T

i

b5 G BT

b o

@
i
',l'
A
:

;,.;y:-,‘__;,:.,._ PR SR NN SROTU NP

T LT




== F‘.“-'N

NIVERSIDADE-DE* SAO-PAULO
SCOLA-SUPERIOR-DE-AGRICULTURA
LUIZ-DE-QUEIROZ _




[T B

e
iR ‘};@{
' ek




Ce volume est unc publication de U'Encyclopédic
scientifique des Aide-Mcmoire; F. Lafargue, ancien
éleve de I'Ecole Polytechnique, Secrctaire geneéral,
169, boulevard Malcsherbes, Paris.

No 13 A,

pTe

| BA

Moy
TR AIRES 7

Boulerayg




ulip

121

o
.

ENCYCLOPEDIE SCIENTIFIQUE DES AIDE-MEMOIRE

PUBLIEE SOUS LA DIREGTION

pe M. LEAUTE, Meysre pe v’INsTITUT.

TECHNIQUE

BACTERIOLOGIQUE

PAR

Le D WURTZ

Professeur agrégé
4 la Faculté de Médecine de Paris
Médecin des Hopitaux

DEUXIEME EDITION

PARIS
MASSON et Cie, Epiteurs, | GAUTHIER-VILLARS ET FiLs,

LIBRAIRES DE L'ACADEMIE DE MEDECINE IMPRIMEURS-EDITEURS

Boulevard Saint-Germain, 120 | Quai des Grands-Augustins, 55
(Tous droits réservés)



0o
hactér
faillé
ont el
logie.
la Dir
Aide-
poser
quun
Labor

Les
dans
T
Mailr
dans
ordre
tions

N



AVANT-PROPOS

On pe trouvera, dans ce précis de Technique
bactériologique, ni I'historique, ni l’exposé dé-
taillé des nombreuses méthodes techniques qui
ont été préconisées jusqu’a ce jour en microbio-
logie. Conformément au programme tracé par
la Direction de I'Encyclopédie Scientifique des
Aide-Mémoire, nous nous sommes efforcés d’ex-
poser, aussi clairement que possible, les notions
quun débutant doit posséder a fond avant
d’aborder I'élude proprement dite des microbes.

Les procédés de technique qui sont indiqués
dans ce précis sont ceux que I'on employait cou-
ramment dans le laboratoire de mon regrelté
mailre, M. le Professeur Straus. lls sont exposés
dans leur ordre logique, et c'est en suivant cet
ordre que I'on devra exéculer toutes les opéra-
tions que ces procédés comporlent.

Stérilisation, préparalion el ensemnencement



6 TECHNIQUE BACTERIOLOGIQUE

des milieux de culture, culture sur plaques, cul-
ture des anaérobies, description des étuves, pro-
cédés d'inoculalion, autopsies, examen microsco-
pique el coloration des microorganismes ; lelle
est la succession des différents chapitres de la
technique bactériologique, ainsi que nous avons
cru devoir 'exposer.

Comme application immédiate et pratique,
nous indiquons la technique de I’analyse baclé-
riologique de lair, de I'eau et de la terre.

Enfin, dans un dernier chapilre, nous avons
cru devoir donuer, (rés succinctement, un résumé
des principales méthodes employées pour isoler
et séparer les substances séceritées parles microbes.
C'est qu'en effet, U'intérét actuel de la bactériologie
ne réside plus entierement dans la morphologie
ou la biologie des microorganismes, mais aussi
dans l'étude des produils solubles qu’ils scere-
tent ct de I'aclion physiologique, vaccinante ou
toxique, de ces produils. Les notlions que nous
«lonnons a la fin de ce précis sont loin de cons-
tituer un tout complet ; mais, comme elles ne
se trouvent jusqu’a présent dans aucun manuel
de bactériologie, nous pensons qu’elles pourront
étre de quelque ulilité au lecteur.

Paris, 20 octobre 18¢;.

Dr R. WURTZ.
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STERILISATION

La stérilisation est une opération capitale en
bactériologie, car elle seule peut assurer la pu-
reté des cullures.

On peut stériliser de plusieurs facons diffé-
rentes : 1° par la chaleur seche ; 2° par la chaleur
humide ; 3° par fillration.

1. Stérilisation par la chaleur séche. —
La stérilisation par la chaleur séche peut s’effec-
tuer, de la facon la plus simple, en passant dans
la lamme d’un bec de gaz l'objet que 1'on désire
stériliser. C’est ainsi que 'on opére couramment
pour les pipettes en verres, les fils de platine et
méme, si 'on veut, pour les instruments en
acier.

