intérieur de la bougie : s'il existe une fissure
restée invisible & 1'eeil, des bulles d’air s’échappent dans I'eau et sont facile-
ment remarquées. Toute bougie fissurée doit étre rejetee.

20 11 faut ensuite stériliser la bougie; pour cela, aprés I'essai précédent, la
bougie ¢tant encore mouillée, on obture la tétine avec un tampon d'ouate
serré et on porte a I'autoclave pendant vingt minutes a 115¢-120¢. Labougie
est alors montée dans sa gaine métallique, on retire le tampon d'ouate et
I'appareil est prét a fonctionner.

3° Quand on veut recueillir de l'eau stérile, I'appareil ¢tant installé, il
faut avoir soin de commencer par flamber fortement la tétine de labougie 4
I'aide d'une lampe & alcool.

4o Par suite de leur fonctionnement, les bougies s’encrassent rapide-
ment et laissent alors passer les zermes: fréquemment il faut retirer la
bougie de sa gaine, la frotter ¢nergiquement avec une brosse de chiendent
sous un courant d’eau, puis la stériliser comme il a été dit plus baut.
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pores de la bougie s'obstruent et la fil-

50 Aprés un usage prolongé, les
pour cela il existe

tration ‘devient lente; il faut régénérer le filtre :

NP L
pre=on [T o,

e '«ll[mg[ 0 i

T =2

\ ¢

Fig. 10, — Filtre & pression gradude.

pius%eurs gr:ocedes H a_) on porte l§1 bougie a I'autoclave a 120¢ et on opére
plusieurs decompressions successives ; ce procédé, excellent cn ce qu'il ne
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compromet pas I'intégrité de Ia bougie, ne donne qu’une régénération rela-
tive; b) aprés avoir bien desséché la bougie, on la porte au rouge dans la
flamme d’'un brileur 4 gaz ; on fissure fréquemment la bougie par ce pro-
cédé; ¢ il vaut mieux chauffer la bougie au rouge dans un four 4 inciné-
rations (quand la bougie a 6té régénérée par ces deux derniers procédés,
il faut l'cssayer a nouveau pour s’assurer qu'elle ne s'est point fissurée
‘pendant I'opération) ; ) on peut enfin régénérer la bougie par I'emploi suc-
cessif du permanganate de potasse et du bisulfite de soude (procédé
Guinochet); on fait traverser successivement la bougie par une solution
de permanganate de potasse 4 5 p. 1000 et une solution de bisulfite de
soude 4 1/20; cc procédé est inlérieur aux précédents.

6o Toutes les fois qu'une bougie a servi a filtrer une culture d’'un microbe
pathogéne, elle doit immédiatement étre portée a I'autoclave a 120¢.

B. — On peut encore utiliser la hougie pour filtrer un milieu destiné
a la culture ou séparer une culture de ses microbes.

Plusieurs dispositifs peuvent étre adoptés, mais toujours la filtra-
tion doit se faire sous pression, soit qu'on comprime le liquide a
stériliser, soit qu’on aspire le filtrat au sortir de la bougie.

Compression. — Le procédé le plus ancien consiste & placer le
liquide & filtrer dans un réservoir en cuivre épais A, relié & une
bougie et aI'y comprimer au moyen d'une pompe de Gay-Lussac.

Le liquide est versé dans lorifice D, le robi- -
net G étant fermé; le cylindre rempli & moitié,
on visse le tampon obturateur en D, le ro- ;
binet E est ouvert et on comprime l'air au- '
dessus du liquide a l'aide de la pompe P. Un
manoméelre I indique la pression a I'intérieur de
I'appareil. La pression désirée, ordinairement
deux a trois atmosphéres, étantatteinte,on ferme
E et onouvre progressivement G, leliquide passe
en Il dans un filtre Chamberland disposé comme
celui décrit plus haut, traversela bougie et sort
par la tétine ot on le recueille purement.

Le meilleur procédé pour recueillir le liquide au
sortir du filtre consiste & munir la tétine d'un tube
de caoutchouc de quelques centimetres de longueur,
termin¢ par un ajutage en verrc. La bougie est
stérilisée munie de cet appendice envcloppé dans Fig. 11, — Dispositif pour
un morccau dc papier filtre. Au moment du be= 700t 5 Rgqmide
soin, la bougie est mise en place, puis on débar- (ol sl cBE N
rassc l'ajutage en verre du papier qui l'entoure et bougie.
on le fait pénétrer a travers le capuchon de papier
dont cst couvert l'orifice du flacon stérilisé o I'on doit recueillir Ie liquide
filtré. Si le flacon est bouché 4 l'ouate, on fait passer I'ajutage entre le
bouchon d’ouate et la paroi du goulot. .

Bessun. — Technique microbiologique. 2
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Cette méthode nécessile un appareil dispendieux; elle s’applique
a la filtration des liquides visqueux. ot

Aspiration. — 1° Procédé de choix. — 1l est souven! préférable
-de recourir a la filtration par aspiration; nous recommandons le
procédé =uivant, employé depuis longlemps au laboratoire de M. le
profe~seur Vaillard -fig. 12).

La tétine d'une bougie e~ munie d'un tube B de caoulchouc a
parois ¢paissex tube a vide) ; I'extrémité libre de ce tube recoit un
ajutage en verre courbé a angle droit et qui s'engage dans 1'un des
deux trous d’'un bouchon de caoutchouc. Ce bouchion (n° 7 ou 8}
s'adaple surun flacon en verre blanc A d'une contenance de 1 a 2 litres,
suivant la quantité de liquide a filtrer, el & parois ¢paisses (ne jamais

Fig. 12. — Appareil pour filleer dans le vide.

employer de matras dont les parois fragiles céderaient sous la
pression atmosphérique au cours de I'opération). Le second trou du
bouchon recoit un tube de verre courbé a angle droit, D, dont la
branche verticale descend de quelques centimétres dans le flacon, et
‘dont la branche horizontale porte entre deux ¢lranglements un
tampon assez serré d’ouate.

Le bouchon étant bien enfoncé dans le goulot du tube, on porte
tout I'appareil dans l'autoclave; on chauffe lentement et on main-
tient vinzt minutes la température de 120-. Aprés refroidissement
on axsure l'adhérence du bouchon et du goulot du flacon el I'appa-
reil est prét a functionner.

On place la bougic dans une éprouvelte de verre E, de dimensions
‘uUn peu supérieures aux siennes propres, et 'on verse dans cette
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(\éprouvette le liquide & filtrer. — On relie alors le tube D a la trompe
4 eau, on fait le vide, le liquide aspiré traverse la bougie et arrive
dans le flacon.

L’opération terminée, on arréte la trompe a eau, on sépare l'aju-
tage D du tube qui le relie avec la trompe (la rentrée d'air dans le
flacon se fait au travers du tampon d'ouate dont est muni I'aju-
tage D). Onflambe ensuite le col duflacon et on substitue au bouchon
qui a servi & la filtration, soit un tampon d’ouate préalablement
stérilisé, soit un bouchon répartiteur disposé comme nous le dirons
plus bas. Le liquide stérilisé peut se conserver indéfiniment dans le
flacon a I’état de pureté.

Dans la bougie il reste toujours un peu de liquide; on peut le recueillir
en séparant la tétine du tube de caoutchouc et aspirant le liquide au moyen

Fig. 13. — Pipetle a boule. Fig. 1% — Dispositil pour la manutention
des filtrals.

d’'une longue pipette & boule (fig. 13) préparée comme nous le dirons plus
loin et flambée.

Préparation du bouchon répartiteur. — Pour utiliser le filtrat
obtenu, il faut pouvoir 'extraire du flacon sans qu'il soit contaminé
par les germes de l'air; pour cela on substitue au bouchon qui a
servi a la filtralion un bouchon préparé comme il suit :

On prend un bouchon de caoutchouc & deux trous, de méme
diamétre que le précédent; un trou recoit un tube de verre A coudé a
angle droit, portant dans sa branche horizontale une bourre
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d'ouate entre deux étranglements, et dépassant de quelques centi-
métres la partie inférieure du bouchon. Le second trou donne
passage & un autre tube B recourbé en U ouvert, dont une branche
descend jusqu'au fond du flacon et dont la deuxiéme extérieure est
Gtirée et fermée i la flamme. Le bouchon ainsi préparé est enveloppé
de papier filtre et stérilisé a l'autoclave & 120c.

Au moment de I'appliquer sur le flacon, on flambe le col de celui-
ci, puis on déplie le papier qui entoure le bouchon répartiteur,
ot on saisit ce bouchon par sa partie supérieure avec la main
gauche. La main droite restée libre débarrasse le flacon de son
premier bouchon, et rapidement celui-ci est remplacé par le bou-
chon répartiteur. Cette opération doit se faire trés vite, pour éviter
la chute des poussiéres atmosphériques dans le flacon ; le bouchon
et le tube de verre plongeant dans le flacon ne doivent avoir aucun
contact avec les objets extérieurs.

Pour extraire le liquide du flacon il suffit maintenant d’adapter
une poire en caoutchouc a la tubulure A, de flamber la partie effilée
du tube B et d’en casser l'extrénité avec une pince
flambée : quelques coups de poire aménentl'écoulement
du liquide. Quand on a extrait une quantité suffisante,
on ferme le tube B a la lampe, ce qui permet de con-
server le liquide restant dans le flacon a l'abri de Iair.

Au moment ot 1'on cesse de souffler, il se produit quel-
quefois, avec cet appareil, une rentrée d'air dans le flacon
par le tube B; cet air peut entrainer avec lui des impuretés
et souiller le liquide. On remcdie a cet inconvénient par le
trés simple dispositif suivant.

La branche extérieure du tube B est, avant la stérili-
sation, coupée vers sa partie moyenne. On rejoint les
deux fragments b et ¢ au moyen d'un tube en caoutchouc
rouge long de quelques centimdtres et dans lequcl on intro-
duita frottement une baguette de vcrre de 1 4 2 centimétres
de longueur (fig. 15). A I'état de repos, la baguette obture
completement le tube en caoutchouc et s'oppose a toute com-
munication avec I'extcrieur; mais vient-on 4 pincer latérale-
Fig. 15. — Ob- ment, entre le pouce et I'index, le tube de caoutchouc, il en

turalion du  résultelaformation d’'un petit canal par lequel passe le liquide.

L“'b‘f éparti- - Pour se servir de 'appareil, on opére ainsi qu’il suit :

e Le tube effilé ¢étant flambe, son extrémité cst cassée, on

donne quclques coups de poire, puis on pince le tube de
caoutchouc, le liquide s'écoule. Veut-on arréter l'écoulement, on relache
d’abord le tube de caoutchouc : le liquide cesse de couler, toute commu-
nication avec l'extirieur est interromnpuc, alors seulcment on supprime
la pression, on sépare de I'appareil la poire de caoutchouc et ferme a la
lampe la pointe effiléc.
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2‘0 L’appareil i filtration de Martin (fig. 16) se compose d'un
cylindre métallique B, analogue 4 celui que nous avons décrit a la
page 1@, a la partie supérieure duquel on visse un entonnoir métal-
lique a'robinet D. Le liquide versé dans cet entonnoir pénétre dans

TUBE A VIDE

Fig. 16. — Appareil a filtration de L. Martin.

la gaine métallique et traverse la hougie qui y est contenue pour
arriver, par l'inlermédiaire d'un tube en caoutchouc E, dans le hal-
lon C ot l'on fait le vide au moyen de la trompe a eau. Une tubulure
effilée, maintenue fermée pendant 'opération, permettra ultérieu-
rement de répartir le liquide dans des tubes ou fioles flamhés.

La tubulure supérieure du ballon C, par laquelle on fait le vide,
doit étre munie d’'un tampon de ouate que I'on a omis de représenter
dans la figure ci-jointe. Toutes les piécex de 'appareil doivent étre
stérilisées avant la filtration.

Cet appareil ne présente aucun avantage sur le précédent; il a en
revanche I'inconvénient de cotter fort cher.

3o Enfin, quand on veut filtrer une trés petite quantité de liquide,
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on peut utiliser une petite bougie & parois minces, longue scule-

ment de 12 & 15 centimélres et du modéle de celles qui ont été
employées les premicres dans le laboratoire de Pasteur.
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a. L’appareil peul étre disposé comme le représente la figure 17 ;
la bougie plonge dans une petite éprouvette ou se trouve le liquide-
a filtrer ; un tube en caoutchouc, fortement fixé & 1'aide d'une liga--
ture élastique sur l'extrémité supérieure de la bougie, relie celle-ci
a un petit ballon B & deux tubulures. A la tubulure A, munie d'un.
tampen d'ouate, on adapte soit la trompe & eau, soit une petite-
pompe aspirante du modéle de celle de I'appareil Potain. Stériliser
I'appareil & I'autoclave avant de s’en servir.

b. La hougie peut encore étre adaptée dans un ballon & trois tubu+
lures comme dans lafigure 18. Pour cela le pourtour de I'extrémité-
supérieure de la bougie est garni d'un peu d'ouate, puis on fait péné-
trer la bougie a frottement dans la tubulure supérieure ; on ferme la.
tubulure D et on garnit d'un tampon d’ouate la tubulure B. Aprés.
stérilisation a I'autoclave, on verse sur I'ouate, en F, un peu de cire-
Golaz liquéfiée, pour rendre le joint étanche. La tubulure B étant
réunie a la trompe 4 eau, le liquide a stériliser, versé en E, traverse
la bougie et se collecte dans le ballon ; pour répartir le filtrat, il suffit.
de briser la pointe D et de souffler par B (Duclaux).

¢. Le filtre de Kitasato (tig. 19) n'est qu'une modification de cet.
appareil.

Régles générales. — En résumé,dans la stérilisation par filtration.
deux reégles sont a observer :

1° N'opérer qu'avec un filtre contrilé, ne laissant passer aucun germe,.
et préalablement stérilisé.

20 Maintenir le liquide filtré d¢ Uabri de toute souillure.

IV. — STERILISATION PAR LES ANTISEPTIQUES..

Ce procédé de stérilisation est peu employé en technique bacté--
riologique, car, non seulement il détruit les microbes contenus dans
le milieu que l'on se propose de stériliser, mais il rend encore ce
milieu impropre a des cultures ultérieures : la dose d’'un antisep—
tique nécessaire pour détruire les germes dans un milieu est tou-
jours beaucoup supérieure a celle qui suftit pour empécher le-
développement de nouveaux germes apportés dans ce milieu.

10 On utilise les antiseptiques pour stériliser les cloches et cris-
tallisoirs devant contenir des appareils de culture sans cependanl.
étre en contact direct avec les cultures ; dans ce cas il faut avoir soin
d’employer des entiseptiques fixes, n’émettant pas de vapeurs qui,.
en venant au contact des germes, empécheraient leur développement.

On emploie d'ordinaire la solution de sublimé au 1/1000°. Cetle
solution de sublimé peut étre préparée avec de 'eau ordinaire, mais-
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il faut alors ajouter a 1'eau une petite quantité d’'un des acides tar-
trique, acétique ou chlorhydrique, pour que le sublimé ne soit pas
précipité par les sels en solution dans l'eau.

De plus, I'addition d'un acide a la solution de sublimé augmente
beaucoup son pouvoir antiseptique et empéche le sel de mercure
d'étre précipité au contact des liquides organiques, ordinairement
de réaction alcaline.

Furbringer conseille la solution suivante :

ERU. csoreleToronere e o « shotons « sheens « o Bhenlofs M el [ £ PRE [ 7% 1006 grammes.
Chlorure mercurique. .o ..cov vt 1 grainme.
Acide acélique cristallisable................ .. ..., 08r,50

Il faut donner la préférence a la formule de Laplace, beaucoup
plus active :

Ealltors 5 oxorers « o romovie « afemer o - oETors + o orEOORe « - foReReeEs « oK 1000 grammes.
Chlorure mercurique..........c.oooon o ooiiiiaa.. { gramme.
Acide chlorhydrique.. ... il 5 grammes.

Cette solution sera couramment employée pour le lavage des
mains, des cloches, ete. En avoir plusieurs litres préparés d’avance.

2° La solution de sublimé acide est aussi utilisée pour stériliser la
surface culanée quand, sur le vivant, on veut faire des prélévements
de pus, de sang, ete. (Voy. p. 177). 1l faut avoir soin alors, la stéri-
lisation terminée, de débarrasserletégument de toute trace de 'an-
liseplique, au moyen de lavages a l'alcool, avant de faire le préle-
vemenl, sans quoi lesrésultats des cultures seraient négalifs.

3° On ulilise encore les antisepliques quand on se propose d’em-
pecher la pullulation des germes dans un liquide filtré et ne devant
plus~ervir de milieu de culture: on ajoute alors une petite quantité
d'un anliseptique dépourvu d’action chimique sur les éléments que
contient le liquide, par exemple de I'acide thymique, du camphre.

& Enfin, on stérilise quelquefois a 'aide d'un anliseptique une
culture dont on veut séparer les produits de séerétion des microbes.

On emploie alors des anliseptiques volalils dont on pourra
ensuile facilement débarrascr le liquide par évaporation, tels que
chloroforme, essence de moutarde, elc.



CHAPITRE 1I
MILIECX DE CULTURE

La culture des microbes constitue un des chapitres les plus im-
portants de la technique bactériologique.

Les microbes, comme toutes les cellules vivantes, renferment de
la matiére organique azotée, de la matiére non azotée et des sels
minéraux. 1l faudra donc leur fournir ces trois catégories de sub-
stances. De plus, toute cellule respire : les microbes ont besoin
d’oxygeéne.

Mais, tandis que certains microbes, les aérobies, sont susceptibles,
comme les étres supérieurs, d'utiliser I'oxygéne gazeux lel qu'il se
trouve dans l'air, les autres, ou anaérobies, ne peuvent se développer
au contact de I'oxygéne libre et empruntent ce corps & une de ses
combinaisons qu'ils décomposent & mesure de leurs besoins.

A ces deux catégories de microbes correspondent des modes de
culture fort différents; les aérobies doivent étre cultivés dans des
vases permettant le libre accés de 'air ; les anaérobies, au contraire,
ne se développent que si on les préserve du contact de l'air, en les
cultivant, soit dans le vide, soit en présence d’'un gaz inerte.

Quoi qu’il en soit, les milieux de culture sont les mémes pour ces
deux sortes de microorganismes et doivent toujours contenir des
maliéres azotées, des éléments ternaires et des sels. Beaucoup de
microbes sont susceptibles de décomposer les combinaisons miné-
rales de l'azote (azotates, etc.) et de transformer 1'azote de ces sels
en azote organique : dans un certain nombre de cas, on pourra cul-
tiver les microbes dans des milieux purement minéraux auxquels
on aura eu soin d’ajouter une petite quantité d'un hydrocarboné, de
sucre par exemple.

Les substances nécessaires a la vie des microorganismes peuvent
&tre fournies par des macérations, des bouillons de tissus animaux,
des infusions végétales, ou enfin des solutions salines additionnées
d'un hydrocarboné. Les milieux de culture peuvent étre solides ou
liquides.
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Régles générales. — Tout milieu de culture doit :

1o Contenir les substances nécessaires au développement du mi-
crobe qu'on y ensemencera;

20 Avoir été préalablement stérilisé ;

30 [tre contenu dans des vases qui le mettent a I'abri de toute
contamination par les germes extérieurs.

Vases de culture. — lls sont trés variés; nous les décrirons &
mesure que nous en ferons usage; nous nous contenterons pour le
moment de signaler les modéles les plus utilisés pour la culture des
aérobies.

1° Les tubes @ essai ordinaires, mais sans rebord & l'orifice, sont
d'un usage constant. Ces tubes seront bouchés
a 'ouate, comme nous l'avons expliqué plus
haut.

20 Les matruas Pasteur, petites fioles d’une
contenance de 30 & 30 grammes, sont aussi
tres employés. Ces matras sont d’ordinaire

Fig. 20, — Tube pour culture Fig. 21. — Matras Pasteur.
bouch¢ a I'ouate.

bouchés au moyen d'un bouchon tubulaire en verre, cmibrassant leur
col rodé & I'émeri, et muni d’'une cheminée ¢troite portant un
tampon d’ouate. Ce mode de [ermeture protége trés efficacement le
conlenu du ballon contre les diverses causes de souillure, mais il a
I'inconvénient d'étre trés fragile : le bouchon de verre éclate sou-
vent quand on le flainbe avant d’ouvrir le matras.

I1 est préférable de coiffer simplement 'orifice du matras avec un



MILIEUX LITQUIDES. T

petit capuchon de papier filtre (rouler une petite bande de papier
filtre autour du col et en tortiller sur elle-méme la partie supérieure),
ou plus simplement encore de boucher ce< flacons a I'ouate comme
les tubes & essai.

Capuchons de cacutchouc. — Le houchon d’ouate ne préserve pas
le contenu des tubes de l'évaporatlion; pour conserver certains
milieux solides, tels que sérum, gélose, pomme de terre, etc., on
devra empécher cette évaporation en coiffant les tubes, préalable-
ment houcliés & I'ouate, avec un capuchon de caoutchouc. Mais ces.
capuchons maintiennent 'ouate humide : il faut les stériliser avant
leur application, sans quoi les germes qu'ils apporteraient finiraient
par traverser l'ouate humide et souilleraient le contenu des tubes.
On les stérilise a l'autoclave & 113c ou en les trempant dans le
sublimé acide.

1l est encore plus simple, pour conserver les cultures de collection,
de tremper l'extrémité des tubes bouchés a 1'ouate dans de la paraf-
fine fondue.

Passons maintenant a la préparation des milieux de culture.

I. — MILIEUX LIQUIDES.
A. — MILIEUX ANIMAUX.

Ils sont Llrés variés; nous décrirons les principaux en prenant
comme type le bouillon de beeuf peptonisé, le plus fréquemment
employé.

BOUILLON DE BGEUF PEPTONISE.

Ce milieu est d'un usage fréquent; dans le cours de cet ouvrage
nous le désignerons par le simple mot bouillon.

Pyéparation. — 1° Prendre 500 grammes de viande de beeuf,
maigre, privée de tendons et d'aponévroses ; lahacher menue, la faire
macérer pendant quelques heures dans 1000 grammes d'eau froide.

20 Cuire le tout a feu doux dans une casserole émaillée, remuer
constamment avec une spatule. Porter lentement a I'ébullition et
prolonger celle-ci pendant dix minutes.

3o Jeter sur un torchon épais et propre, exprimer fortement le
résidu, recueillir le liquide qui s'écoule et le fillrer chaud sur un
filtre en papier épais (Chardin ou Prat-Dumas) et mouillé afin de
retenir la graisse.

4° Verser le bouillon filtré dans une casserole émaillée, y ajouter:

Peplone séche (Chapoleaut ou Witte). 10 geammes, soit 1 p. 100 de Yeau employ Ce.

Selmarin......ooooiiiiiiiie 5 - soit 0,5 p. 100 =
Dhosphate de soude............... Une pincée (environ 1 gramme:.
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Porler a I'ébullition en agitant pour assurer la dissolution de la
peptone.

50 Le liquide obtenu est fortement acide; il faut le neutraliser,
les bactéries se développant de préférence en milieu neutre ou
légérement alcalin.

Pour cela, employer une solution de soude a 1/10, dont on verse,
avec une pipette, de petites quantités dans le bouillon en ayant
soin de vérifier frequemment, avec le papier de tournesol, la réac-
tion du liquide. On cesse d’ajouter de la soude dés que le papier
rouge est trés légérement bleui par une goutte de bouillon porté a
son contact avec un agitateur en verre. L’alcalinité doit étre trés peu
prononcée.

Ce temps est le plus délicat de la préparation du bouillon; la quantité
d’alcali & ajouter varie beaucoup avec les différentes viandes; aussi ne
peut-on procéder que par titonnements. Ajouter trés lentement la solution
de soude, remuer avec soin la masse & chaque nouvelle addition. Quand
on approche de la neutralisation, essayer le bouillon ala fois avec un
papier rcuge et un papier bleu de tournesol; il arrive un moment ou une
goutte de liquide ne fait virer aucun de ces deux papiers; il suffira alors
d’ajouter une trés petite quantité de soude pour avoir une alcalinité
suffisante.

6° Le bouillon alcalinisé est versé dans un matras en verre, ou
mieux dans une boite a lait en tdéle émaillée, du modéle univer-
sellement répandu, et on le porte a I'autoclave a 115¢-117¢ pendant
cinq minutes. Le liquide se trouble et il se précipite des grumeaux
de phosphates terreux.

Le liquide retiré de 'autoclave est jeté chaud sur un filtre Chardin
mouillé : les grumeaux sont retenus et le filtrat doit étre absolument
limpide.

Cette opération a pour but de débarrasser le bouillon de cet exces de

phosphates terreux: si on omettait de la pratiquer, le bouillon se troublerait
lors de la stérilisation.

7° Le liquide limpide obtenu esi ramené au volume de 1000 cen-
timétres cubes par addition d’eau distillée.

8° Le bouillon est alors terminé ; il ne reste plus qu'a 'enfermer
dans les vases de culture et a le stériliser.

a. 8i on veul conserver le bouillon pour s’en servir plus tard seu-
lement, on peut le verser pour la stérilisation dans un grand ma-
tras fermé a I'ouate ou dont on étire le col 3 la lampe. Au moment

du besoin, on répartira le liquide nutrilif dans les vases de culture
suivant le procédé indiqué page 0.
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b. Mieux vaut répartir immédiatement le bouillon dans les vases
de culture.

Pour cela, on prend des tubes & essai ou des matras Pasteur; on
verse 10 4 15 centimétres cubes de bouillon par tube ou 25 centi-
metres par matras. 1l faul dans celle opération se servir d'un petit
entonnoir de verre pour ne pas mouiller l'orifice des tubes; le
bouillon desséché au contacl du bouchon d’ouate ferait adhérer ce
bouchon et on ne pourrait par la suile ouvrir le tube que difficile-
ment ; cette précaution est encore plus imporlante quand on a af-
faire & une substance solidifiable comme la gélose ou la gélatine.

Fermer les tubes ou flacons a l'ouate.

Porter ensuite les vases a l'autoclave dans un panier en toile
métallique et stériliser & 115¢ pendant vingl minutes, en ayanl soin
de ne pas dépasser cetle température et d’observer les régles
exposées au chapitre 1 (1).

BOUILLON DE VEAU.

Opérer comme ci-dessus en remplacant la viande de baeuf par
500 grammes de viande maigre de veau.

BOUILLON DE POULE.

Se prépare comme les précédents, mais avec 500 grammes de chair
musculaire de poule; rejeter avec soin la peau, les tendons, les os,
sans quoi le bouillon serait de consistance gélatineuse.

EAU DE VIANDE.

1 Prendre 500 grammes de viande maigre de beeuf, hachée. Verser
dessus 1000 grammes d'eau. Mettre a la glaciére pendant une
nuit.

20 Le lendemain agiter le mélange, le passer sur un torchon,
exprimer avec soin le résidu. Filtrer au papier Chardin le liquide
obtenu.

3o Porter le filtrat a 1'ébullition aprés l'avoir additionné de
5 gramines de sel marin.

40 Alealiniser comme il a ¢té dit pour le bouillon peptonisé.

50 Porter a 'autoclave a 115--117¢ pendant cinq minutes.

6 Filtrer a chaud sur un filtre Chardin mouillé.

(1) Quelquefois, au sorlir de I'auloelave, le bouillon présente un trés léger louche qui dispa-
rail par le refroidissement.
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7o Ramenecr 4 1000 centimétres cubes par addition d'eau distillée.
8° Répartir dans des tubes et stériliser a 145¢.

BOUILLON AU LIEBIG.

1o Dissoudre a feu doux 5 grammes d’extrait de viande Liebig
dans 1000 grammes d’eau. Alcaliniser si I3esoin.
20 Porter a l'autoclave a 115-117° pendant cinq minutes. Filtrer a

chaud sur un filtre mouillé.
3° Répartir en tubes, stériliser a 115«

Ce milieu peut étre additionné de 10 grammes de peptone Chapoteaut et
-de 5 grammes de sel marin. Ajouter ces substances avant l'alcalinisation.

BOUILLON AU CiBILS.

Opérer comme pour le précédent en remplacant le Liebig par
20 grammes d'extrait de Cibils.

Ce milieu, comme les précédents, est surtout employé dans les
laboratoires allemands.

SOLUTION DE PEPTONE DE KOCH.

1o Dissoudre a chaud dans 1000 grammes d'eau 10 grammes de
peptone Witte ou Chapoteaut et 5 grammes de ~el marin.

Ne pas alcaliniser, la peptone étant suffisamment alcaline.
20 Porter a I'ébullition. Filtrer.

Répartir en tubes ou en ballons Pasteur. Stériliser a 11i¢.

PEPTO-GELO-SEL DE METCHNIKOFF.
1° Dissoudre a chaud dans 1000 grammes d’eau :

Peptone (Chapoteaut ou Vitle)
Sel marin

2° Alcaliniser trés légérement avec la solution de soude au 1/10.

3° Porter cinq minutes & l'autoclave a 115¢. Filtrer sur papier
-Chardin.

4° Répartir; stériliser a 1135¢

BOUILLON DE PEPTONE DE MIQUEL.
1° Faire dissoudre a feu doux dans un litre d’eau :

Peptone Chapoteaut

2 9
Sel marin ) GEATIS.
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2% Ajouter 057,10 de cendres de hois. Faire houillir. Filtrer au
‘Chardin.

3 Le liquide est d’ordinaire fortement alcalin; le neutraliser avec
une solution d'acide tartrique ajoutée trés prudemment en sur-
veillant la réaction a I'aide du papier de tournesol.

4° Faire bouillir pendant cing minutes. Filtrer. Ramener a
1000 centimétres cubes.

3¢ Répartir en tubes; stériliser a 115¢.

BOUILLON DE THYMUS (BRIEGER)-

1° Recueillir aussitot aprés la mort des animaux deux ou trois thy-
mus de veau; les hacher menu et ajouter 4 la pulpe obtenue un
poids égal d’eau distillée. Mcler, laisser macérer douze heures.

2e Jiltrer sur une gaze, exprimer le résidu. La sérosité trouble et
visqueuse obtenue est additionnée de son poids d’eau.

3° Au liquide ajouler une solution de carbonate de soude a 1/10
jusqu'a réaction faiblement alcaline.

4° Porter 4 100¢ pendant quinze minutes dans I'autoclave ou la
marmite de Koch (une température supérieure altérerait le milieu).

Filtrer sur un linge fin.

50 Répartir en tubes préalablement flambés au four Pasteur.

Stériliser & 100¢ pendant quinze minutes et recommencer la stéri-
lisation le lendemain.

Certains microbes, tels que le V. du choléra, ne se développent bien dans
ce milieu que si on a soin, au moment de l'utiliser, d’'ajouter 5 & 6 volumes
d’eau stérile au contenu des tubes.

BOUILLON GLYCERINE.

Au bouillon de beeul peptonisé on ajoute, au temps 7 de la prépa-
ralion, avant la répartition en tubes, 5 p. 100, soit 50 grammes par
litre de glycérine pure.

Ce bouillon peut encore étre préparé avec le bouillon glucosé
obtenu comme il est dit ci-dessous.

BOUILLONS SUCRES.

Au bouillon de bheeuf on ajoute, au temnps +, en méme temps que
la peptone et le sel :

Glucose......o.uu.. 234 p. 100.......0.e Bouillon glucosé.

ou
LaclosC eeurevaneinns — iiieeeiaee -_ lactosé.
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ou . .
Mannile. .. oovnanns 24 4p.100... ... Bouillon mannité.

ou 2
Sucre de canne...... == el —_ sucré.

Terminer 1’opération comme pour le bouillon ordinaire.

BOUILLON CARBONATE.

On prépare un bouillon sucré, lactosé, mannité ou glucosé, auquel
on ajoute avant la répartition en tubes (temps 7) 2 p. 100 de carbo-
nate de chaux.

Le bouillon lactos¢-carbonaté est le pfus ordinairement employé. Quand on
cultive dans ces bouillons un microbe attagquant les sucres, les acides pro-
duits par la fermentation mettent en liberté I'acide carbonique du sel de
chaux et i1l se manifeste dans le tube une vive effervescence.

LAIT.

Le lait peut étre utilisé de plusieurs facons comme milieu de culture:

A. — Réparlir du lait frais, de réaction alcaline, dans des tubes a
essai (15 a 20 centimétres par tube).

Boucher a I'ouate.

Stériliser vingt minutes a 115°-

Ce procédé est de beaucoup le plus simple; il suffit pour la grande
majorité des recherches; c’est celui que nous emploierons d’ordi-
naire au cours de cet ouvrage.

B. — On peul se proposer d'éviter au lait la stérilisation a 115¢,
cette température modifiant légérement les qualités du liquide.

Dans ce cas, aprés avoir lavé soigneusement le pis de la vache et
s'étre asepsi¢ les mains, l'opérateur recueille le lait, & mesure qu'il
sort du pis sous l'influence de ld traite, dans les ballons stérilisés.

Les ballons sont remplis aux trois quarts, fermés a la lampe et
chauflés pendant huit jours au bain-marie entre 60° et 65°, comme
il est dit page 13.

La stérilisation terminée, le lait peut étre réparti dans des tubes
flambés, comme il sera dit & propos du sérum (p. 45).

(. — Duclaux a recommandé le procédé suivant, d’exécution déli-
cate, mais qui permet d’obtenir du lait stérile sans avoir recours au
chauffage :

1e Préparer des tubes & essai, boucher a 'ouate et flamber au four
Pasteur;

2° Le pis de la vache est lavé et brossé au savon, rincé a l'eau
stérile; les mains de I'opérateur sont asepsiées;
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3° On commence la traite, les premiers jets de lait en s'écoulant
lavent la paroi des canaux excréteurs ;

k> Au bout d’'un instant de traite, un aide flambe I'orifice d’un
tube stérile, en retire le houchon d’ouale ct présente cel orifice au
Jet dulait qui sort du trayon. Le tube doit étre présenté (rés prés du
trayon, sans le toucher cependant. Le tube étant a moilié plein,
l'aide replace le bouchon d’ouate ;

5 Préparer ainsi un certain nombre de tubes et les meltre en
observation pendant quarante-huit heures a I'éluve a 30 avant de les
utiliser. Malgré toutes les précautions prises un certain nombre de
cex tubes sont toujours contaminés ; rejeter tout tube dont le lait se
coagule, ou dans le contenu duquel I’examen microscopique mon-
trerait la présence ‘de bactérics.

URINE.

L'urine a été trés employée comme milieu de culture, au début des
recherches baclériologiques; son emploi est & peu pres délaissé
aujourd’hui.

A. — 1° De I'urine (raiche cst portée a I'ébullition;

20 5i la réaction est devenue fortement alcaline par I'¢hullition, on
ajoute un peu d'une solution d’acide larlrique, sous le controle du
papier de tournesol ;

3¢ Filtrer, répartir en tubes, stériliser & 115¢.

Ce procédé modifie sensiblement la composition de l'urine, 'urée
en solution étant altérée par la tempcralure de I'ébullition.

BB. — Ce second procédé, plus compliqué que le précédent, donne
immédiatement de l'urine stérile sans chauffage :

1° On prend une sonde de caoutchouc rouge, on en coiffe I'extré-
milé supérieure avec un capuchon de papier filtré, puis on enveloppe
avec soin la sonde dans plusieurs doubles de papier el on la slévilise
a 115¢ pendanl vingl minules. Le paquel sorli de l'autoclave est
séché rapidement dans une ¢luve séche

20 Un homme ¢lant dans le décubitus dorsal on lave avec soin le
gland et le méat avec une solution de sublimé au millicme, on exsuie
avec une compresse stérilisée & 'autoclave, puis on entoure la verge
avee une compresse ¢galement stérilisée. Les mains de Topérateur
sont asepsiées ;

3° Le papier qui enveloppe la sonde est déplié, la sonde est saisie
par son extrémit¢ supérieure et on trempe dans de I'huile stérilisée
a 115¢ son extrémilé inférieure;

4° La sonde, reposée sur son papier d'enveloppe, est approchée du

Besson. — Technique microbiologique. 3
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méat; la main droile de Fopiraleur la saixil vers sa parlic moyenne
el l'engage dans le méal; la sonde es! poussée dans le canal, son
ex(rémité supéricure glis<ant sur le papier que maintient un aide ;

50 Anx approclies de la vessie 'opéraleur serre fortenient la sonde
entre le pouce et I'index, puix le sphincter est franchi;

6 L'aide flamble 1e ¢ol d'une tiole préalablement flambée au four,
en enléve le houchon douale, puis en présente Uorilice a Fextrémité
de la ~onde dont il a 61¢ e capuehon e papier;

7o L'opérateur desserre les doigls el I'urine s'écoule dans le flacon;
celui-ci ¢lant aux trois quarts plein, I'opéraleur arréte la sortie de
I'urine en comprimanl la sonde, I'aide flambe le col de la fiole et y
replace le tlampon d'ouate qu'il a lenu de la main gauche pendant
le remplissage;

8° L'urine esl répartie en tubes par le procédd indiqué & propos du
sérum (p. #6). Ces Lubes sont mis en ohservalion & 1'étuve a 30° pen-
dant (renle-six & quarante-huil heures, on rejetlerail ceux dont le
contenu aurail troublé.

SERUM.

Le s¢rum, obtenu par la coagulation sponlanée du sang ou prove-
nanl des épanchenments pleuréliques, est quelquelois employé comme
milicu de culture liquide, mais il est beaucoup plus souvenl ulilisé
apres solidilicalion par Paction de la chaleur.

Nous étindierons la technique de la préparalion du sérum a propos
des milieux ~olides.

B. — MILIEUX VEGETAUX.

Lesinlusionsvégétalessont peu fréquemment utilisées en lechnique
microbiologique ; nous ne citerons que les principales d'entre elles.

EAU DE LEVURE.

a. Délayer 100 gramines de levure daus (000 crammes d’eau;
porter a I'éhullition ; filtrer au papier Chardin.

Le filtrat Itgerement acide exl réparti en tubes ou matras Pasteur
el stérilise a 115e,

b On peul alcaliniser légérement I'eau de levure | ajouter alors
avee précaution de la =olution de soude au dixiéme avant de filtrer
le liquide.

. Onpeut, avani la filtration, additionner'eau de levure de i p. 100
de xucre, ce qui augmente ses proprictés nulritjves.
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. Dans le cas oti l¢ liquide resterail louchie apresla filtration on v
ajouleraitl un peud'acide phosphorique officinal (1), puis de I'eau de
chaux en quantilé suffisanle pour ramencr a une réaclion faiblement
alcaline. Porler alors cing minules a 415¢-116¢. Filtrer. Répartir en
Lubes. Stériliser a f15¢

EAU DE MALT.

1o 100 grammes d'orge germée (malt; sonl broyés, puis délaycs
dans 1000 grammes d'cau;

20 Mainlenir pendaul une heure le mélange & 550-58 @ la dinstase
transforme 'amidon en maltose ¢l on oblient un véritable mori, de
biére (ne pas dépasser 58¢ dans celle préparation, sans quoi la dias-
lase seraif délruite);

3¢ Porter ensuile a I'ébullilion. Filtrer sur papier Chardin;

40 Répartiv; stértliser a 115e

EAU DE TOURAILLONS.

Lex touraillons sont conxlitués par les plantules de l'orge germée.

Dans 1000 gcrammes d’eau, faire macérer & une douce chaleur pen-
danl une a deux heures 100 granmmes de ltouraillons. Porter ensuile
a I'¢bhullition. Filtrer. Répartir. Stéviliser & 1 05r

INFUSION DE FOIN.

lfaire macérer pendant une heure ou deux 15 a 20 grammes de
foin coupé menu dans 1000 grammes d'cau. Porler i I'ébullition pen-
daul quelques minules ; Gltrer, vépartiv, stéviliser a $15¢,

Celle infusion, légérement acide, pourrait ¢tre nentralisée selon
les régles ordinaires.

INFUSION DE PAILLE.
Méme préparalion que la précédente en remplacant e foin par
une méme quantité de paille.
INFUSION DE POMMES DE TERRE.

U'ne pomuic de lerve esl épluchée, puis rapée; 208 30 grammes de
la pulpe sont délayés dansun litre d'eau; laisser en contact pendant
trois ou qualre hieures; décanter, porter le liquide a 'ébullition ;
filtrer; répartiv en Lubes; stéviliser,

(1) Lacide phosphorique officinal, de densité de 1,319, renferme 36s7,1 d'acide anbydre
p. 100.
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L’infusion, souvent acide, peut étre neutralisée comme d'ordi-
naire.

DECOCTION DE FRUITS SECS.

Les décoctions de pruneaux et de raisins secs sont ultilisées pour
la culture des moisissures :

1o Mettre environ 50 a 100 grammes de fruits secs a macérer dans
1000 grammes d’eau, puis les faire cuire dans cette eau;

20 PPasser au tamis grossier;

3¢ Porter le liquide a I'ébullition ; filtrer ;

40 Répartir; stériliser a 115¢

Le liquide obtenu est légérement acide; il convient tel quel pour
la culture des moisissures; dans les autres cas le neutraliser avec
la solution de soude avant de le porter a I’ébullition (temps 3).

VIN.

Trés employé par Pasteur au début de ses recherches ; n'est guére
utilisé aujourd'hui. Avant de le stériliser, le neutraliser ou l'alcali-
niser légérement avecla solution de soude selon les régles ordinaires.

C. — MILIEUX ARTIFICIELS.

Ces milieux ne sont pas employés dans la pratique courante; ils
ont été ulilisés pour étudier certains points de la biologie des micro-

organismes.
Les plus connus sont les suivants :

LIQUIDE DE PASTEUR.

Eatte oerhl om0 mnn ..o 06 L o BER . EREERY 100 grammes.
Suerefcandizw. . swopre. « - o « TR SETTREE: - M. G 10 —
Carbonate d’'ammoniaque. ....,., o e . — - 1 B
Cendres de lessive............. ..o it v, 1 —-

Faire bouillir, filtrer, répartir, stériliser.
La rcaction en est alcaline.

LIQUIDE DE COHN,

'Eau distillde,...ooooiiiiiiiiiiniiiiiii i 100 grammes
Tartrate d'ammoniaque.......o...oiiiiiuiin.,.. .. 1
Phosphate de potasse......ovvuiiiin i, 0sr,5
Sulfate de magnésie...........ooviiiiiiiiiun..,. Os”5
Phosphate tricaleique............................ Os"’;

o0 L]

Méme préparation. liéaction alcaline.
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LIQUIDE DE NAEGELLI

Fau........... ... L
Tarlratc d'ammoniaque...................... ..., 10(1)2 gl‘af_n_meﬁ-
Phosphate de potasse....................... .. ... 1 —
Sulfate de magnésie............................. 0sr,2
Chlorure de calcium.............................. 0sr, 12
Méme préparation que précédemment.

LIQUIDE DE RAULIN.
EaU errrmuegre 1o s e e R e - (Rl EREEEE 1500 grammes.
Sucre candi........... ..ol i, 70 —
Acide tartrique........... ... .. L. i -
Nitrate d'ammoniaque........................... . 4 —
Phosphate d'ammoniaque. ........................ 08", 6
Carbonate de potasse.....................cou..... 07,6
Carbonate de magnésie..................... O A ter, %
Sulfate d'ammoniaque............................ 0er,25
Sulfatede zinc..................... ... 0sF.07
Sulate de fer..............oooiiiiiiiiiiia.. 087,07
Silicate de potasse...............cioiiiiin. L. 057,07

Réaction acide. — A servi aux célébres recherches sur I'Asper-
gillus niger.

II. — MILIEUX SOLIDES.

Les milieux solides ont été introduitls dans la technique par Schree-
ter et surtout par Koch. Les plus utilisés sonl les milieux transpa-
rents obtenus en ajoutanl au bhouillon de viande des subslances
susceptibles de le solidifiera la température ordinaire; puis viennent
les albumines solidifiées par la chaleur (sérum, ecuf, elc.), la viande
el enfin cerlaines préparations végétales,

A. — MILIEUX A BASE DE GELATINE.

Les milicux & bhase de gélatine sont trés employés, on en prépare
plusieurs sortes.

Régles générales. — 1° Se servir de gélaline extra-tine, de marque
francaise, qui se trouve dans le commerce e¢n minces plaques qua-
drillées pesant environ 2 v, 50. Si P'on employail la gélaline
commune, celle-ci perdant la propriéié¢ de se soliditicr quand clle
a ¢té porlé a 102-108°, on secrail fored de stéviliser le milieu a 100¢,
ce qui complique les manipulations.

20 La gélaline est fvés acide : il faul neulraliser le milieu aprés
I'addition de cellie substance, mais avoir soin de s'arréler 4 une
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réaction neatre ou s faiblement alcaline, la gélatine e se ~olidi-
fiant plux quand elle a ¢(¢ chauffée au conlacl d'un alcali.

10 Les milieux a baxe de gélatine se liquiliant & 4 257, v peuvenl
convenir qite pour culliver les microbesicne température ne dé-
passanl pic 2008 23°

GELATINE ORDINAIRE.

Procédé recommandé. — Cest ce produil que noux désigne-
rons dorénavanl par le mol gelatine.

Opéeer de méme facon que pour la préparation du bouillon,

jo, 20 ¢l 30 Metlre 500 grammes de viande maigre de bauf daie
1000 grananes d'eau — cuive — exprimer — fillree claud.

'\ e bouillon ajouler:

Peptone Chapoteaut ou Watte .. ..o 10 griummes,

Sel marin, . ...oon Bt iB® shrse B -
I'hospliale de sonde. oo iee e Une pincée.
Gelaline extra, .o L e e B0 120 grammes.

Suivant la saison il faut varier la quantité de gélatioe; en hiver une
gelée & 8 p. 100 suffit (80 grammes), en ¢té il faut atteindre 10 & 12 p. 100
(soit 120 grammes).

Chauller Ie (out & feu doux dans une casserole émaillée en agitanl
corslamment pour empécher la gélaline de prendre au fond; faire
bouillir pendanl emviron deuy minules.

50 Le liquide oblenu est Lrés acide; y ajouler de la solution de
soude avee prudence, en vérifiant & chaque inslant la réaction a
l'aide du papicr de lournesol. — Se condenter de la neutralisation
ou d'une (res Iégere alealinisalion.

6° Porter dans une boile a lait & T'autoclave & 113 pendant cing
minules; les phosphales (errenx se précipilent.

7° Au soclir de Tauloclave, jeler le liguide chaud sur un filtre
Ghardin mouillé el dizposé sur un entonnoir @ filtration chaude: la
filtration doit avoir licu i chaud, sans quoi la gélatine se prendrail
en masse el ne lraverserail par le filtre.

Entonnoir a filtration chaude. — C'est un entonnoir en cuivre monté sur
picds (fig. 22 et dans lequel on place un second entonnoir de verre dontla
douille s’engage dans eelle de I'entonnoir métallique qu’elle obture com-
pletement au moyen d'un bouchoa ; piar un petit tube latéral on verse de
I'eau dans I'espace compris entre les deux parois; on chauffe appareil en
placant un bec de Bunsen sous un appendice que porte la. partic inférieure
de T'entonnoir métallique Ne pas atteindre la températurre d’ébullition,

sans quoi il se produirait des peojections par le tube de remplissage.
Chaufler I'entonnoir avant que d'y verser la gelatine.
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I (?xiste plusieurs modéles de ces appareils, une wodification lieureuse
consiste i utiliser un entonnoir 4 double patoi métallique et . ns lequet
un pose sinplement Pentonnoir de
verre.

On peut encore, plus simplement,
placer le filtre sur un entonnoir ¢
verre dispos¢é sur un matias 4 fond
plat; le tout est placé dans I'autoclave
dont on porte l'eau a Pebullition, la
filtration se fait tr¢s bieu dans ces
conditions.

8° Au sortir du filtre 1o liguide
est recueilli dans un vase a satn-
ralion el inmédiatement réparti
— avanl qu’il suil <oliditié — dans
des tubes & essais (10 & 15 centi-
meétres cubes par tube).

Iaire toujours celle répartition
a Paide d'un petit entonnoir de
verre, poar ne pas déposer de
gélatine sur Forilice des  tnhes,
ainsi que nous 'avons eapliqué
page 29.

Le milieu doit ¢tre parlaiteinent Mee 0, = Hotonnoir & filtialion. wlinude.
clair.

9° Boucher les tubes & l'ouate; stériliser & 112-115¢ pendant vingl
minules =aus dépasser la limile extréme de 115¢

GELATINE AU LIEBIG.
»

te Dissoudre % grammes de Liebig dans 1000 grammes d'eau
(ajouter faleutativement 10 grammes de peptone el 5 granmes de
sel marin), puis faive fondre dans le liquide 100 grammes de géla-
tine; faire bouilliv pendant deux 3 lrois niinules,

2» Neutraliser,

30 Chaufler & 115 Filtrer. (

4° Répartir; stériliser. )

lonune il a G(¢dit plos haut.

RAISIN-GELATINE.
1o Faire. en observant les regles exposcées page 36, une décoction
de 250 granumes de raisins sees dans 1000 grammes d'ean.
20 Apresdiltvation, ajouter 100 grammes de gélatine el e pincée
de phosphate de souwde, faire bouillir deus & trois minntes,
3o Nentraliser,
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40 Chauffer a 115¢; filtrer a chaud.
5e lépartir, stériliser.

GELATINE DE BUCHNER.

1o Dissoudre & chaud dans 1000 gramines d’eau :

Gélaline exbra. .. .c.ooonevni i 100 grammes.
Sucre de CaANNE. ..o vvueurn pia e e e e 20 —-
Extrait de Liebig............ovviiiiii e B -
Peptone siche.. ........... | W ey 5 —

2¢ Ajouter a la dissolution:

Phosphate tricaleique......... ..... e Tkl 5 grammes.

3¢ Faire bouillir quelques minules; porfer a 115 filtrer et ter-
miner comme d'ordinaire.

GELEE DE POMMES DE TERRE (D'APRES ELSNER).

1° Prendre 00 grammes de pommes de terre, les peler, les raper.

20 Faire macérer la pulpe obtenue dans un litre d'eau pendant
lrois & qualre heures,

30 Tamiser; laisser reposer une nuit. Décanter.

& Ramener le volume a 1000 centimétres cubes ; y dissoudre a
fou doux 15 a 20 p. 100 (150 & 200 grammes) de gélatine. Faire
bouillir quelques minutes.

5o Au liquide Ires acide ajouter de la =olution de soude jusqu'a
réaction faiblement, mais encore nettement ureide.

o» Chauffer a 115¢, cing minutes. Filtrer a chaud.

70 Réparlir, s(Criliser & 112°-115¢

B. — MILIEUX A BASE DE GELOSE.

La gélose ou ayar-ayar ¢sl une algue de 'océan Indien et <e trouve
dans le commerce sous forme de lames librillaires s¢cles.

Celle subslancea la propriété de former avee 'eau, par la cuisson,
des gelées résistanles pouvan( supporler, sans se liquélier, les (em-
peralures inférieures i —+ 60¢

La gélose sera done substilute a la gélaline toules les fois qu'on
désirera obtenii un milieu sulide pouvan! supporter des lempéra-
fures supéricures a + 24°

L préparation des milieux gélosés se trouve rendue laborieuse
par ce fail que T'agar-agar forme avee I'eau une gelce épaisse, se
prenant facilemen( en masse, tres difticile a filiver.
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On lourne celte difficulté en modifiant les propriétés de la gélose
par une cuisson prolongée ou par des procédés chimiques (action
des acides).

De plus les gelées d'agar-agar seraicnt toujours (roubles si on
n’avail soin de les clarifier au moyen de I'albumine elles restent
néanmoins légérement opalescentes.

GELOSE ORDINAIRE-

Procédé recommandé. — (Uest le produil oblenu par ce pro-
cédé que nous aurons en vue chaque fois qu’au cours de cel ouvrage
nous parlerons de gélose.

1° Préparer comme il a ¢(¢ dil page 27 un bouillon de viande
peplonisé, s’arréler au temps b inclus,

2° Ajouter alors a ce houillon 15 & 20 grammes d’agar-
agar (1,5 a 2 p. 100). T

Cet agar doil avoir préalabletnent trempé dans I'eau froide
pendant une heure ou deux, puis avoir élé exprimé dans I
un linge. b P

3° Le mélange est porlé a100° dans une casserole ¢mail- | - \
léc el el maintenu & celle température, en ayant xoin de [
remuer conslamment pendant le lemps nécessaire a la dis- b 8
solution de I'agar (environ trente minules). .t

4° Verifier la réactlion du liquide, réaction qui doil tou- A
jours ¢lre neutre ou faiblement alealine (la gélose se trans- }
forme ¢n sucre quand elle ex( chauffée en milieu acide).

50 Laisser refroidir a5 a 60 el ajouler un blane d'wuf |
délayé el battu dans 100 grammes d’eau. Bien mélanger le
toul.

6° Porter le mélange a l'auloclave a 120° pendant au
moins une lieure.

L’albumine coagulée forme un magma qui enlraine les
impuretés.

7° An sortir de l'auloclave jeter e liquide sur un filtre en
papier Chardin mouillé ¢l placé danx Fentonnoir i filtra-
tion chande; couvrir I'entonnoir avee une plaque de verre,

8° A mesnure que le liquide fillvé s'éeoule de Fentonnoir . 25
le recucillir dans un vuse & saluration préalablement :‘“I"’)‘W‘:]‘
chau(fé ot le répartir aus=itot dans des (ubes. Opérer (rés (e
rapidenient pour éviter Ia solidification: e <ervird'un en-
tonnoir ponr laire la répartition afin de ne pax mouiller Poritice des
tubes. Verser 8 & 10 cenlimetres cubes par tube.
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G0 Stérilisera 41150 pendant vingt minules. Pendant que les (ubes
sont encore chauds, les disposer surun plan ineliné afin que la gélose
~¢ solidifie en surface oblique; laisser les (ubes environ (renle-
~ix lieures dans cetle position.

Pour que la mince couche de gélose ne se détache pas de la paroi du
tube, quand on place celui-ci verticalement, on a recommand¢ d’ajouter au
imilieu une petite quantité de gomme arabique dissoute dans I'-au; nous
déconscillons cette pratique qui communique toujours au milieu un trouble
assez prounonce et qui est inutile; si on exccute de point en point le pro-
cidd qne nous indiquons on obtient une gélose suffisaniment adhérente.

Modificution. — Bien que le procédé ci-dessus donne d’excellents
résultats om rend la fillration cucore plus facile en usant de Iartifice
snivant :

Lagar avanl d'é¢hre ajoulé au bouillon (lemps 2) ext mix a trem-
per pendant vingl-quatre heures dans une solution d'acide chlorhy-
drique a 6p. 100 (eaw, 5005 HCL, 305, Au bout de ce tempsonlavel’agar
a grande eau, puis on le couvre avee une solution d'ammoniaque
liquide a5 p. 100 (eau, 500; ammoniaque, 25 Apres quelques heures
de contaet laver 'agar i grande cau, exprimer dans un linge el con-
tinuer la préparation comme nous I'avons dil.

La geléeaussi obtenue est peu adhérente, aussi déconscillons-nous
I'emploi de cette moditication.

GELOSE DE MALM,
An bouilton de Liehig ou de Cibils (Voy. p. 301 on ajoute 2 p. 100

de gétose. Opérer comme pour la géloze ordinaire.

PEPTONE-AGAR.

1o [Faire un bouillon avee :

Ba0k, vy bl o0 Boon . Porrres . . rndRerribers 1000 grammes.
Ittt de Liebig. ... ... S + o T OIS+ T (TGRS 5 -—
Peplone.... oL SV [ — —— = 3 —
Suerede camme. .. oo e 20 —

Alealiniser légérement, st hesoin est.

2 Dissoudre dans le bouillon 15 grammes d’agar, comme il a élé
dit plus haut.

d° Terminer Popération comme pour la gélose ordinaire.

GELOSE GLYCERINEE.

Préparer un bouillon glyecérindé (p. 31)y ajouter 1,5 a 2p. 100 d’agar
et opérer comme d’ordinaire.
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GELOSE GLUCOSEE-GLYCERINEE.

Préparer un houillon glucosé (p 31); apres la (iltration ajouter
5 p. 100 de glycérine neutre el 5 4 2 p. 100 d"agar. Opérer comme
Cordinaire,

AGAR-GELATINE.

Ow arrive & préparer un milicu dont le point de fusion est conipris
entre ceny de la gélatine ¢f de la gélose en mélangeant ces deuy
substances; en été ce milien peul élre substitué avee avantage 4 la
gélatine; le préparer de la manicre suivanto :

1°° A 1000 crammes de bouillon ajouter :

Gélaline L0, .o S .. L. RD grammes.

Gélose... ...... ... ... D . iy b | A= .5 —
ou

Gélatine . S e oo e e B gramimies,

(Lot (e R e S . L T Y X —

Avoir soin de faire dissoudre d’abord la gélatine dans le bouillon,
de neutralizer et d'ajouter seulenient alors la gélose.,

20 Terminer Popération comme pour la gélose ordinaire, mais en
se contentant de chauffer & 1150

MOUSSE D’ISLANDE.

Certains auteurs out remnplacé Fagar par la niousse d'lslande
(Lichien crispus) ; cette substitution n'est pas a veconnnander.

C. — SERUM.

Le sérum esl le liquide qui se sépare par la coagulation du ~ang;
en Lechinique bactériologique on ulilise surtoul le sérum du boeut ef
celui du cheval,

Le séruin est employé, raremeut & I'élat liquide, plus souvent
coagulé par la chaleur.

La qualité capitale des milieux de culture au sérum est quiils
doivent conserver uue  (ransparence presque compléle, aussi ne
peul-ou les porter & une température élevée qui déterminerait leur
coagulation en inasse et les rendrail apaqnes : le sérum liquide ne
doit pag ¢tre exposé a plus de 56-58; e sérum solidifié  doit otre
coagulé aux envivonsde 707 pour conserver sa transparence.

Le séruin ne pourra done ¢lre stérvilisé par le< procédés ordinaires,
il faudra :
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A. — Le stériliser par la pasteurisation combinée a la tyndallisa-
tion (proccdé de Koch). 8

B. — Utiliser la propriélé qu'a le sang d'étre slérile dans orga
nisme sain, recueilliv co sang asepliquement el préparer le sérum
en le placant a I'abri de loule contamination. (Procédé de Roun et
Nocard.) ‘

A. Procédé de Koch. — Instrumentation. — Préparer d avance :

1> 3 a & crislallisoirs & cloche, composés de 2 cristallisoirs de

lig. 2%, — Cristallisoir & cloche.

2 litres environ de capacité s’'emboitant I'vn dans lautre (fig. 24).

Ces cristallisoirs enveloppés de papier sont stérilisés 4 180¢ dans
le four Pasleur en ayant soin de chauffer trés lentement pour ne pas
les briser,

2° Des malras répartiteurs de
Chamberland ; leslaver,lessécher
avec soin, fermer a la lampe l'ex-
trémité effilée, munir le tube B
d'un tampon de ouale placé au-
dessus de l'étranglement (lig. 25);
slériliser & 180¢

3° Des ballons 4 long col de
contenance de 500 grammes; les
boucher a T'ouate ¢l les slériliser
a 180c.

Fig. 25, — Matras réparliteur. o Des tubes a essais bouchés 3
l'ouate el flambés.

Opération. — 1° | opéraleur e transporle a Pabaltoir (de préfé-

rence par un lemps frais), muni des cristallisoirs stérilisce. Les
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cristallisoirs sont débarrassés du papier qui les entoure et au moment
méme ou I'on opére la saignée d'un bauf, 'opérateur souléve le
couvercle d'un cristallisoir, expose le récipient au jet de sang et
I'emplit aux trois quarts.

Le cristallisoir est recouvert de suile. Lecucillir ainsi du sanyg
dansplusieurs cristallisoirs.

2> Les cristallisoirs sont déposés dans un endroil frais, ot on les
laisse au repos pendant environ (rente-six heures. Ne pas placer les
cristallisoirs dans de la glace, ce qui provoquerait la dissolution de
I'hémoglobine et communiquerait une teinte rougeilre au sérum.

3° Au bout de trente-six heures le caillot s'est formé ; le sérum
clair s’est séparé ; briser la pointe effilée d'un matras de Chamber-
land, passer cette extrémité effilée dans la flamme d'une lampe a
alcool et, eun opéraul aussi purement que possible, aspirer le sérum
dans le matras; fermer ala lampe la pointe du matras.

4° Le caillot a retenu une certaine quantité de ~éruni, dissocier e
caillot avec un agitaleur de verre flambé ; aprés quelques heures e
repos recueillir & part la nouvelle quantité de sérun qui ~’est séparée
Ce sérum moins clair que le précédent pourra néanmoins trouser
sol1 utilisation.

30 Les matras de Chamberland pleins de sérum sont rapportés au
laboratoire. Le sérum, quelques précautions qu on ait prises, a ¢lé
plus ou moins souillé au cours des opérations, il reste & le stériliser.
On eommence par le répartir dans les ballons & long col @ pour cela
on{lambe dans un bee de Bunsen l'orifice muni d'ouate du ballon,
on souléve le tampon d'ouate ; la tubulure elfilée du atras de
Chamberland préalablement passée dans la flamuie et dont la pointe
a CL¢ casséc avecune pince flambée, est introduite profondément dans
le col du ballon et en soufflant par le tube B on faitéeouler le ~¢rum
dans la pause du ballon. Peudant tout ce temps le bouchon d'ouate
du bhallon est tenu entre le pouce et l'index de la main gaucle.

6° Le ballon ¢tant aux trojs quarts plein, on replace son bouchon
d’ouate et on eu porte le col dans la {flamme d'un chalumeau a gaz;
on ferme le col & quelques centimelres de la panse. On emplit
autant de ballons qu'il en faut pour contenir le <érum recueilli.

7° Les ballons ainsi préparés sont porlés dans e bain-marie décrit
page 3 el chaulfés, comme il a été dit, | heure a 58 pendant huit
jours consécutils.

8° Le sérum est alors stérilis¢; reste ale répartir en {ubes.

Aveeun couteau a verre on raye le col duballon un peu au-dessous
de I'extrémité fermée a lalampe, puis on appuic sur I'encoche ainsi
produite la pointe effilée d'un tube de verre fonduc et portée au rouge
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blanc: une félure se produit; on fait progresser la felure en Louchant-
son eslrémilé avee la pointe de verre chauffée a blane; ‘les deux
extrémités du trail de fracture se rejoignent bientot et Ton peut
facilement séparcr par un léger choc un capuchon de verre com-
prenant loule la partie dineol scellée a lalampe : le ballon est ouverl.

On place le ballon sur unvalet de paille de telle sorle que =on col
ail une position presqire hovizontale.

Ilamber dans un bee Bunsen la tubulure effilée d'un malras

Fig. 26, Répartilion du sérum,

Chamberland stérile, en casser la pointe avec une pince flambée,
introduire 'effilure dans le ballon en touchant presque le fond el
aspirer le sérum dans le matras. Arréler laspiration de facon a
lais<er dans le ballon la couche superficielle du liquide, couche qui
s'est trouvée au contact de lair et a pu élre souillée par les pous-
sicres atmosphériques (fig. 26).

9 A Taide du matras répartir le sérum dans des tubes flambés:
passer rapidement dans la flamme la tubulure effilée du ballon,
flaniber Torilice du tube avant d'en culever le houchon d'ouale
{<e conformer aux régles ¢noncées p. 61)
environ 10 centimeétres cubes de so
chion d'ouate,

- Verser avee la pipelle
ram par tube; replacer e hou-
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Le sérum e~t alors pret, soit ponr servir a 'état liquide [apre-
observation de quarante-huit heures da Pétuve & 30, <oil pour étre
gélalinixé.

Dans ce dernier cas, la gélatinisation doit élee opévée le plus rapi-
dement possible : si quelques germes avaient pénéteé dans iex tibes

Fig, 27, Trocarl de Nocavid
i
pendant la répartition ils risqueratent fort d'ctre détruils par la
chauffe de gélatinisation.

B. Procédé de Roux et Nocard. — (¢ procédé a ~ur le précedent
I'avanlage e fourniv un sérum beancoup plus elair et plus favo-
rable aux cultures; il devra ¢lre mis en n=age
chaque foisque les circonstances Ie permetiront.

Insteumentation. - Préparer:

to Un trocart de Nocard (fig. 27), sur la canule
duquel, le mandrin étant enleve, peut Sadapter
un ajnlage mélallique qui porte un tube de
caontchoue rouge long de 50 cenlimeétres envi-
ron el lerminé a son extrémilé inféricure par
un tube de verve de 15 centimétres de long.

Le trocavt el le tube de caoutchouc muni de
sex ajulages soul emveloppés séparément dans
du papierfiltre et stériliséx al autoclave, ou plis
simplement plongés pendant dix minutes dans

de I'ean bouillante au moment de Topération. : i l
2» Un cisean courbe s le plat et un bistouri : %

égaleuent asepsics par ¢hullition., =~
) A Fig. 28 Boeal ponr
40 Un ou deux flacons a large ouverlure e P Mo

3 litees enyiron de capacite, La e Availo /i ol

Cos flacons, bien lavés, sonl soigneusement —mice capnehon o été sup-
ik . wille Teur orifice avee deny ol primée pone monlrer le
~éehiés, puis on coiffe Teur orifice avee de i Aot
trois doubles de papier qu'on assujellit sur le
col a laide L'une ficelle; par-dessux ce prentier houchage on en fail
un second identique maix [ixé avee nne ficelle plus bas que le
précédent, de telle sorte quion puis~c enlever ce capuchon extérieur
sans touclher @ celui placé au-dessoux.
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Lex flacons ainsi préparés sont slérilisés au four Pasteur.

40 Des matras de Chamberland et des tubes a essais stériles.

Opération. — On peut recueillir le sérum sur un cheval ou sur un
ane; daus ce cas I'animal esl laissé debout, on peut au besoin lui
couvrir les yeux et le mainlenir au moyen d'un xerre-nez. Si l'on
ulilise un bovidé, il scra avantageux de coucher I'animal sur la table
A inoculations vaccinales. On devra s'adresser de préférence & un
animal & jeun.

1° Opérer comme xi 'on voulait praliquer la saignée de la jugu-
laire. Faire comprimer ¢l sailliv la veine du cou ; au-dessus du
point comprimé, sur le trajel du vaisscau, faire au bistouri une
petile incision longitudinale dela peau;

20 Par lincision, enfoncer le trocart entre la veine et la peau sur
une longucur de 2 cenlimcetres environ, puis piquer la veine ot yfaire
pénétrer le trocart parallélement & 1'axe du vaisseau.

3° La canule restant en place, retirer le trocarl et y substiluer
I'ajutage métallique portantle tube de caoutchouc ; pendant ce temps
I'aide comprime la veine un peu au-dessus de la canule el emnpéche
le sang de ~'¢eouler. Faire vile.

i» Le tube de caoulchouc mix en place estcomprimé entre le pouce et
I'index de la main gauche de I'opéraleur, I'aide cesse la pression au-
dessus de la canule, mais continue toujours de comprimer au-dessous.

5° Un second aide approche le flacon stérilis¢, détache et souléve
le capuchon extérieur, cnfonce le fube de verre terminant le caout-
chouc a travers le deuxiéme capuchon; les doigls de l'opérateur
cessent de comprimer le tube el le sang s’écoule dans le flacon.

Le preinierflacon étant aux trois quarts plein,l'opérateur comprime
a nouveau le tube de caoulchouc, P'aide retire du col du flacon 1'aju-
lage de verre, recouvre rapidement le flacon avee le capuchon de
papier ¢l assujetlit celui-ci autour du col. On opére de méme pour
emplir le deuxieme flacon.

Un cheval peut ainsi fournir, sans que sa santé uliérieure en
souflre, de 5 & 6 litres de sang; sur de jeunes génisscs nous n’avons
jamais reliré plus de 3 litres.

6> Les bocaux soul portés dans un endroil frais ; au hout de
lrente-siy ou quarante-huil heures le sérum surnage; il a une belle
couleur citrine el esl transparent.

On aspire purement le sérum avec un matras de Chamberland
el on le répartit immédiatement dans des tubes s(ériliseés,

Gélatinisation du sérum. — Le ~érum a la propriélé de sc coaguler
par la chaleur‘; pour lui conserver sa (ransparence il faul opérer
celle coagulation ou gélalinisalion entre 68« of 70¢; pour que la
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solidification soit compléte, il faul maintenir celte température
pendant un temps variant de deux a cing heures.

On donne au sérum, dans les (ubes, une disposition en plan
incliné semblable a celle qui est adoptée pour la gélose.

Pour opérer la gélalinisation on ulilise d'ordinaire Vappareil de
Koch modifi¢ (fig. 20).

Cel appareil se compose d'une boite reclangulaire en cuivre. &
double paroi et inontée sur des pieds permettant de Tui donner une
inclinaixon plus ou moins accenluée sur I'horizonfale. La double

.".: bt LR A 'nwf g
Ii——— mm:u&' i
! ':‘:L*#"&“Jk's‘;"”" o

i~ HaVA

VAz._

Fig. 29, — Kluve pour coaguler le sérum.

paroi est remplie d'cau; 'espace interne recoil une couche mince de
sable sur laquelle sonl couchés les tubes de sérum ; un thermomeétre
est placé a calé des lubes. A sa partie supérieure la boile est fermée
par un couvercle mobile composé de deux lames de verre lixées dans
un cadre métallique et séparées par une mince couche d'air. Une
rampe & gaz esl situde sous P'appareil; le gaz, pour ~'y rendre, tra-
verse un régulateur de Roux immergé dans I'eau de la double paroi;
on conduit I'opération ainsi qu'il suit :

io Les (ubes sont couchés sur le sable; on a soin que I'inclinaison
de Pappareil soit telle que le ~érum ne touche pas les houchons
Couate des (ubes.

20 Allumer le gaz; quand le thermomeétre intérieur alleinl vse,
régler Pappareil (Voy. p. 75) de facon & maintenir la température

a ce degré.

-

Bisson — Lechnique microbiologique.
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30 La durée de la chauffe nécessaire pour ohtenir la solidification
compléte varie (de une a trois heures) avec les différents échantillons;
il faut surveiller la marche de 1'opération en retirant de temps en
temps un tube pour examiner le degré de coagulation. La gélatini-
sation est achevée quand on peut redresser le tube sans que
le sérum perde sa position en plan incliné. Cesser alors de chauffer.
Le sérum gélatinisé doit avoir conservé une teinte jaune ambré et
étre transparent.

4 Les tubes sont mis en observation pendant environ trente-
six heures a 'étuve a 30, pour que l'on s'assure qu'il~ ne sont pas
contaminés, puis ils peuvent ¢lre mis en service

Quand on ne veut gélatiniser qu'un petit nombre de tubes de sérum on
peut se passer de l'appareil de Koch. On dispose alors les tubes dans une
petite boite plate en cuivre d’environ 12 centimétres de largeur et dont une
des parois porte des encoches destinées 4 recevoir I'extrémité supérieure

Fiz. 30. — Plateau pour coaguler le sérum.

des tubes : ceux-ci, dont le fond repose sur la paroi inférieure de la boite,
sont ainsi maintenus en position inclinée; on couvre avec une lame de
verre et dispose le tout sur une casserole pleine d’eau que l'on porte a
Vébullition ; il faut une heure ou deux pour opcrer la gélatinisation.

SEROSITE DES EPANCHEMENTS.

Les épanchements pleurétiques stériles (pleurésie franche) four-
nissent souvent un sérum trés clair bien coagulable et que 1'on peul
utiliser comme milieu de culture.

Pour recueillir purement cette sérosité, opérer comme pour les
ponctions ordinaires, mais en ayant soin d’'employer un appareil de
Potain préalablement stérilisé : le lrocart esl bouilli; le bouchon
en caoutchouc et le tube d’aspiration sonl por{és a115° a I'autoclave;
le flacon ext flambé au four Pasteur. On distribue ensuite le sérum
dans des tubes ~tériles avee un matras de Chamberland.

On peut obtenir ainsi du sérum absolument pur; cependant, dans
la plupart des cas, il est nécessaire de tyndalliser le liquide avant de
le coaguler (opérer comme pour le sérum du sang).
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Les épanchements aseitiques ne fournissent d’ordinaire qu'un
sérum mal coagulable et par conséquent inutilisable.

SERUM GLYCERINE.

En mélant 6 & 8 p. 100 de glycérine pure au sérum on obtient un
milieu excellent pour la culture du bacille de la tuberculose.

1° Aspirer dans un matras de Chamberland flamhé 6 & 8 grammes
de glycérine pure préalablement stérilisée a I'autoclave.

20 Aspirer ensuite dans le matras 100 centimétres cubes de sérum
liquide stérile (pour faciliter cette opération on peut jauger préala-
blement le matras).

3° Répartir en tubes; gélatiniser & 75°, ce sérum ne se coagulant
qu’a une température plus élevée que le sérum ordinaire.

SERUM DE LOFFLER.

1o Préparer suivant le mode ordinaire un bouillon avec :

O 1 R 1000 grammes,

Viande de bocufo oo iiniene 500 -
Peptone......ovivvr toiiiiiiniiiienn 20 —

Sel mavkn.ov.ovvvvivvs ciiiiiieie 5 —_
Glyeose....ovvviviivnunnainuii e 10—

Solution de soude......... «..o0 vein Q. S. pour légere alcslinité,

20 Aspirer dans un matras de Chamberland une partie de ce bouil-
lon et 3 parties de sérum liquide pur.
30 Répartir le mélange en tubes; gélatiniser a 70°-75°.

D. — CEUFS.

Les @ufs penvent élre ulilixés sous plusieurs formes :

A.— Prendre un cuf frais, le secouer violemment pour mélanger le
blanc el le jaune ; laver la coquille au sublimé, puis l'essuyer avec
un papier filtre stérilisé 5 flamber le bout mince de I'ceuf jusqu'a ce
que la coquille noircisse, a ce niveau faire un trou avee une pointe
métallique flambée; par le trou introduire Ie fil de platine ou la
pipette (Voy. p. 61) chargée du produil & ensemencer; fermer le
trou avee un peu de cire Golaz en fusion.

B. — Prendre un acuf fraix, en flamber la pointe, y faire un trou
commne il a ¢té dit plus haut ; aspirer le blanc dans une pipette stéri-
lisée ; répartir le liquide albumineux dans des tubes flambés. Coagu-
ler & 70¢ comme le sérum.

(. — Faire cuire dur un ceuf, puis 'éplucher et le couper en mor-
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ceaux que l'on place dans de petils crislallisoirs & cloche ou dans
des boiles de Pelri, el stériliser les crislallisoirs ou boiles a 115¢

E. — VIANDE.

Dans un flacon ou un matras de conlenance de 1 litre metlre
500 & 600 grammes de viande de bceuf maigre finemenl hachée ;
ajouter quelques cenlimélres cubes de solution de soude pour neutra-
liser ou alcaliniser faiblement. Boucher a I'ouate. Stériliser a 115°.

F. — POMMES DE TERRE.

A. — 10 Choisir des pommes de Lerre rés saines, les brosser avec
soin sous un courant d'eau pour les débarrasser de toule trace de
terre, les essuyer, les éplucher.

20 Couper des Llranches perpendiculaires a I'axe du lubercule et
épaisses de 10 a 13 millimetres, les jeler dans un grand cristallisoir
plein d’eau dislillée.

Eviter dans ces manipulations de toucher la surface des tranches avec
les doigts : se servir pour couper les tranches, d’'un couteau & lame d'ar-
gent, le couteau d’acier noircissant souvent les surfaces de section.

3o Sécher les tranches entre deux doubles de papier i filtrer blanc.

4° Placer les tranches dans les boites de Pelri ou mieux des petilx
crislallisoirs a couvercle.

5o Stériliser le loul & 120° pendanl vingl minules.

1l faut stériliser & 120¢, car la surface du tubercule contient un microbe
tres résistant (Bac. de la pomme de tevre, et le couteau entraine toujours
(uelques-uns de ces germes sur les surfaces de section.

B. — Procédé recommandé. -- 1° Laver el hrosser des pommes
de lerre comme dans le procédé précédent ;

2° Les pommes de lerre sonl coupées, non plus en tranches, mais
en morceaux affectant la forme de parallélipipédes allongés ou de
demi-cylindres longs de 4 & 5 cenlimcétres de maniére & pouvoir
¢lre placés dans des tubes spéciaux dil lubes 2 pomme de terre ou
tubes de Roux.

Ces tubes sont de diamétre un peu supérieur @ celui des tubes employés
9ouramment pour les cultures ; ils portent vers leur quart inférieur un
etra?glglnent sur lequel repose la pomme de terre ; dans I'am poule inférieure
se réunit I'eau de condensation.

Il est commode pour découper les pommmes de terre de se servir d'un
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emporte-piéce spécial qui donne des morceaux plus élégants et plus
réguliers.
Ne pas faire les morceaux troplongs, sans quoi ilss'incurvent en cuisant.

1o Laver les morceaux a I'eau dislillée ; les
essuyer sur un papier filtre.

¥ Les placer dans les tubes; boucher a
I'ouale.

50 Stériliser comme plus haut.

Fig. 31, — Moveeuns de poimme de levee pour Iig. 32. — Tube pour culture
culture en tube, sur pomme de leere.
Resikove. — Les pommes de terre sont ordinairement de réaction

neulre, on en rencontre parlois de fortement acides, sur lesquelles les
bactéries ne peuvent se développer. Si I'on se trouvait dans l'obligation
d'utiliser ces ponnnes de terre acides on en ferait tremper les morceaux,
pendant quelques heures avant la ~tcrilisation, dans une solution de soude
a5 p. 1000.

C. — Purée de pommes de terre. - 1° Eplucher des pomuies de
lerre, les couper en (uartiers, les faire cuire a I'eau.

20 Les passer au presse-purée.

1o Répartir la purée en couches d'environ 1 & 2 cenlimétres dans
des boites de etri ou des erislallisoirs & couverele.

4° Stériliser vingt minutes a 120°

G. — GELEE D'AMIDON.

Délayer (0 granumes de fécule de pomme de terre dans 180 gram-
mes d'eau; ajouter i grammes de carbonate de chaux préci-
pité; rvépartir dans des flacons d’Erlemmeyer ou dans des hoites
de Petri; stériliser & 115¢: lorsque Pempois est refroidi, il forme sur
le fond des vases une couche blanchitre homogéne.
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H. — PAIN.

A. — Des tranches de pain blanc imbibées d’eau dislillée sont pla-
cées dans des crislallisoirs a couvercle el slérilisées & 115¢ pendanl
vingt minutes.

B. — i° Prendre de la mie de pain blanc, I'émietter finement, la
faire sécher a l'air entre deux feuilles de papier fillre.

20 La poudre étant bien séche, la moudre finement dans un mou-
lin & café.

3° Disposer cetle poudre en couches de 1 4 2 cenlimeétres d’épaisseur
dans des hoites de Petri, de Soyka, ou dex flacons d’Erlenmeyer,

Fig. 33. — Boiles de Pelri.

ajouter de I'eau distillée en quantilé suffisante pour imbiber Loute Ja
couche (en poids, environ 2 parties et demie pour 1 partie de pain).
4° Stérilizer & 115¢ pendant vingt minutes.
. — LAIT DE RIZ

o Mélanger inlimement :

Lait............ . C e e e o DU grammes.
Bouillonbor, = v 55 Fgrmp & 597 0RE . DT © - BT 50 -
Riz en poudre.. ..o iieeen i e 100 -

2° Répartir le mélange dans dex boites de Soyka en couche de
4 2 centimétres d'épaisseur.

3° Porler & 115° pendant vingt minules, le mélange se solidifie et
forme une couche blanc opaque.

J. — MILIEUX COLORES.

On emploie les milieux colorés pour le diagnostic de certains

microbes qui y produisent, en se développant, des changements de
coloration.

On n’ulilise guére aujourd’hui que les milieux colorés 4 I'aide du
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tournesol hleu et additionnés d’une matiére sucrée : les microbes
qui fabriquent des acides aux dépens de cette substance font virer
le tournesol au rouge.

Préparation de la teinture de tournesol. — On pulvérise le tour-
nesol en pains, on le fait bouillir avec de 1'alcool a 85° qu'on jetle
ensuite; on arrose le résidu avec 6 a 8 parties d'eau, on chauffe, on
filtre et on conserve le liquide dans nn flacon fermé par un tampon
de coton. A la moitié de cette teinture on ajoute de I'acide sulfu-
rique étendu jusqu'a ce que la coloration soit presque rouge, et on
réunit a 'autre moitié pour avoir la teinture sensible. Cette teinture
sensible est répartie dans des tubes houchés a 'ouate et stérilisée
a 115e.

GELATINE LACTOSEE AU TOURNESOL.

1o Préparer de la gélatine lactosée de la méme facon que la géla-
tine ordinaire mais en ajoutant (temps 4) 2 a 4 p. 100 de lactose;
la répartir en tubes; stériliser.

20 Préparer des tubes de tournesol stérilisés.

3° Au moment du besoin, liquéfier la gélatine au bain-marie et
y ajouter avec une pipette stérile une quantité de teinture de tour-
nesol suffisante pour ohtenir une teinte hleue franche.

Ne jamnais stériliser les milieux préalablement colorés; la teinte bleue
disparaitrait par le chauffage.

Préparer de méme la gélatine glucosée, mannitée, etc., et aussi
les géloses au tournesol.
LAIT AU TOURNESOL,
Additionner du lait slérile d'une quantité suffisante de teinture

préalablement stérilisée.

MILIEU DE N@EGGERATH.

Mélanger dans les proportions suivantes des solutions aqueuses
saturées des couleurs d’aniline ci-dessous indiquées :

Bleu de méthyle..........oooeveniint. 2 centimelbres cubes.
Violet de gentiane................. 1. - . % -
Vert de méthyle........ooiviiiineninan ot 1 —
Clirysoidine. .ovetvnvnenennnenenenen vvees % -
BUehSinel ot FLLS Px oo dorole 205 4 3 -

Ajouter 200 centimétres cubes d'eau distillée.
La solution a une teinte neutre, gris bleu; la laisser reposer
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quinze jours, puis si sa coloration s'est modifiée, la ramener a la
teinte primitive en y ajoutant, suivant le cas, du bleu, du vert, du
rouge, etc. Stériliser a 100-.

Au moment du besoin on ajoute 74 10 gouttes du mélange sté-
rilisé dans un tube de gélatine ou de gélose ordinaires liquéfiées au
bain-marie.

Gasscr a substitué a ce mélange 1'usage d'une solution aqueuse
saturée de fuchsine, que I'on stérilise a I'autoclave et dont on ajoute
XX gouttes a un tube de gélose liquéfiée.

L'usage de ces milieux, recommandés par leurs aulteurs pour la
diagnose du bacille d’Eberth, est tombé en désuétude.



CHAPITRE 111

ENSEMENCEMENT ET DISPOSITION
DES CULTURES AEROBIES

Nous devons maintenant apprendre & ensemencer les milieux de
culture et a assurer le développement des germes dans ces milieux.

Comme nous l'avons dit, les cultures des microbhes aérobies
doivent étre contenues dans des vases permettant 'accés de I'air,
mais les défendant contre les poussiéres atmosphériques.

[.es bouchons d'ouate, les capuchons de papier, les cloches en
verre sont les moyens de protection les plus ordinairement employés.

Les vases de culture peuvent étre trés variés : tubes & essais, ma-
tras Pasteur, fioles diverses, cristallisoirs de Petri, hoites de
Soyka, ete.

Quand on pratique un ensemencement, plusieurs regles sont a
observer:

le Utiliser pour préleverla semence un instrument stérile.

2¢ Prélever purement la semence.

3° Reporter purement la semence dans le milieu a ensemencer.

A. Les instruments utilisés pour les prélévements sont : la pipettc
Pasteur, le fil dc platine, Uaiyuille de verre.

1. Pipette Pasteur. — La pipette Pasleur se compose d'un tube de
verre de § a7 millimétres de diamétre intérieur, effilé et fermé a la
lampe a une de ses extrémités, ouvert et muni d’'un tampon d'ouate
a l'autre; la pipette doit avoir une longueur totale de 20 & 25 centi-
métres.

On aura toujours une provision de pipettes préparées d’avance.

Fabrication. — 1° Prendre un tube de verre de 3 & 7 millimetres
de diamétre intérieur; avec le couteau a verre y pratiquer des traits
déterminant des fragments de 25 centimeétres environ de longueur
(le tube de verre que l'on trouve dans le commerce a environ
1 métre de long et fournit 4 fragments).
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920 Séparer les fragments en rompant le tube lenu entre les r‘ntzuns,
les pouces ¢tanl appuyés de part et d’autre de chaque coté du
trait du couleau.

30 Passer les deux extrémités de chaque fragment dans la flamme
du chalumeau & gaz pour émousser les aréles de seclion.

4° Munir les deux extrémités de chaque tube d'un pelit tampon
d'ouate cufoncé complélement dans le tube qui doit le deborder de
quelques millimetres /fig. 34); pour cela prendre un fragment

- = =
Vi e s s L4

— et e —— .o el
P —-;—f?:‘:‘:_—:i
Fig. 31, — Préparalion des pipeties de Pasteur.

(d'ouate ct l'enfoncer dans le tube en serrant légérement a l'aide
d'une poinle mousse (I'extrémilé effilée d’un tiers-point convient
trés bien).

3° Porter la partie médiane du tube ainsi préparé dans la flamme
d’'un chalumeau (flamme moyenne), ramollir le verre en tournant
constamment le tube entre les pouces el les index; quand le verre
est devenu malléable, sortir rapidement le tube de la flamme et
I'étirer de facon & produire une effilure longue d'environ 30 centi-
metres (fig. 3%, A). Couper l'effilure par le milieu dans la pointe de
la flamme du chalumeau : on oblient ainsi deux pipettes dont les
extrémiteés effilées se trouvent scellées.

Cette manipulation trés simple exige cependant un certain tour de main.
Avoir soin d’étirer le tube en position bien rectiligne : pour cela, les
coudes de l'opérateur doivent étre appuyés sur la table. Toujours étirer

hors de la flamme; ne pas produire une effilure trop mince et par consé-
quent trop fragile.

6° Les pipettes ainsi préparées sont placées dans un panier en
toile métallique, leur grosse extrémité reposant sur le fond du
panier, et stérilisées & 180¢ dans Ie four Pasteur. Elles sont alors
préles a servir.

Utilisation. — 1° Casser, avec une pince a disseclion ou entre I'ongle
du pouce et la pulpe de l'index, I'extrémité scellée de la partie
effiléc de la pipelte.

2° Passer dans la flamme d'un bec Bunsen
alcool Deffilure de la pipeltte
déposer a la surface.

3° Plonger I'extrémité de celle effilure dans le liquide & cnse-

ou d’une lampe &
pour détruire les germes qui ont pu se



ENSEMENCEMENT ET DISPOSITION DES CULTURES AEROBIES. 59

mencer, celui-ci 1nonte dans le tube par capillarité ou par une
aspiration pratiquée avec la bouche a I'autre extrémité de la pipette.

Dans cette manceuvre avoir soin que le liquide aspiré n’atteigne pas le
bouchon d’ouate de 'orifice supérieur de la pipette.

4° Reporter rapidement la pointe de la pipette au contact du mni-
licu & fertiliser et y laisser tomber — par I'action de la pesanteur ou
en soufflant légérement par l'orifice supérieur — une ou plusieurs
gouttes du liquide semence.

5° On peut conserver indéfiniment a 'abri de toute contamination
le liquide aspiré dans la pipette; pour cela on porte l'extrémité
eflilée dans une petite flamme (veilleuse du bec de Bunsen par
exemple) en inclinant un peu la pipette pour que le liquide reflue
vers la partie large; quand le verre est ramolli par la chaleur on
étire, avec une pince & dissection, jusqu’a fermeture complete, 'ex-
teéme pointe de Deffilure.

11. Fil de platine. — Dans la pratique des ensemencements, le fil
de platine doit étre préféré a tout autre fil métallique a cause de
son inaltérabilité qui permel de le porter au rouge sans en produire
I'oxydation. '

Le fil de platine, & cause méme de sa grande conductibilité, ne
peut étre tenu avec les doigls, il faut 'emmancher avant de I'utiliser.

Le fil de platine ainsi einmanché, dse des

Aliemands, répond a tous les besoins. On § ] r‘
trouve dans le commerce trois types de fil, {
le gros, le moyen, le {in; chacune de ces

sortes de {il trouve sou utilisation. A 8 & -

Le fil de platine fin esl le plus commode,
car il se refroidit tres rapidement, ce qui,
nous le verrons plus tard, est une condition
importante de réussite dans la pratique des
ensemencements ; mais il est trés peu résis- ‘
tant, trés flexible ¢l ne convient pas quand @i
on veut prélever une culture adhérente sur A
milieu solide ou ensemencer un milieu ru-
gueux, tel que la pomme de terre, par  Fig. 35 — Oses e platine.
exemple.

En pralique, il faudra toujours avoir & portée de la main :

Un fil de platine fin, rectiligne pour les ensemencements par piqure.

Un fil de platine fin, terminé en boucle pour prélever une goutle.

Un fil de platine moyen, qu'il est avantageux de courber & angle
droit pres de son extrémité.
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t n fil de platine gros dont Pextrémité est écrasée en forme de

~patule.
Ces fils seront montés de la facon suivante : o
Préparation de I'ose. — 1° Prendre une baguette de verre de » a

7 millimétres de diamétre, la diviser en fragments de 20 a 23 centi-
metres de longueur (faire un trail au couteau a verre, puis rompre
entre les doigts au niveau de ce trait).

20 Couperavec de forts ciseaux des morceaux de fil de platine longs
de 5 a 7 centimetres.

3° Saisir de la main gauche un fragment de baguette, en raiollir
une extrémité dans la flamme du chalumeau, ep faisant constam-
ment tourner la baguelte entre les doigts. Pendant ce temps famain
droite de 1'opérateur tient, a l'aide d'une pince, le morceau de fil de
platine a environ 1% millimetres d'une de sex extrémités, elle porte
celte extrémité dans la flamme et la chauffe au rouge blanc.

t Quand I'extrémité de la baguelte de verre est bien ramollie, v
introduire bien droit I'extrémité chaude du fil de platine et I'y faire
pénétrer sur une longueur d'un centimétre et plus. Chauffer le tout
quelques instants, puis laisser refroidir.

5 Porter rapidement 'autre extrémité de la baguette de verre
dans la flamme pour en émousser I'aréle tranchante.

6° Avec une pince a dissection, contourner en boucle, couder a
angle droit, ou écraser avec un marteau, suivant le cas, I'extrémité
libre du fil de platine.

Utilisation. — 1° Tenir la baguette de verre par son tiers supé-
rieur, en passer (rés rapidement I'extréniité inférieure (o0 se trouve
le fil de platine) daus la flanine d'un bec de Bunsen, pour détruire
fes germes déposés a la surface du verre.

Ce flambage doit étre trés rapide, la surface lisse du verre se stérilisant
rapidement et ne devant d’ailleurs pas entrer en coutact immeédiat avec la
culture; en chauffant trop fortement on risquerait de faire éclater le verre
au point o est soudé lc fil de platine.

20 Porter ensuite au rouge le fil de platine, le sortir de la flamme
el le laisser quelques secondes a l'air pour qu'il refroidisse.

!je,\gposition du fil & Tair doit étre limitée au temps strictement néces-
saire & son refroidissement, sans quoi ce fil risquerait d'¢tre souillé par les

poussicres atmosphériques : c’est pourquoi le fil fin, se reflroidissant rapi-
dement, est ordinairement employé.

3° Porter rapidement l¢ fil de plaline sur le produit a cnsemencer,
puis le faire pénétrer dans le milieu a fertiliser,
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4° L’ensemencement terminé, le {il de platine doit étre porté au
rouge pour étre débarrassé des germes qui y sont restés adhérents.

Cette précaution est particuliérement indispensable quand on manie les
cultures des microbes pathogénes; si on omettait de la prendre on souille-

rait la table et les divers objets au contact desquels pourrait se trou-
ver l'ise.

lll. Aiguilles de verre. — Elirer une baguette de verre dela méme
facon que l'on élire le tube dans la préparalion des pipetles Pasteur.
Au moyen du couteau & verre, couper carrément, par son milieu, la
partie eftilée. On peul ainsi préparer des aiguilles aussi fines qu’on
le désire.

Ces aiguilles, moins maniables que le fil de platine, ont sur celui-ci
I'avantage d’étre rigides : elles conviennent trés bien pour praliquer
les ¢ensemencements en piqire profonde (gélatine).

Ilamber ces aiguilles au moment de les utiliser.

I. — ENSEMENCEMENTS.

Les ensemencements peuvent étre pratiqués a 'aide d’'une cullure
préalable ou encore d’eau, de poussiéres, de sang, d’humeurs, elc.,
mais toujours leur technique reste la méme, seul le mode de pr¢-
lévement de I'échantillon a ensemencer varie avec les différentes
subslances. Nous apprendrons plus tard a faire ces divers préléve-
ments; pour le moment nous allons supposer que nous avons a
praliquer des ensemencements a l'aide d’'une cullure préalable el
nous prendrons comme Lype une culture en bouillon de la bacté-
ridie charbonneuse.

L'opération se décompose en trois temps :

[. Ouvrir le tube on doil étre prélevée la semence.

1. Prélever la semence.

Ill. La reporter dans le milieu a fertiliser. lei plusieurs cas
penvent se présenter ; on peut ensemencer :

. En bouillon ou dans tout autre milieu liquide.

b. En strie sur gélose, gélatine, sérum inclinés ou pomme de terre.

c¢. Iin piqire en gélatine.

d. En colonies séparées (isolement); ce dernier cas fera l'objet d'un
ehapitre spécial.

A. — Ensemencement dans un milieu liguide. — Nous prendrons
le tube de bouillon comme type du milieu liquide.

1o Prendre un {ube de bouillon stérilisé ¢t le tube contenant la
culture a réensemencer; flamber le bouchon d'ouate qui ferme
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lorifice de chacun de ces tubes pour détruire les poussiéres qui s’y
sont déposées ; saixir successivement les houchons entre le pouce et
l'index de la main droite et les dégager légérement en les tournant
sur eux-niémes par un mouvement de vrille.

20 Placer les deux tubes cote & eote dans la main gauche, dans
une position presque lorizontale, le tond des tubes reposant dans le

Fig. 36. — Ensemencement en milieu lignide.

creux de la main, leur partie postérieure étant maintenue entre le
pouce, I'index et le médius.

3° Prendre entre l'index et le médius de la main droile 1'ése (fil a
boucle) et la flamber comme il a été dit.

4° Pendant que I'dse refroidit, saisir entre le pouce et la pulpe de
Iindex de la main droite le bouchon d’ouate du tube semence, en-
lever ce houchon déja dégagé en partie au temps 1. Conserver le
bouchon entre le pouce et I'index.

50 Introduire rapidement 'ose dans le tube sans qu’elle touche les
bords de l'orifice ; le fil de plaline préléve une goutte de la culture
el est vivement retiré du tube (lig. 36).

Immeédiatement l'orifice du tube est porlé dans la flamme pour
détruire les germes qui auraient pu s’y déposer pendant le préléve-
ment et le bouchon d’ouate est remis en place.

6° Enlever de méme le bouchon d’ouate du tube a fertiliser;
plonger l'ose chargée de la semence dans le bouillon et la retirer
rapidement.

Flainber et reboucher l'orifice, comme précédemment.

7 Avant de déposer I'ise sur la table, la porter au rouge pour
détruire les germes qui y adheérent (bactéridie charbonneuse. dange-
reuse pour 'homme, dans le cas actuel).

8° S'assurer de la finité des bouchons d’ouate ; placer sur le tube
ensemencé une étiquette indiquant la nature de la culture et la
date de I'’ensemencement.

II et souvent plus commode de coiffer l'orifice du tube, par-
dessus le bouchon d'ouate, avee un pelit capuchon que 'on prépare
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extemporanément en enroulant autour de la partie terminale du
tube une petite bandelette de papier dont on tortille le bord supé-
rieur; on inscrit sur cetle bandelette les indicalions
précédentes (fig. 37). Ce capuchon a en outre 'avan-
tage de protégerle houchon d’ouale de toute souillure.

REMARQUES. — Avoir oin de toujours tenir les tubes que
I'on doit ouvrir, dans une position oblique, presque hori-
zontale, pour y empécher la chute des poussiéres atmo-
sphériques. — Opérertrésrapidement pourrestreindreles
chances de contamination. — Ne jamais poser sur la table
les bouchons d’ouate dont la partie qui pénétre dans les
tubes doit étre préservée de tout contact. — Le manche de
verre de ’6se ne doit jamais toucher les milieux de culture.

B. — Ensemencements en strie. — Nous décrirons
comme type un ensemencement sur gélose inclinée :

fo Opérer comme il est dit en A en remplacant Je
tube de bouillon stérile par un tube de gélose.

20-30-4°-5° Comme en A.

6° e bouchon d’ouate du tube de gélose étanl
enlevé, 'opérateur porte 'exlrémité du fil de platine
sur la partie de la surface inclinée la plus voisine du
fond du Lube, puis la rameéne vers I'orifice par un
mouvemenl rectiligne ou légérement sinueux en- Fig 37 — Tube
frottant la surface de la gélose. * . o

capuchonde pa-
70-8° Comme en A. picr.

Remarque. — Pour pratiquer les ensemencements sur pomme de terre
opérer de méme, en ayant soin d’appuyer fortement sur la pomme de terre
en tracant la strie, se servir ici de 'dse avec fil de platine moyen ou gros.

(.. — Ensemencements en piqiire. — Nous décerirons un ensemence-
ment en gélatine :

1° Comme en A en substituant au tube de bouillon stérile un Lube
de gélatine.

20 Les deux tubes sont disposés dans la main gauche de la facon
suivante : le lube semence est placé dans le creux de la main et
maintenu presque horizonlalemenl enlre le pouce el la pulpe de
l'index; le tube de gélaline est maintenu, serré entre la face dorsale
de l'index cl la face palmaire du médius, en position verlicale, son
orifice regardant en bas.

30 Saisir l'ose & fil rectiligne a pleine main (main droite) de
facon que le pouce et I'extrémité de l'index restent libres. Flamber
I'use.
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4o-50 Comme en A.

6o Le bouchon du tube de gélatine est saisi, enlevé el conservé
entre le pouce et la pulpe de I'index de la main droite ; I'ése chargée
de semence es! présentée verticalement,
de has en haut, a l'orifice du tube, on
pousse I'extrémité du fil de platine jus-
qu'a la surface de la gélatine, puis on
laisse le tube s’abaisser par son propre
poids : fa gélatine s’empale en quelque
sorle sur le fil de platine, quand celui-ci
louche le fond du tube on le retire
rapidement (fig. 38).

70-80-9° Terminer comme en A,

Remaroues. -— 11 importe d’obtenir une
pigiire bien droite atteignant le fond du
tube et ne venant pas aboutir aux parois
latérales, on y arriverait difficilement en
. . enfoncani e fil dans la gélatine, la réussite
Fig. 38, —Enscmencement en piqire.  ogt heaucoup plus aisée en laissant la géla-

tine s'empaler elle-méme sur le tube; pour
cette opération on ne peut tenir le tube en position oblique, force est donc
de le renverser et de le inaintenir vertical.

Quand les tubes ont été préparés depuis un cerfain {emps la géla-
tine se fendille, se crevasse; en pareil cas, il faut avoir soin, au mo-
ment de I'ensemencement, de liquéfier la gélaline au bain-marie,
puis de la laisser se solidifier de nouveau : le milieu redevient ain-i
homogéne,

II. — CONDITIONS DE CULTURE.

Les tubes ensemencés doivent étre mainlenus :

1° A T'abri des poussiéres atmosphériques el néanmoins au con-
lact de I'air (bouchon d’ouate);

2" A une température constante ;

3° Aulant que possible & I'abri de la lumicére.

Pour réaliser les deux derniers desiderata on se sert d’étuves que
nous ¢(udierons dans le prochain chapitre.

“‘,\'..mins microbes exigent pour se développer des tempéralures
supéricures a 30 (ordinairemen( 37 ou 38¢), d’autres au contraire
ne cullivent bien qu'au-dessous de 30¢, enfin les cultures en gélatine
ne peuvent clre exposées a une lempéralure supérieure a 20¢ ou 22

Dans un laboratoire on devra donc posséder trois éluves : 1° I'ine
réglée a 20¢ (¢luve & gélatine); 2° une aulre réglée & 37¢-38¢c; 3o la
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troisiéme enfin servira suivant les besoins, tantét pour les cultures
qui exigent une température supérieure & 38° (39c-41¢), tantdt pour
les cultures a des températures comprises entre 20¢ et 37°.

III. — OBSERVATION DES CULTURES.

Les cultures doivent étre examinées chaque jour, et méme deux
fois dans les vingt-quatre heures ; leurs caractéres, notés avec soin,
seront d'une grande utilité pour la détermination des bactéries.

Les observations devront porter sur les points suivants :

A. — CARACTERES COMMUNS A TOUS LES MILIEUX.

10 Température optima de culture. — Tempcratures limites.
20 Mumment de U'apparition de la culture.

B. — CARACTERES DES CULTURES EN BOUILLON.

1o Formede la culture; il peut exister :

«. Un trouble notable, uniforme, ou avec ondes soyeuses, ou avec
voile & la surface. Dans ces différents cas il peut se produire A la
longue des précipités floconneux. Noter leur présence.

b. Pas de trouble notable. «. Un voile & la surface : voile mince,
voile épais, gras, rugueux. 3. Des anneaux sur la paroi du tube, a la
surface du liquide. y. Des dépots floconneux nageant dans le liquide et
se précipitant a la longue. 3. De fins dépots grumeleux, tombant au
fond ou adhérents aux parois du tube.

20 Coloration de la culture ;

30 Odeur dela culture;

&° Apparition de corps nouveaux (loxines, indol, acides, ammonia-
ques composées, etc.).

C. — CARACTERES DES CULTURES EN STRIE.

l. — GELOSE.

{e Forme de la culture. — a. Gulture localisée a la strie : a. strie
mince, transparente, homogéne ou constituée par de fines colonies
séparées; B. strie épaisse : humide, grasse, visqueuse, séche, ru-
gueuse.

b. Cullure s’étendant 3 toute la surface : humide, grasse, visqueuse,
séche, rugueuse.

. , . . 2
Bessox. — Technique microbiolog ique. 5
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90 Coloration de la culture. — Coloration de la strie, de la gélose
autour de lastrie.
3° Odeur.
Il, — GELATINE.

1°-20-3° Comme pour la gélose;
4° Noter s'il y a ou non liguéfaction, indiquer la date de la liqué-
faction.

. — POMME D:z TERRE:

Comme pour la gélose.

D. — CARACTERES DES CULTURES EN PIQURE (GELATINE)

19 Forme de la culture. — a. Culture rectiligne ;

b. Culture ramifiée, arborisée

¢. Culture en clou : mince, épais, & téte plus ou moins accentuée;

d. Culture limilée a la surface.

2° Liquéfuction. — a. Sa dale;

h. Sa forme cylindrique, cu entonnoir, ou en cupule restant par-
tielle ou s’élendant a toute la gélatine.

Noter s'il existe 'apparence d’'une bulle d’air retenue au sommel
de la culture.

3° Coloration de la culture, de la gélatine autour de la culture.
&° Odeur.

IV. — CONSERVATION DES CULTURES.

Quand le développement d’'une culture est terminé, les microbes
de celle-ci peuvenl se conserver vivants et capables de reproduction
pendant un temps variable avec les espéces de quelques jours & plu-
sieurs mois ct méme des années), mais a la longue la culture finit par
. Périr ¢l n'esl plus susceplible de fertiliser les milieux dans lesquels
elle est réensemencée.

Cet affaiblissement et cetle disparition de la vitalité sont dus en
grande partie a I'action prolongée de l'ux‘ygéne de I'air sur la culture,
aussi quand on peul conserver & un microbe sa vitalité faut-il avoir
soin de le réenscmencer fréquemment. On arrive plus rapidement
au méme résultal en soustrayant les cultures, une fois le développe-
mer;l terminé, a l'influence de l'air; on opére alors de la facon sui-
vante :

{° On prépare une culture en bouillon et on la laisse exposée a la
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température optima pendant le temps nécessaire & son développe-
ment (temps variable suivant les différents microbes);
2° D'un autre coté, on prend une pipette Pasteur dont on porte

Cultures en piqlre sur gélatine.

sur une petite flamme de chalumeau la partie a située immeédiate-
ment au-dessous du tampon d'ouate; le verre étant ramolli, on étire
légérement de facon a produire I'étranglement représenté dans la
figure 47;
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3° On laisse refroidir la pipette, puis, avec les précautions’ ordi~
naires on la plonge dans la culture et on aspire le liquide jusqu’a ce
qu’il atteigne I'étranglement a;

4° La pipette est alors portée rapidement sur la petite flamme du
chalumeau et on la scelle aux deux points a et & on obtient un

Fig. 47. — Préparation des ampoules pour la conservation des cultures a l'abri de I'air.

petit tube fermé aux deux extrémités et entiérement rempli par la

culture.
On peut conserver ainsi pendant trés longtemps a la plupart des

microbes leur entiére vitalité.



CHAPITRE IV
LES ETUVES

Comme nous I'avons dit au chapitre précédent, le but capital des
étuves est de maintenir les cultures & une température favorable a
leur développement.

La forme de I'étuve importe peu, d’'une maniére générale, et devra
seulemenl étre appropriée, autant que possible, aux dimensions des
objets que l'appareil est destiné a contenir. Les étuves de forme
rectangulaire sont les plus commodes ; ce sont celles qui permettent
d'utiliser le plus complétement la capacité de I'appareil.

On concoit qu’'une caisse métallique munie d'une porte et chauffée
‘par un brileur quelconque, puisse a la rigueur étre utilisée comme
étuve : une boite rectangulaire en cuivre ou en fer-blanc montée sur
pieds et chauffée par une veilleuse & huile, plus ou moins éloignée
du fond de I'appareil suivant la température qu’on désire obtenir,
peut constituer une étuve. Mais avec un tel appareil on ne peut
obtenir une température constante; indépendamment de la quantité
de chaleur fournie par le brileur, la température de I’étuve est
fonction de la température extérieure. Force a donc été de recourir
a des appareils plus compliqués, plus codteux, mais infiniment plus
précis.

Deux principes doivent présider a la construction d'une étuve :

1° Soustraire autant que possible I'appareil aux variations de la
température extérieure et réduire au minimum la déperdition de
chaleur par rayonnement et par convection;

2 Munir I'étuve d'un régulateur de température automatique
aussi sensible que possible.

Les premiers desiderata seront réalisés en entourant 1'étuve d'une
paroi isolante (bois, feutre, couche d’'eau comprise entre deux parois
métalliques) ou d'une feuille de cuivre soigneusement polie, les
métaux polis ayant la propriété de rayonner tres faiblement.

Les régulateurs, enfin, sont trés nombreux; les uns, les seuls re-
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commandables selon nous, sont applicables au chauffage par le
gaz (1); les autres, au chauffage par les combustibles autres que le
gaz; nous ne décrirons que les modéles le plus ordinairement em-
ployés.

Une condition indispensable au bon fonctionnement d’une étuve
est la ventilation. Si I'étuve est constituée par une caisse herméti-
quement close, on concoit que l'air chaud s’accumule a la partie
supérieure : il en résulte des variations notables de la température
aux différenls étages de l'étuve. 1l importe de ménager a la partie
inférieure et au plafond de I'étuve des trous d’aération permettant
la production d'un courant d’air ascendant qui égalise sensiblement
la température aux différentes hauteurs de I'appareil.

1. — ETUVES CHAUFFEES AU GAZ.

ETUVE DE BABES.

Une caisse métallique, protégée par une enveloppe de feutre et
chauflfée par un brileur muni d'un régulateur, constitue la plus
simple de toutes les étuves, telle est par exemple 'étuve de Bubeés
(lig. 48) & laquelle on peut adapter plusieurs sortes de régulateurs.

A. Régulateurs électriques. — Type : régulateur de Babés. Appa-
reils frés compliqués, de fonctionnement aléatoire, ne présentant
aucun avantage sur les suivants.

B. Régulateurs a mercure. — Type : réqulateur de Chancel. — Le

gaz arrive par le tube en verre A (lig. 49), vient sortir par le bec de
flite qui termine ce tube & l'intérieur du régulateur et passe par
l'ajutage B pour xe rendre au braleur. L’appareil étant disposé dans
I'étuve, le mercure placé dans la partie inférieure, en R, se dilate
sous l'influence de toute élévation de température et vient obstruer
plus ou moins complétement le bec de flile, diminuant ainsi la
quantité de gaz qui se rend au brileur; un trou de streté, 0, évite
'extinction du gaz en cas d’'occlusion compléte du bec de flite.
i Deés que Iétuve se relroidit, le niveau du mercure baisse et le
gaz passe librement. Une vis V, permet de régler I'appareil en
augmentant ou diminuant la capacité du tube plein de mercure.
Appareil peu couteux, mais peu sensible.

C. Régulateurs a éther. — Type : réqulatewr de Rohrbeck (fig. 50).

(1) Le bon fonctionnement des régulatenrs exige une pression constante du ga qui les ali-
mente ; pour obtenir celie conslance, il est hon de faire usage d'un régulateur de pression

(celui de Moilessier, par exemple) placé a Vorigine de la conduite sur laquelle sont branchées
les Gtuves.
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— L.e principe de cet appareil est bas¢ sur les modifications de
tension de la vapeur d'éther sous I'influence des changements de-
température. ‘

La figure ci-jointe fait comprendre le fonctionnement du régn-
lateur. '

Le gaz arrivant par I'ajutage A passe dans le tube T par le bec de-

AL,

g O Sl e

Fig. 48, — Etuve de Babes.

flate, puis se rend au braleur par B; a la partie inféricure du tube-
T une cloison en verre, en forme d'entonnoir, E, délimite une cham-
bre R, dont Ta partie inférieure conticut du mercure et la partie su-
périeure des vapeurs d'¢ther. Toule é€lévation de la température
ainbiante augmente la tension des vapeurs d'éther, le mercure
refoulé monte dans l'entonnoir et la chambre supérieure ou il
vient obstruer plus ou moinsle bec de flite et diminuer ainsi 1'afflux
du gaz aubrileur. Un trou de sireté empéche 'extinction totale.On
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régle I'appareil en enfoncant plus ou moins le tube A dans le bou-
chon. Appareil sensible, mais fragile.
D. Régulateurs & air. — Type : régulateur de Bohr (fig. 51). — Le
- principe de 'appareil est le méme que celui du précédent, la vapeur
d’éther étant remplacée par de
A lair.

Le régulateur est placé dans
l'etuve, le réservoir A étant
plein d’air, le robinet R ouvert.
Quand I'étuve a atteint la tem-
pérature désirée on ferme R.

—/

Fig.49. — Régulateur  Fig. 50. — Régulateur Fig. 5). — Régulaleur
de Chancel. de Rohrbeck. de Bohr.

Toute nouvelle élévation de température détermine la dilatation de
Pair du réservoir, Pair dilaté refoule le mercure contenu en B et le
bec de flate G se trouve obstrué, le gaz ne peut alors parvenir au
tube D qui le conduit au brileur. Un trou de streté O empéche
I'extlinction totale.

Cel appareil assez sensible présente 'inconvénient d’étre influencé
par les variations notables de la pression atmosphérique et exige de
ce fait une certaine surveillance.



ETUVES CHAUFFEES AU GAZ. 73

ETUVE DE D'ARSONVAL.

. Le principe du régulateur de d'Arsonval est basé sur les déforma-
tions que subit une lame élastique soumise a des pressions différentes.

L

Fig. 52. — Nouvelle ¢lurc aulorégulatrice de d'Arsonval.

L'étuve est en métal et comporte une double paroi, 2, pleine d’eau
(fig. 52 et 53). A la partie inférieure la paroi extérieure est formée par
une lame flexible, 3, en acier; cette lame constitue la paroi supérieure
d’une chambre, 10, dans laquelle pénétre un ajutage en cuivre, 12, par
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lequel arrive le gaz; deux tubes, 13 et 13’, assurent la sortie du gaz
qui se rend au bruleur.

L’extrémité de l'ajutage 10 peut étre rapprochée ou éloignée de la
lame 3 au moyen d'un pas de vis; quand cette extrémité se trouve au
contact de la lame, le gaz ne peut passer. Eloigne-t-on au contraire
le tube de la lame, le gaz circule librement et se rend au brileur.

La double paroi est remplie
d’eau par un orifice, 5; elle est, de
toute autre part, hermétiquement
close. Supposons que l'on veuille
régler I'appareil a 37°, on éloigne
le tube 10 de la lame 3 de facon a
ce que le braleur brile a pleine
flamme; quand le thermométre
atteint 36¢ a l'intérieur de I'étuve,
on rapproche le tube 10 de la lame
3 de maniére a diminuer légere-
ment la hauteur de la flamme du
braleur, puis on bouche hermé-
tiquement l'orifice 3 ; toute nou-
velle élévation de température
détermine la dilatation de l'eau
de la double paroi et par con-
séquent le refoulement de la
plaque 10etl'interruplion ducours
du gaz. En réalité on ne ferme
pas complélement l'orifice 5,
maiz on y place un bhouchon,
muni d'un tube de verre : sous
& . Vlinfluence de la dilatation le li-
Fig. 53. — Coupe de I'étuve aulorégulatrice q,Uide monte dans le tube, la res

de d'Arsonval, sion augmente xur le fond de
I'étuve et la lame 3 est refoulée.

Avoir soin de se servir pour le remplissage de 'étuve d’eau récem-
ment bouillie; si I'on employait de I'eau ordinaire, les bulles d'air
se dégageant sous I'influence de la chaleur feraient varier le niveau
du liquide et I'appareil serait déréglé,

Um.* modilication consiste a placer latéralement le régulateuret &
S.l;};stltuel‘ a la lame d’acier une membrane de caoutchouc, plus sen-
~iple.

'Ljal)pareil que nous venons de décrire présente plusieurs incon-
venlents

ADNET CR A PARIS
AIVANGSYV, G anaJAQLY
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1° En raison de sa forme il ne permel d’utiliser qu'une petite
portion de la capacité de 1’étuve;

20 Le réglage élant fonction du niveau de 'eau dans le tube 8, la
température de I'étuve s’éléve & mesure que le niveau bhaisse d'une
faible quantité, ce quise produit assez fréquemment par évaporation,
par suintement au niveau des joints, elc., etc. ;

3¢ Les lames élastiques se fatiguant & la longue perdent de leur
élasticité et 1'étuve se dérégle.

En résumé, I’étuve de d'Arsonval exige une surveillance assidue
et des réparations fréquentes.

ETUVE DE ROUX.

L’étuve de Roux (fig. 55) répond a tous les besoins de la technique
bactériologique sans présenter les inconvénientx des appareils pré-
cédents, c’est celle dont I'usage nous parait le plus recommandable.

Cette étuve se compose d'une armoire reclangulaire en hois, de
dimensions variables, fermée a sa partie antérieure par une ou deux
portes vitrées et disposée sur des piedsau-dessusd'un bhrileur a gaz.
L'étuve conlient une série de tubes de cuivre disposés verticalement
conlre la face interne des parvis du bois.

Les gaz de combustion dégagés par le brileur s'engagent dans les
tubes et ceux-ci déterminent par rayonnement un échauffement
uniforme de l'air contenu dans 'appareil ;la ventilisalion est assurée
par des orifices ménagés a la partie inférieure ct dans le plafond de
I’étuve.

Le régulateur est entiérement métallique (fig. 56), il est constituc
par une lame de zinc el une lame d’acier soudées ensemble et re-
courbées en forme d'U. Le métal le plus dilatable, le zinc, étant en
dehors, toute élévation de température tend a rapprocher les deux
branches et tout ahaissement les écarte I'une de l'autre.

La branche gauche de I'U étant fixée, la branche R restée libre
{otalise les déformations provoquées par I'élévation ou I'abaissement
de la température de I’étuve et par l'intermédiaire d'une tize rigide
horizontale les transmet au piston C qui commande arrivée du
gaz et qui est placé extérieurement.

Le gaz, en effet,arrive par le tube Areli¢au robinet de la conduite,
et pour pénétrer dans 'ampoule d'ou part le tube S qui le conduit
‘au bruleur il doit passer au-dessous du piston C.

Lorsque la température s'éléve dans I'éluve, la branche R se rap-
proche de l'autre entrainant avec elle la tige rigide; le ressort solli-
cité par un ressort a boudin, se ferme (position indiquée par la
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figure), ne laissant pour tout passage au gaz qu un trou de sﬁreté ou
rallumeurt, de suite la température s’abaisse. Quand la tefnperatfn'e
de l'étuve est trop basse, le phénoméne inverse se produit, la tige

Fig. 54, — Etuve de Pasteur modifiée par Rousx.

rigide est refoulée par la branche R, elle repousse le piston C qui
donne alors passage au gaz et la flamme du brileur augmente
d'intensité ; aprés quelques oscillations au-dessus et au-dessous de
la température de régime, I'éluve est définitivement réglée. On peut
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facilement faire varier en plus ou en moins la température : il suffit
pour cela d’augmenter ou de diminuer la longueur de la tige
rigide T, ce qu’on obtient facilement en tournant ou détournant la
vis 'V,

Dans un autre modéle, qui permet d'obtenir une plus grande
précision dans le réglage, la longueur de la tige rigide est invariable,

Fig. 55. — Régulateur métallique de Roux.

mais on en approche ou on éloigne plus ou moins le piston au
moyen de lavis de rappel V actionnée par un ressort a boudin (fig. 56).

Dans certains cas les tiges de fer et de zinc sont rectilignes et
I'appareil a la forine d'un tube métallique B; on emploie ce modéle
lorsque le régulateur doit ¢tre immergé dans 'eau (étuve & manchon
d’eau, bains-marie, étuves a gélatiniser le sérum, etc.) (fig. 56).

On peut enfin adapter un régulateur de Roux & un poéle i gaz et
chauffer ainsi une piéce entiére qui servira de grande étuve, soit
dans les laboratoires ot travaillent de nombreux éléves, soit pour la
fabrication des Loxines.
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Mise en fonrtionnement. — 1° Avant d’utiliser Pétuve il est hon de
garnir la face intérieure des portes vilrées avec du papier noir pour
protéger les cultures contre I'action nocive dela lumiére;

90 Placer un thermométre a chaque étage del'étuve pour y étudier
la marche de la température. L’étuve réglée, chaque étage a une

température absolument fixe, mais il
K existe des différences minimes de tem-
; pérature eatre les différents étages;

30 L'ajutage A (fig. 53) étant relié au
robinet de la conduite et le tube S au
braleur, amener la vis V au contact de
la tige qui commande la soupape S et
la faire tourner jusqu'a ce que la sou-
pape soit largement ouverte ;

4° Allumer le brileur;

50 Quand le thermométre de I'étage
moyen marque & un demi-degré pres
la température que l'on désire obtenir
136,35 pour régler a 37°¢ par exemple),
on détourne la vis V jusqu’a ce qu'elle
affleure simplement, sans la repousser,
la tige de la soupape : la soupape s¢
trouve alors fermée, le bruleur n’est
Fig %o M= Ryguatea iR L00s plus alimenté que par le trou de si-

a tube. reté. Mais dés que la température baisse
dans I'étuve, la branche R sécarte de
sa congéneére, la vis V refoule le piston, la soupape s'ouvre et le
gaz arrive en plus grande quantité au braleur. L’appareil se trouve
réglé.
‘3 Dés lors la température se maintient constante, sans qu’on ait
plus & s'occuper du régulateur; on peut éteindre 1'étuve en fermant
le robinet de la conduite du gaz, puis la rallumer;la température
se rétablit d’elle-méme au degré finé. Avoir soin, a de longs iater-
valles, de déposer un peu de vaseline dans le graisseur g pour lubré-
fier la tige du piston.

REGULATEUR Bi-METALLIDUE |
MODELE  UEPOSE

*7°d” 993NSIIM

H. — ETUVES CHAUFFEES AVEC UN COMBUSTIBLE
AUTRE QUE LE GAZ.

,Quanfi on ne dispose pas de gaz d'éclairage, il est tres difficile
d’obtenir une bonne régulation des étuves.

L'étuve de Lion, au pétrole, est quelquefois employée.
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Viesnegg construit deux modéles qui permettent d'utiliser un
combustible quelconque. Dans le premier,’étuve est chauffée direc-
tement par le foyer; un régulateur de Roux aclionnant une con-
duite d'eau permet l'arrivée de I'eau froide dans la double paroi de
I’étuve dés que la température s'éléve au-dessus du degré de régime;
dans un second appareil, la source de chaleur est placée sous une
chaudiére voisine de I'étuve et reliée a celle-ci par un tuyautage
commandé par un régulateur de Roux : dés que la ltempérature de
I’étuves’abaisse, le fonctionnement du régulateur permetl'introduc-
tion d’eau chaude dans la double paroi. Nous n'insisterons pas sur
le fonctionnement de ces appareils d’'utilisation peu fréquente.



CHAPITRE V
ISOLEMENT DES GERMES

L'obtention d'une culture pure est la premiére condition des
recherches hactériologiques : pour étudier le mode de développement
et les propriétés d'un microbe, il faul commencer par lisoler des
autres germes, des impuretés, auxquels il peut se trouver mélangé.

Etant données les petites dimensions des microbes, on ne peut
songer a prélever isolément un de ces étres pour le reporter dans un
milieu de culture, force est donc de recourir a des procédés plus
compliqués.

Les méthodes d'isolement employées en bactériologie sont nom-
breuses ; pour la commodité de I'étude, on peut les ramener a deux
groupes. Les premiéres sont d'ordre purement mécaniques, elles
comportent la dilution et la dissémination; les secondes utilisent les
propriétés biologiques du microbe qu’on se propose d'isoler.

Les procédés du premier groupe conviendront pour isoler toutes
les espéces bactériennes que contient un produit donné;les procédés
biologiques, au contraire, s’appliquent spécialement a la recherche
de tel ou tel microbe que I'on présume exister dans le produit mis
en expérience et dont on connait & I'avance les propriétés capitales,

Avant tout, quand on =e propose de pratiquer un isolement, il faut
distinguer les microbes «wérobies des anaérobies; suivant que l'on se
proposc d’obtenir les bactéries du premier ou de second groupe, on
fera les cultures en présence ou a 'abri de I'air.

Dans les cultures a I'abri de I'air on isolera les différents microbes
anaérobies par les procédés que nous étudierons dans le chapitre

suivant. Pour le moment nous nous occuperons uniquement de la
s¢paration des microbes aérobies.
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I. — PROCEDES MECANIQUES.
A. — DILUTION DANS LES LIQUIDES.

Ce procéd¢, imaginé par Lister, a été appliqué par Neegeli et par-
Miquel; il est peu employé aujourd’hui. Soit & isoler les microbes
contenus dans une goutte d'eau. Portons cette goutte d'eau dans un.
tube contenant 10 centimétres cubes de bouillon stérile (tube A) el
mélangeons par agitation. Les germes que renfermait la goutte d’eau
se trouvent dilués dans les 10 centimeétres de bouillon; un centimétre
correspond a 20 gouttes, chaque goutte de bouillon contiendra 20 X 10,
c'est-d-dire 200 fois moins de germes que la goutte d’eau mise en
analyse.

Reportons maintenant une goutte du mélange (tube A) dans un
nouveau tube de bouillon stérile et répétons cette opération avec un-
certain nombre de tubes (B, B, B” etc.). Si notre goutte d’eau con-
20
200
ce microbe unique se développera dans chacun destubes B, B’, B”, etc.,
et donnera une culture pure.

La goutte d’eau ne contenait-elle que 50 germes, un tube sur
donnera une culture; la goutte d’eau renferme-t-elle un plus grand
nombre de germes, il sera nécessaire de la diluer davantage de facon a.
arriveraun mélange dont une goutte ne contienne plus qu'un germe,
on portera par exemple 10 gouttes du tube A dans un lube de bouillonB
avec lequel on pratiquera une série d'ensemencement G, G, ¢, etc.

Ce procédé d'isolement est trés rigoureux, mais il a I'inconvénient
d'étre long et pénible, aussi lui préfére-t-on d’ordinaire la méthode
suivante.

tenait 200 germes, chaque goulte du tube A contenait —- — 1 germe,

‘B. — DISSEMINATION.

L'isolement des germes par dissémination, imaginé par Koch, exige
I'emploi de milieux de culture solides. Ce procédé peut étre utilisé
suivant deux modes diflérents : tantot on ensemence le milieu préa-
lablement liquélié, tantot on répartil directement les germes a la
surface de milieu solide.

1o DISSEMINATION EN MILIEUX SOLIDES LIQUEFIES.

Soit a isoler les germes contenus dans une goutte d’eau. Nous
portons cette goutte d'eau dans un tube de gélatine liquéfiée au

Brsson. — Technique microbiologique. 6
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bain-marie et nous mélangeons intimement. Les germes de la goulte
d'eau se répartissent dans la gélatine; coulons maintenant celle
gélatine en couche mince sur une plaque de verre el refroidissons-

Fig. 57, — Aspcet de colonies microbiennes sur plaque de gélatine grandeur nalurelle.)

la rapidement : lex microbes se trouvent dizz¢minés et enrobés dans
la couche de gélaline comme les amandes dans la pite d’un nougat;
si nous exposons la plaque a une température favorable, chaque
microbe germera isolément et donnera naissance a4 une colonie
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constituée par des individus provenant du germe unique initial, et
par conséquent pure. Il sera aisé dés lors de reprendre chacune de
ces colonies et de les réensemencer sur des milieux neulfs.

La mise en pratique de ce procédé peut étre réalisée de différentes
facons, mais elle est toujours subordonnée aux régles suivantes :

1° Avant que d’y déposer la semence laisser refroidir la gélatine
liquéfiée, suffisamment (30c & 40°) pour que les microbes ensemencés
ne soient pas détruits par la température du milieu.

2° Opérer a I'abri de toute contamination.

3o Placer les plaques  ’abri des poussiéres atmosphériques.

a. Procédé recommandé. — Boites de Petri. — Instruments
nécessaires. — Trois boites de Petri (fig. 58) enveloppées de papier

Fig. 58, — Boites de Petri.

filtre, puis flambées au four Pasteur (avoir une provision de ces boites
préparées d’avance);

Trois pipettes de Pasteur;

Trois tubes de gélatine.

Opération. — 1° Liquéfier au bain-marie la gélatine des trois tubes.

Ne jamais exposer directement les tubes & la flamme pour liquéfier la
gélatine; il se produirait dans le milieu deg bulles d’air qui géneraient les
observations ultérieures.

90 Prélever a l'aide d’une pipette Pasteur, en prenant les précau-
tions d’usage (Voy. p. 58), une goutte du liquide dont on veut isoler
les germes.

Porter cette goutte dans un tube de gélatine (tube 1) en observant
les régles ordinaires ; replacer le bouchon d'ouate du tube et assurer
le mélange exact en roulant rapidement le tube entre les deux mains.

Ne jamais mélanger en agitant le tube de haut en bas comme on le fait
en chimie, la gélatine produirait ainsi une mousse fort génante.

30 Avec une nouvelle pipette Pasteur, prélever 3 gouttes dans le
tube I et les reporter dans le second tube de gélatine liquéfiée (11);
mélanger comme plus haut. .
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4° Prélever de méme 3 gouttes du tube 1 et les ensemencer dans
le troisieme tube de gélatine (IlI).

On obtient ainsi trois dilutions différentes de la semence; suivant que
celle-ci contenait beaucoup ou peu de germes, la dilution III ou Ia dilu-
tion I donneront les résultats les plus favorables. S’il y a beaucoup de
germes, par exemple, leur abondance rendra Ies colonies confluentes et
génera lisolement sur la plaque préparée avec la dilution 1: on se repor-
tera alors aux dilutions II et III.

50 Débarrasser une hoite de Petri de son enveloppe de papier.

Déboucher purement le tube 1, en flamber I'orilice dans un bec de
Bunsen.

Soulever le couvercle de la boite de Petri, couler la gélatine dans
la hoite, replacer rapidement le couvercle.

Communiquer quelques oscillations & la boite pour bien répartir
la gélatine sur la totalité du fond du cristallisoir, puis déposer la
boite sur une surface horizontale et froide et laisser la solidification
se produire. Cela fait, étiqueter et placer & 20c.

6° Opérer de méme pour les tubes 1l et 1.

7° Examiner chaque jour les hoites, noter le développement des
colonies, leurs caractéres (examen a l'ceil nu et a la loupe & travers
la paroi de verre de la boite); enfin prélever avec un ise un échan-
tillon de chaque colonie pour les examens microscopiques et les
réensemencements.

Remarque. — Cette méthode présente quelques inconvénients et
ne peut étre appliquée dans tous les cas:

a. Certains microbes liquéfient rapidement la gélatine, I'isolement
se trouve ainsi compromis et interrompu.

b. Ce procédé ne eonvient qu'aux bactéries cultivant a des tempé-
ratures inférieures & + 20c ou 23¢, la gélatine se liquéfiant a -+ 25

Aussi a-t-on recours dans certains cas, et particuliérement dans la
recherche des bhactéries pathogénes, aux plaques préparées avecla
gélose.

On opére alors comme précédemment en tenant compte des
observations suivantes :

1° La gélose solidifiée ne se liquéfie qu’a la température de ’ébul-
lition, mais elle reste alors liquide jusqu’a 4 40c. Les tubes de gélose
seront donc liquéfiés dans l'eau bouillante, puis on les laissera
refroidir jusqu’a ce que leur température soit aisément supportée
par la main.

2° Ensemencer alors les tubes comme il a été dit plus haut, mais
opérer trés rapidement pour la confection des boites, sans quoi l2
gélose se solidifierait et formerait des grumeaux dans les tubes.
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I1 est bon pour éviter la production de grumeaux lors du refroi-
dissement dans les boites de placer celles-ci, avant que d'y verser la
gélose, sur une platine contenant de l'eau & 40°-45¢ (voy. plus bas) et
de ne les laisser refroidir que progressivement.

3°Placer les boites a I’étuve 4 37¢; pour empécher la dessiccation de
la gélose, disposer les boites dans une chambre humide constituée
par un cristallisoir 4 cloche dans le fond duquel on dispose une
feuille de papier filtre imbibée d'eau.

On pourrait opérer de méme avec 'agar-gélatine pour les cultures
devant étre maintenues entre + 20c et + 30¢,

b. Plaques de Koch. — Instruments. — Trois lames de verre mesu-
rant environ 8¢ X 12¢, enveloppées séparément dans du papier et
stérilisées au four Pasteur (tenir
préparée une provision de ces
plaques).

Trois bancs en verre desti-
nés a supporter les lames.

Un cristallisoir a cloche con- Fig. 39. — Banc de verre pour cullure

. . A sur plaques.
stitué par deux cristallisoirs
d’environ 20 centimétres de diamétre, s'emboitant I'un dans 'autre.

Une table refroidissante constituée par une hoite métallique plate
dont la face supérieure est soigneusement dressée et recouverte par
une cloche Ci; la boite est supportée par des vis calantes; par les

I'ig. 60. — Apparcil ponr plaques de gélaline.

deux ajutages A et A2 on peut y faire circuler un courant d’eau froide
{ou chaude quand on opére avec la gélose) et une ouverture a vis B
permet d’y introduire des morceaux de glace. I'n niveau d'eau N
sert & donner & 1'appareil une position horizontale.

Trois tubes de gélatine liquéfiée au bain-marie et trois pipettes
Pasteur.
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Opération. — 1° Verser dans le cristallisoir & cloche une petite
quantité de la solution de sublimé acide et en renversant et agitant
l'appareil assurer le contact du sublimé avec tous les points de ses
parois intérieures.

Disposer alors dans le fond du cristallisoir une rondelle préparée
avec deux ou trois doubles de papier filtre et imbibée de la solution
de sublimé. (Cette disposition, dite chambre humide,a pour but d’em-
pécher la dessiccation des plaques de gélatine.)

Laver également les bancs de verre avec le sublimé, placer un de
ces bancs sur le fond du cristallisoir.

2° Disposer horizontalement sur la table (a la gauche de 1'opéra-
teur) la platine refroidissante pleine d’eau froide ou glacée.

Le plateau supérieur de I'appareil est essuyé avec soin pour le débar-
rasser de toute poussiére, I'intérieur de la cloche est lavé au sublimé.

3° Ensemencer les trois tubes de gélatine 1, 11, {ll comme il a été
dit pour le procédé précédent.

4° Prendre une des plaques de verre, déchirer le papier qui I'en-
toure suivant un de ses hords, saisir un coin de la plaque entrele
pouce et I'index de la main droite, la dégager vivement du papier et
la porter sur la platine refroidissante dont la cloche est 1égérement
soulevée parla main gauche de l'opérateur;laisser rctomber la cloche
au-dessus de la plaque.

5° Déboucher aseptiquemment le tube 111, passer dans la flamme
sa parlie supérieure sur une hauteur de 2 & 3 centimétres, 'engager
sous la cloche de verre légérement soulevée ; verser la gélatine au

Fig. 61. — Dispositlon des plaques dans le cristallisoir.

centre de la plaque, 1'y ¢tendrelargement & 'aide de la partie flambée
du tube. Relirer le tube, reposer la cloche, attendre la solidification
de la gélatine.

6° La solidification achevée, soulever de nouveau la cloche, saisir
avecla main droite un des coins de la plaque, retirer celle-ci de dessous
lacloche, laporter vivement danslachambre humide (dontlecouvercle
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est soulevé par la main gauche de I'opérateur qui vient d'abandonner
la cloche de la platine) et la déposer sur le banc du verre:.

Placer immédiatement le second banc de verre, en pont, au-dessus
de la plaque humide, laisser retomber le couvercle de la chambre.

La gélaline de la plaque n'a jamais aucun coutact ni avec la paroi de la
chambre humide ni avec les baues de verre : c'est pourquoi le sublimé
peut itre employé pour la stérilisation de ces appareils.

7° Préparer de méme une plaque avec tube 1, la placer dans la
chambre humide, disposer au-dessus le trotsi¢éme banc.

8° Terminer en préparant une plague avecle tube [, la placer sur
le troisiéme banc.

9° La chambre humide est maintenue & + 20¢. Les plaques ont été
disposées dans celte chambre de facon que la plaque la plus chargée
en germes se trouve 4 la parlie supérieure : c'est sur elle que les pre-
miéres colonies apparaitront ; on pourra 'examiner et I'étudier sans
loucher aux autres plaques que I'on ne découvrira qu'a mesure de
leur développement.

Inconvénients. — 1° Ce procédé, assez élégant, a l'inconvénient
d’exiger des manipulations compliquées, difficiles & exécuter rigou-
reusement. 7

20 Les plaques pendant ces manipulations sont nécessairement expo-
sées pendant quelques secondes & I'air et peuvent se contaminer; celte
exposition a peu d’inconvénients si on opere lrés rapidement dans
uneatmosphére calme ne contenant pas de poussiéres en mouvement.

3° Pour examiner les plaques on est forcé deles découvrir et de les
exposer & lair, elles se contaminent rapidement et I’observation perd
sa rigueur.

¢. Tube d'Esmark. — Instruments. — Trois pipeltes de Roux.

Trois lubes de gélatine;ces tubes doivent élre un peu plus longs
et un peu plus larges que les tubes a cullure ordinaire; chacun ren-
ferme 10 centimétres cubes de gélatine stérile.

Trois capuchons en caoutchouc.

Opération. — 1° Ensemencer les trois tubesl, 11, 111, comme il a été
dit plus haut.

2° Couvrir l'orifice de chaque tube, au-dessus du bouchon d'ouate,
avec un capuchon de caoutchouc.

3o Porter successivement chaque tube au-dessous d'un robinet d’eau
froide, incliner le tube de telle sorte que la gélatine se répartisse sur
toute salongueur (sans atteindre le bouchon d’ouate) et lui imprimer
un mouvement rapide de rolalion en maintenant les deux extrémités
entre le pouce et 'index de chaque main. La gélaline se solidilie en
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formant un revétement réguliersur toute la surface interne du tube,
on obtient une plaque enroulée en cylindre.

4° La <olidification terminée, retirer le capuchon de caoutchoue
-et porter les tubes a I'étuve & + 20e.

Ce procédé ale grand avantage de soustraire completement les
.plaques a toute cause de pollution, mais 1'élude des colonies est ren-
-due peu aisée par la forme cylindrique de la plaque de gélatine.

2> DISSEMINATION A LA SURFACE DES MILIEUX SOLIDES.

Quand on désire isolerles microbes contenus dans un corps solide
«lel qu’une fausse membrane, un crachat visqueus, etc., on badigeonne
avec ce corps la surface d’'un milieu nutritif solide disposé soit en
plaque, soit en tube incliné.

Ce procédé, classique aujourd’hui pour l'isolement du bacille
diphtéritique dans les fausses membranes, permet d'uliliser pour
-I'isolement des milieux nutrilifs non liquéfiables par la chaleur:
pomme de ferre, sérum, par exemple.

En pratique on peut opérer de deux facons différentes :

a. Ensemencement en strie. — Nous prendrons comme type un
isolement sur plaque de gélose.

Instruments. — (se de platine avec fil moyen ou forl.

Un tube de gélose.

Une boite de Petri s(érilisée.

Opération, — 1° Liquéfier la gélose cl la couler dans la boite de
Pelri en observanl les régles formulées plus haul.

Laisser la gélose se solidilier complétement.

2° La solidification achevée, prendre avecl'dse
100N de platine une parcelle du produit & ensemen-

i cer. Soulever le couvercle des hoites de Petri,
| DorlerPose sur la surface de la gélose et couvrir
/ f I) celle-ci d’une série de stries rectilignes éloignées
i de quelques milliméires I'une de 1'autre, sans

jamais recharger l'ose.
- A chaque strie, I'ose abandonne un peu de la
'f"i]a‘:’{i-e?llrs‘;ie"l‘]fé“tﬁlzge' semence qu’elle porle avec clle, on concoit que
des strics. bientol les stries ne seront plus ensemencées
qu’avec un trés petit nombre de microbes.

3¢ La plaque élant portée al'étuvea - 37¢, les colonies se dévelop-
pent trés abondantes au niveau des premiéres strics, de plus en plus
-rares et bien isolées au niveau des derniéres : 'observation et le pré-
‘levement sont ainsi rendus trés aisés.
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b.'Ensemencement en surface. — Nous décrirons unisolement sur
serum incliné; opérer de méme sur gélose, sur pomme de terre, etc.

Instruments. — Ose forte aplatie en palette.

Trois tubes de sérum solidifié incliné.

Opération. — 1° Prendre avec I'dse une petite quantité du produit
a ensemencer.

20 Déboucher purement un tube de sérum, porter I'extrémité de
I'6se sur la partie la plus reculée de la surface du sérum, puis la
ramener vers l'orifice du tube en la promenant transversalement de
maniére 4 badigeonner la totalité de la surface du sérum (tube1).

3° Reporter immédiatement I'6se, sans la recharger, sur le second
tube et opérer comme en 2 (tube 11).

40 Répéter l'opération précédente sans recharger 1'se, sur le
dernier tube (I11).

5o Porter ces tubes a 1'étuvea 37°

Au cours de ces opérations 1'gse s’essuye peu a peu et se dépouille
progressivement des microbes dont elle était chargée : sur le tube 1
se développeront des colonies nombreuses et confluentes, mais ces
colonies seront de plus en plus rares et bien isolées sur le sérum des
tubes Il et 11, c’est sur ces deux derniers tubes qu'on les observera.

II. — PROCEDES BIOLOGIQUES.

Les méthodes d'isolement basées sur les propriétés biologiques des
microbes ne peuvent étre utilisées que lorsqu'on se propose de
rechercher el d'isoler un germe donné ; on utilise alors certaines pro-
priétés, connues a l'avance, de ce germe pour placer celui-ci dans
des conditions les plus favorables a son développement, tout en
l'opposant & la culture des autres microbes qui exislent avec lui
dans la semence.

La séparation des aérobics et des anaérobies rentre dans cetle caté-
goric de procédés d’isolement : ici on utilise la propriété des aéro-
hies de ne pouvoir se passer d’oxygéne libre pour les éliminer dans
les cultures faites a I'abri de l'air.

Nous devons passer en revue les procédés les plus fréquemment
utilisés,

1° DESTRUCTION PAR LA CHALEUR DES GERMES COEXISTANTS.

Les bactéries non sporulées périssent rapidement quand elles sont
exposées en milicu liquide & une température voisine de 60°; au
conlraire les microbes pourvus de spores supportent sans incon-



90 ISOLEMENT DES GERMES.

vénient des températures de 80°, 90¢, 100° et méme:-405¢ pendant
plusieurs minutes.

1l sera facile dés lors de séparer des bacléries sporulées d'un
mélange ol entrent des microbes asporulés; il suffira de soumetire
pendant quelques minutes le mélange 4 une température comprise,
suivant la résistance de la spore & isoler, entre 80c et 105¢, puis de
I’ensemencer dans un tube de bouillon. C'est ainsi qu’on pourra
purifier une culture sporulée impure de B. anthracis en la soumettant
pendant cing minutes a une température de 80¢ a 85¢; I'infusion de
foin, portée dix minutes a 1'ébullition, donnera une culture pure du
bacillus subtilis; une infusion préparée de méme avec des fragments
de pomme de terre, mise & I'étuve pendant deux ou lrois jours
puis soumise pendant cinq minutes a une température de 105¢, don-
nera une culture pure de B. de la pomme de terre, elc...

Pour utiliser ce procédé il faut avoir soin de loujours opérer avec
un mélange liguide, les microbes desséchés ou protégés par des par-
ticules solides résistant heaucoup mieux a l'action de la chaleur; de
plus il faut veiller & ce que toutes les parties de la culture soient
soumises a la température choisie, sans quoi quelques bactéries
pourraient échapper a l'action destruclive de la chaleur et I'opération
ne donnerait aucun résultat. En régle, il faudra prendre les précau-
tions suivantes :

1o Préparer une pipette Pasteur étranglée au-dessous de 'ouate
(Voy. p. 68). Cette pipelte doit étre de petit diamétre.

2° Aspirer la culture dans la pipette de facon a la remplir jusqu'a
I'étranglement, sceller dan= une pelite flamme 1effilure et 1'étran-
glement.

3°Immerger complétement le tube clos ain~i préparé dans un bain-
marie, porter a la température cloisie, maintenir cette température
cing a dix minutes suivant le ca<, puis retirer le tube (pour les tem-
péralures supérieures & 100° ze servir de 'autoclave).

4° Essuyer le tube, flamber ¢l briser entre les mors d’une pince
une de ses extrémités, aspirer purement un peu de son contenu avec
une pipette stérile et pratiquer les ensemencements définitifs.

2° CULTURES A LA TEMPERATURE OPTIMA
ET CULTURES FRACTIONNEES.

Certains germes se développent i toules les températures com-
prises entre + 10° el + 40c, maisla plupart des microbes présentent des
tgmpéra(ures limites de culture beaucoup moins élastiques; c’est
ainsi qu'un grand nombre de saproph tes ne poussent plus au-dessus
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de 30°, au contraire beaucoupde hactéries pathogénes présentent leur
maximum de développement entre 30¢ et 40°, certaines ne pouvant
cultiver au-dessous de 36¢; d’autresencore se développent a 43¢, tem-
pérature qui arréte la multiplication de la plupart des microbes. On
applique ces propriétés & I'isolement des germes; on peut, par
exemple, isoler le bacterium coli des matiéres fécales en ensemencant
celles-ci dans un tube de bouillon maintenu a 43¢; le bacterium coli
etle bacille typhique seuls se développent dans ces conditions (Rodet).
Mais ce procédé ne donne pas du premier coup une culture pure :
les germes qui coexistaient dans la semence avec le bacterium coli
n’ont pas été détruits; ils ne sont pas développés tant que la culture
est restée a 43¢, mais ensemence-{-on un peu de cette culture dans
un tube de bouillon maintenu a 37¢, ils trouveront des conditions
favorables a leur développement et envahiront le bouillon. Pour les
éliminer complétement il faut recourir aux cultures fractionnées : dés
que le bouillon du premier tube exposé a 43¢ est trouble, on en pré-
léve avec une dse une trace au moyen de laquelle on ensemence un
nouveau tube Il que I'on expose aussi a la température de 43°; ce
tube 11 servira & ensemencer de méme un nouveau tube 11l ; apres
plusieurs passages ainsi rép¢tés on obtient une culture pure.

On opere d'une facon analogue pour isoler le bacille virgule des
selles cholériques, mais on combine a l'action de la température
(37°-38¢) celle d’'un milieu spécial (voir plus bhas) et la pratique des
cultures fractionnées. Ce procédé peut étre employé pour éliminer
dans la plupart des cas les bactérics saprophytes.

3° CULTURES EN MILIEUX APPROPRIES.

On assure le développement d'un microbe aux dépens de celui des
germes qui I'accompagnent en pratiquant I'enseinencement dans un
milieu convenant spécialement & ce microbe.

C'est ainsi que T'on isole le bucille diphtéritique en pratiquant la
dissémination de la membrane sur des tubes de sérum; l'isolement
est favorisé par ce fait que le sérum est tres apte au développe-
ment du bacille de Liffler et convient mal aux microbes qui accom-
pagnent d'ordinaire cc bacille.

Pour la recherche du vibrion du choeléra, Kock et Melchnikoff ont
recommandé des milieux spéciaux, peu nutritifs, mais convenant
bien au vibrion. On ensemence un peu de matiére riziforme dans un
tube de milieu gélo-peplo-scl, par exemple (Voy. p. 30), que l'on
maintient & 38¢ : le vibrion ne larde pas a se développer tandis que
la culture des autres bactéries est beaucoup plus lente a se produire.
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Le vibrion trés aérobie forme un woile 3 la surface du liquide;
préléve-t-on un peu de ce voile vers la douziéme heure aprés I'ense-
mencement, on se trouve en présence d'une culture de vibrions
presque pure. Pour arriver a la purification compléte il faut recourir
aux cultures fractionnées (trois passages sulfisent d’ordinaire) etI'on
peut terminer en pratiquant un isolement en plaque de gélatine,
comme il est dit page 83.

Dans d’autres cas, enfin, on arréte le développement des microbes
a éliminer en ajoutant au milieu de culture un antiseptique dépourvu
d’action sur le germe qu’on veut isoler.

C’est ainsi que Chantemesse a recommandé les milieux phéniqués
pour isoler le bacterium coli et le bacille ’Eberth et qu’Elsner a proposé
dans le méme but la gélaline a I'iodure de potassium.

On peut combiner cette méthode avec celle de la culture a la
température optima : c’est ce qu'a fait Vincent pour la recherche
du bacille typhique.

4° INOCULATION A L’ANIMAL.

Etant donné un mélange contenant un microbe pathogéne quon
se propose d’isoler, on peut facilement obtenir ce microbe a 1'élat de
pureté en inoculant le mélange a un animal approprié.

Pour isoler le pneumocoque dans des crachals pneumoniques, par
exemple, on inocule un peu de ces crachats sous la peau d'une souris;
I’'animal ne tarde pas a succomber et son sang contient le microbe
en culture pure.

De méme, pour isoler le vihrion septique d’une terre o il est mé-
langé & un grand nombre d'autres microbes, on délaye un peu de
celle terre dans quelques goultes d'eau stérile el on injecte le tout
sous la peau del’abdomen d'un cobaye; I'animal succombe a la septi-
cémie de Pasteur et son péritoine contient un exsudat séreux dans
lequel on trouve le vibrion en culture pure.

Au courx de cet ouvrage nous aurons l'occasion d’étudier de nom-
breuses applications de cette méthode d'isolement des germes.



CHAPITRE VI
CULTURE DES MICROBES ANAEROBIES

Depuis que Pasteur a démontré I'existence d’organismes inférieurs
pouvant vivre et se multiplier sans oxygéne libre, la technique des
cultures de ces étres anaérobies a été éludiée et perfectionnée par
un grand nombre de savants et particulierement par Roux.

Certains microbes sont indifféremment aérobies ou anaérobies.
(anaérobies facultatifs), d’autres ne sont susceptibles de se déve-
lopper que dans un milieu strictement privé d'oxygéne libre
(anaérobies stricts). La culture des anaérobies stricts présente quelques.
difficultés liées a la nécessité de priver absolument d’air le milieu
nutritif, elle exige I'emploi de récipients spéciaux que nous devons
étudier; les milieux nutritifs que I'on utilise sont ceux qui con-
viennent aux aérobies.

Nous devons d’abord apprendre a priver d’air les milieux de cul-
ture et les vases qui les contiennent.

/

PROCEDES POUR PRIVER D'AIR LES MILIEUX
DE CULTURE.

A. — EBULLITION.

L’ébullition chasse les gaz en dissolution dans les liquides; pour
priver d’air un milieu de culture, il faut prolonger 1'ébullition pen-
dant vingt minutes & une demi-heure, puis refroidir rapidement en
préservant le milieu du contact de l'air atmosphérique.

B. — DEPLACEMENT DE L’AIR PAR UN GAZ INERTE.

On peut débarrasser un liquide de l'air qu'il tient en dissolution
en y faisant barboter un courant d'un gaz inerte; I'hydrogéne,
'acide carbonique, I'azote, le gaz d’éclairage ont été recommandés
pour cet usage.
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a. Hydrogéne. — C'est le gaz dont 'emploi doit étre préféré : il se
prépare facilement et n'exerce aucune action nocive surles microbes.

On obtient facilement de '’hydrogéne avec un appareil a dégage-
ment continu construit ainsi que I'indique la figure 63.

Le flacon A contient de I'acide sulfurique pur dilué a 1/8; le fond
du flacon B est garni d’'une couche de fragments de tubes de verre
sur laquelle on dispose des rognures de zinc. 1l suffit d'élever le
niveau du flacon A et d’ouvrir le robinet R pour obtenir un dégage-

[} ?

Fig. 63. — Appareil & dégagement continu d'hydrogéne,

ment d’hydrogene par le tube T; veut-on arréter 1'opération, on
ferme le robinet R et place les deux flacons sur le méme plan.
Le gaz, 4 la sortie de I'appareil, doit harboter dans ce flacon laveur
contenant la solulion suivante :

Solution de potasse a 50 p. 100.............. 50 centimelres cubes.
Acide pyrogallique......................... 1 gramme.

Les impuretéx, et particuliérement l'oxygéne, sont ainsi arrétées.

Avant d'utiliser le courant d’hydrogéne il faut s’assurer, au moyen
de la solution d'indigo blanc, qu'il n’entraine aucune trace d’'oxygéne
(Voy. p. 99).

b. Acide carbonique. — Ce gaz jouit de propriétés nocives vis-a-vis
d’'un grand nombre de microbes; son emploi est peu recomman-
dable. On le préparerait a I'aide de lappareil que nous venons de
décrire, en remplacant le zinc par des fragments de marbre blanc
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et l'acide sulfurique par de l'acide chlorhydrique. On ne peut pas
faire barboter l'acide carbonique dans la solution de pyrogallate
de potasse, il faut la remplacer dans le flacon laveur par une solu-
tion d’hydrosulfite de soude (Voy. p. 99).

¢. Azote. — Les difficultés de préparation de l'azote doivent faire
rejeter I'usage de ce gaz dans la technique microbiologique.

d. Gaz d'éclairage. — L'emploi de ce gaz est facilité par cette
circonstance que I'on a constamment du gaz d'éclairage sous la main
dans un laboratoire. Mais beaucoup des composants qui entrent dans
le mélange complexe qu'est le gaz d'éclairage jouissent de pro-
priétés nocives vis-a-vis des microbes; 'usage d'un tel produit ne
saurait donc étre recommandable.

Remarque. — Toutes les fois que 1'on fait barboter un gaz inerte dans
un milieu de culture, il faut avoir soin de filtrer le gaz sur un tampon
de colon stérilisé pour retenir les germes entrainés par le gaz; nous
reviendrons plus tard sur les dispositifs & employer pour réaliser
cette condition.

C. — ABSORPTION DE L’OXYGENE PAR L’ACIDE
PYROGALLIQUE.

Pour priver un milieu d’oxygéne on peut mettre & profit I'affinité
que certains corps possédent pour ce gaz. D'ordinaire on dispose le
tube 4 culture dans un tube plus grand (ayant de 20 & 25 centi-
metres de hauteur) sur un petit support en verre ou en métal
(Voy. fig. 73). On place dans le fond du tube extérieur, une solu-
tion alcaline d'acide pyrogallique :

Acide pyrogallique......................... | gramme.
Potasse & l'alcool..............ooooill, 1 —_
LU0 0 000 0 Oe ™ g 00 00 e 00 GRG0 0000 Che o S O = O 0 10 centimétres cubes.

On ferine hermétiquement le tube extérieur avec un bon bouchon
de caoutchouc; l'oxygéne diffuse a traversle tampon d'ouate du tube
A culture et est absorbé par la solution pyrogallique qui prend une
teinte brune.

D. — ABSORPTION DE L’OXYGENE PAR UNE CULTURE
AEROBIE.

En cnsemencani a la surface d'une culture anaérobie en milieu
solide un microbe avide d'oxygéne, on soustrait cette culture au
contacl du gaz et le développement anaérobie peut avoir lieu sous
la couche protectrice fournie par le germe aérobie (Roux). Nous dé-
crirons en détail ce procédé a propos des cultures en piqare.
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E. — EMPLOI DES MACHINES A VIDE.

L’emploi des machines & faire le vide simplifie et rend plus rigou-
reux les procédés de culture des anaérobies. Deux appareils & vide
sont d'un usage journalier dans les laboratoires, ce sont la pompe
a mercure et la trompe & eau. On joint d'ordinaire a 1'emploi de ces
instruments la pratique du lavage par un gaz inerte; on arrive ainsi
A chasser toute trace d’air des récipients de culture.

Le procédé du lavage par un gaz inerte est hasé sur ce fait phy-
sique que les gaz entre lesquels il n'y a pas d'action chimique se
mélangent rapidement dés qu’ils sont en contact et que leur mélange
est uniforme et persistant; ce mélange étant d’ailleurs d’autant plus
rapide que la différence des densités des gaz composants est plus
grande.

En pratique, en effet, il est impossible d'obtenir dans un récipient
le vide absolu (loi de décroissance de la force élastique; influence
de I'espace nuisible, influence des rentrées d'air); dans un vase préa-
lablement rempli d’air et dans lequel on a ensuite pratiqué le vide,
il reste donc toujours une faible quantité d’oxygéne; on arrive a se
débarrasser de ce gaz par le lavage : le résidu R, entiérement cons-
titué par de l'air, lors de la premiére opération, sera composé alors
que le récipient aura été rempli d’hydrogene, puis vidé de nouveau,
par un mélange d'hydrogéne et d’air; et répétant le lavage plusieurs
fois, la quanlité d'air restant dans le résidu deviendra inappréciable.

Exemple : Dans un récipient de 2 litres, il reste, le vide étant fait,
1 centimeétre cube dair supposé ramené a la pression almosphé-
rique. Remplissons le récipient d’hydrogéne, l'air se trouvera dilué a
5000 5 le vide fait alors & 1 cenlimeétre cube prés laissera dans le récipient
sa55 centimeétre cube d'air et hoae d’hydrogéne; aprés le second la-
vage la quanlité restant ne serait plus que de ;55145 de centimétre
cube.

a. Pompe & mercure. — Cet appareil permet d’obtenir un vide
presque parfait, mais il a I'inconvénient d’étre couteux, fragile, et
d’'un maniement délicat et lenl. On ne 'emploie guére que dans les
recherches trés précises et pour des récipicnl(s de petites dimensions.

Sans insister sur la manccuvre de la pompe & mercure, nous
rappellerons les poinls capitaux suivants :

10 {Xvoir soin de s’assurer avant chaque opération que l'appareil
fonctionne hien, que les robinets ne perdent pas; graisser légére-
ment ceux-ci au besoin.

2° Relier le récipient a culture a la ranche horizontale H de la
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pompe; faire le vide jusqu'a ce que la différence entre les niveaux
du mercure dans les deux branches du manométre soit inappréciable.

3° A cemoment,labranche ver-
ticale V étant reliée a I'appareil
4 hydrogéne, ouvrir- doucement
le robinet R qui la commande,
laisser 'hydrogéne pénétrer len-
tement dans le récipient jusqu'a
ce que le mercure du manomeétre
soit revenu & sa position pre-
miére.

Intercepter alors la communi-
cationentre la pompe et 'appareil
a hydrogene (robinet R). — Faire
de nouveau le vide. — Recom-
mencer deux ou trois fois I'opé-
ralion. Sceller a la lampe, sous
le vide, V'orifice de l'appareil &
culture.

b. Trompe 3 eau. — En raison
de la modicilé de son prix et de
la simplicité de son fonctionne-
ment, cet appareil est le plus ha-
bituellement utilisé. 11 ne donne
qu’un vide approximatif et néces-

Fig. 64. — Pompe & mercure.

site 'emploi du lavage. La trompe, métallique de préférence (modéle
d’Alvergniat), doit étre munie d'une rampe en cuivre portant un

Fig. 65. — Disposition d'une trompe & eau.

manométre el se divisant en T ainsi que l'indique la figure 65.
Le fonctionnement de la trompe exige une pression d'eau d’envi-
ron deux atmosphéres. Pour faire le vide :

Besson. — Technique microbiologique,

~
N
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1o Ouvrir le robinet de la conduite d’eau, le robinet R étant fermé.
90 Le récipient a culture étant relié a la branche R’ de larampe (1),
etPappareil a hydrogeneala branche R’,1e robinet R"étant fermé, ou-
vrir progressivement 2. On suit la marche de l'opération sur le mano-
métre. Le robinet R reste ouver! pendant toute la durée del'opération.
30 Quand le vide a été poussé aussi loin que possible, fermer R et
ouvrir R’ progressivement : I'hydrogéne pénétre dans le récipient.
40 Le manométre étant retombé au zéro, fermer R’, ouvrir de
nouveau R, le vide se produit une seconde fois dans l'appareil.

5o Apres avoir pratiqué ainsi deux a trois lavages successifs on
scelle au chalumeau, sous le vide, le col du récipient.

En pratique, on peut quelquefois se dispenser des lavages par
I’hydrogéne; dans ces cas on aide au déplacement de l'oxygéne con-
tenu dans le récipient en portant le liquide a 1'ébullition, ce qu'on
obtient facilement, en élevant trés légérement la température
(30¢ & 35°), soit en saisissant le vase de culture a pleine main, soit
par immersion dans de I'eau tiede ou
encore en léchant les parois du réci-
pient avec une petite flamme.

Quand on se sert de la trompe a
eau, toutes les fois que l'on inter-
rompt une opération on doit fermer
le robinet R qui supprime la commu-
nication entre la trompe et le récipient,
avant de suspendre le cours de I'eau
dans la trompe. Sil'on ne prenait cette
précaution, le vide existant dans I'ap-
pareil provoquerait I'irruption brusque
de 1'cau dans le récipient.

Cette irruption de I'eau dans le réci-
pient privé d’air se produirait encore
si, pour une cause quelconque, la pres-
sion venait  baisser subitement dans
Fié 6. — [Flacon do, suzll) GoTE la co'ndu'ite d’eau pendant 1'opération;

la trompe & cau. aussi, doit-on toujours interposer entre

" la trompe el le récipient a culture un

flacon de 2 a 3 litres de capacilé, disposé¢ comme l'indique la figure

ci-contre. Si une projection se produit, I'eau est arrétée dans ce
flacon et ne souille pas la culture.

(1) Par un tube de caoulchouc & parois épaisses, dit tube a vide.



DISPOSITION DES CULTURES ANAKROBIES. 99

REACTIFS DE L'OXYGENE. S

On a fréquemment besoin de s’assurer qu'un gaz (I'’hydrogéne
employé pour les lavages, par exemple) ne contient pas d'oxygéne.
On utilise pour cela la propriété que présente 1'indigo blanc de se
colorer en bleu sous I'influence de petites quantités d’oxygéne.

Pour préparer I'indigo blane, on traite I'indigotine (indigo pur) par
I'acide sulfurique concentré; la solution neutralisée par du carbo-
nate de soude donne le sulfo-indigotate de soude qui, en présence
d'un excés d'alcali, est facilement décoloré par les agents réducteurs.
On réduit d’ordinaire ce produit par ’hydrosulfite de soude obtenu
en versant sur de la poudre de zinc une solution concentrée de
bisullite de soude saturée d’anhydride sulfureux. L’hydrosulfite de
soude est un réducteur énergique; il fixe I'oxygéne de l'air en se
transformant en bisulfite et décolore I'indigo hleu.

On s'assure qu'un gaz ne contient pas d’oxygéne en le faisant bar-
boter, a I'abri de l'air, dans la solution d'indigo blanc.

Quand on veul s'assurer qu'un milieu de culture ne renferme plus
d’oxygéne libre, on peut y ajouter quelques gouttes d'une solution
4 2/1000 de sulfo-indigotate de soude, jusqu’a obtention d'une colora-
tion bleue trés nette, puis 1/100 en poids d'une solution normale
de soude et 1/100 de glucose. Dés que I'on a extrait tout 'oxygéne
du milieu, la coloration bleue disparait, le glucose réduisant 1'indigo
dans ces conditions.

De méme si l'on ajoute simplement 4 un milieu de cullure
quelques gouttes de la solution de sulfo-indigotate de soude, puis
qu'on le prive d’air et qu'on y ensemence un microbe anaérobie,
la coloration bleue se détruira & mesure du développement de la
culture, la décoloration commencant par les points en contact
immeédiat avec la culture : le microbe emprunte 1'oxygéne combiné,
qui lui est nécessaire, aux corps qui I'avoisinent et joue le role de
réducteur.

DISPOSITION DES CULTURES ANAEROBIES

A. — MILIEUX LIQUIDES.

A. Procédé de Pasteur. — Ce procédé, utilisé par Pasteur dans ses
recherches sur les fermentations, est abandonné aujourd’hui; c’est
le plus ancien des procédés de culture des anaérobies, et a ce titre
il mérite d'étre décrit.

On remplit exactement avec le bouillon nutritif un grand ballon
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semblable a celui représenté ci-dessous et portant deux tubulures;
la tubulure recourbée B plonge dans une capsule de porcelaine aux
trois quarts pleine du méme li.
quide. Le robinet R étant fermé, on
porte & I'ébullition pendant une
demi-heure simultanément le bal-
lon et la capsule. L'air dissout est
ainsi chassé; on laisse refroidir
'appareil en place et apreés refroi-
dissement on transporte I'extré-
mité du tube recourbé dans un
vase plein de mercure. On remplit
I'entonnoir E d’acide carbonique,
puis on y fait passer, & l'abri de
l'air, le liquide & ensemencer. On
ouvre alors le robinet R placé au
bas de l'entonnoir et on laisse
écouler la semence dans le ballon en ayant soin qu’il reste un peu
de liquide dans l'entonnoir, ce qui met & I'abri de toute chance d'accés
de T'air dans le ballon. On porte alors a I'étuve.

B. Procédé du tube A essai. — 1° Prendre un tube & essai ordinaire
et en étirer I'extrémité supérieure dans la flamme du chalumeau.

20 Remplir le tube de bouillon ; le stériliser ouvert, et a la sortie
de l'autoclave en sceller la pointe au chalumeau. Porter le tube ainsi
fermé a 35¢ pendant quelques jours pour faire disparaitre les traces
d’air qui ont pu y rester.

3° Au moment de pratiquer 1’ensemencement, flamber et briser
I'extréme pointe, introduire dans le tube un fil de platine chargé de
semence et refermer immédiatement au chalumeau.

C. Pipette de Roux. — Procédé recommandé. — 1° Prendre
une pipette Pasteur stérilisée, I'étrangler sur la petite flamme du
chalumeau, immédiatement au-dessous du tampon d’ouate (a, fig. 68).

Fig. 67.— Appareil de Pasteur pour la cul-
ture des anaérobies.

Fig. 68. — Préparation de la pipette de Roux.

2¢ Flamber et casser la pointe de la pipette; plonger l'extrémité
ouvgrte dans un tube de bouillon ensemencé avec le microbe &
cultiver; aspirer le liquide dans la pipette de facon & emplir celle-ci
aux trois quarts.
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3° En inclinant la pipette de facon a éleverla pointe, fermer celle-ci
‘sur une petite flamme.

4° Relier I'extrémité supérieure de la pipette & la machine a vide.
— Pratiquer le vide et plusieurs lavages a I'hydrogéne.

11 suffira souvent, le vide étant fait, de provoquer J’ébullition du liquide
comme nous l'avons dit page 98. Dés que l'on chauffe la pipette, méme
trés légérement, le liquide bout violemment et tend a passer dans le tube
d’aspiration ; on évitera la production de ce phénoméne en commencant par
chauffer la partie supérieure de la pipette au-dessus du niveau du liquide.

3o Le vide étant fait, sceller la pipette a la flamme au niveau de
I'étranglement a. -— Recouvrir les pointes du tube obtenu avec un
peu de cire Golaz pour augmenter leur résistance. Porter & I'étuve.

6° La culture terminée, pour la
retirer du tube, flamber et briser
avec une pince l'une des extré-
mités de celui-ci, a, et aspirer le li- .
quide dans une pipette Pasteur.

D. Tube de Pasteur, Joubert et
Chamberland. — Cet appareil per-
met de faire deux cultures succes-
sives en pratiquant le réensemence-
ment a l'abri du contact de l'air.
1l est constitué, comme l'indique la
figure 69, parun tube en U renversé
dont chaque branche porte une
tubulure effilée; de la convexité
de I'U part une troisieme tubulure
ou est disposé un tampon d'ouate
entre deux étranglements.

1o Stériliser le tube au four
Pasteur, les deux effilures « et b
ayant ¢l¢ préalablement scellées
dans la flamme.

2° Apres refroidissement du tube,
flamber leffilure a, en casser la Fig: 89. — Tube de Pasleur, Joubert

. B ct Chamberland pour la culture des
pointe, la plonger dans le bouillon aEToLies
ensemencé, aspirer par (. de ma-
niére a faire pénétrer le liquide dans la branche A. Fermer de nou-
veau l'effilure ¢ au chalumeau.

3o Flamber D'effilure b, en casser la pointe, la plonger dans un
tube de bouillon stérile, aspirer comme précédemment ce bouillon
dans la branche B. Fermer la pointe de b au chalumeau.

PSS
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Dans les deux temps, 2 et 3, il faut veiller avec soin & ce que les
liquides des deux branches ne se mélangent pas; chaque branche ne doit
&tre emplie qu'au tiers.

4° Relier la tubulure C & la machine a vide ; priver d’air I'appareil,
pratiquer deux ou trois lavages a I'hydrogéne; sceller dans le vide
au niveau de l'étranglement c.

5¢ Porter le {ube & 'étuve en le ma