Mais, la stérilisation par la chaleur seche peut
s'effectuer plus méthodiquement, a 'aide du four
Pasteur. L’emploi de ce four ne peut s’appliquer
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qu’a la verrerie el aux objets secs tels que les ins-
truments, cte.; tout récipient contenant une
substance ¢vaporable ne sauratt y dtre stérilisé.

Fig, 1

Ce four (fig. 1) est un cylindre de tole a
double paroi et dont le fond, également double,
est chauffé par une couronne de gaz. 1l peut étre
fermé par un couvercle de tole muni d’un hou-
ton. Une cheminée placée latéralement sert au
dégagement des gaz de la combustion.
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STERILISATION PAR LA CHALEUR SECHE 9

Un grand panier en fil de fer qui entre exac-
lement dans le four, sert & y ranger les objets
que l'on veut stériliser; les objels de verrerie
doivent étre rigoureusement secs, la moindre
goutle d’eau pouvant en déterminer le bris. On
ferme le four avec le couvercle et on allume.
Pour éviter la formalion d’'un mélange déto-
nant, il faut placer l'allumette enflammeée sur
Porifice des becs de gazavant de tourner le ro-
binet ; une explosion, avec projection extréme-
ment violente du fourneau, pourrait se produire
si 'on n’observait pas cette précaution. Il sera
bon de faire ajouter, pour plus de commodité,
un robinet a la tétine dessinée sur la figure, et
sur laquelle s’embranche le caoutchoue qui
amene le gaz.

La température qu’il faut atteindre, pour ob-
tenir une stérilisation parfaite, pourrait étre
évaluée a I'aide d'un thermometre, mais, dans la
pratique, il n’est pas besoin de s’en servir. Les
objets & stériliser ¢tant presque toujours garnis
ou bouchés avec de la ouate, on juge la stérili-
salion suffisante lorsque cette ouale est devenue
couleur café au lait clair (*). Si le panier est

(1) De méme pour les verres a pied et les entonnoirs,
qui doivent étre recouverts d’'une feuille de papier i
filtre blanc.
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rempli du haut en bas, il faut savoir que les oh-
jets placés au fond du four seront beaucoup plus
chauffés que ceux quisont prés du couvercle; de
méme, les objels situés prés des parois seront
stérilisés plus vile que ceux qui sont au centre.
Il faudra donc surveiller attentivement les ob-
jets placés au fond du four ou pres des bords,
de facon a ce qu’ils ne soient pas soumis a une
températlure dépassant la température voulue.
En effet, si on néglige de lever de temps en
temps le couvercle pour juger de la couleur de
la ouate, ou si I’'on quitte I'appareil, on manque
opération. Il arrive alors que la ouate noircit,
se carbonise et souvent méme brile lentement ;
les objets de verre sont enduils d’une huile bru-
natre, extrémement dilficile a enlever.

En général, en ouvrant le gaz a plein canal, il
faut 25 & 30 minutes environ pour stériliser.
Lorsqu'on voit que la ouate commence a se
teinter en jaune, on ferme le robinet et on at-
tend, sans enlever le couvercle, que la tempéra-
ture du four soit retombée a celle de la chambre.
La chaleur rayonnante des parois suffit, apres
I'extinction du gaz, pour roussir convenablement
la ouate, et, partant, & stériliser eflficacement les
objets contenus dans le four.

Lorsqu'on stérilise des plagques de Pétri ou
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STERILISATION PAR LA CHALEUR numipe 11

bien un objet non garni de ouale, on metlra
au fond du stérilisaleur une floche de oualte qui
permettra d’apprécier le degré de chaleur ob-
tenue.

Ajoulons que lorsqu on stérilise ces plaques
de Pétri ou tout autre objeten verre de Bohéme,
il faut, pour éviter qu’elles ne se brisent par un
brusque changement de tempéralure, les laisser
se refroidir quelque temps dans le four méme,
apres qu'on a éteint le gaz.

Un second mode de stérilisation par la chaleur
seche est le chauffage par la méthode disconlinue
de Tyndall ; nous décrirons ce procédé a propos
de la fabrication du sérum.

2. Stérilisation par la chaleur humide.
— La slérilisation par la voie humide s'opeére,
en Allemagne, dans les poéles de Koch, dans un
courant de vapeur d’eau sans pression, a 100°
L’emploi de ces appareils, dont le seul mérife est
d’élre peu cofileux, nécessite une durée assez
longue (une & trois heures environ).

Il vaut mieux employer awutoclare de Cham-
berland (fig. 2): c’est une marmite de Papin
munie d’un robinet, d’'une soupape de stretc et
d’un manomeétre qui indique la pression, et par
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suite, la température (*). Les objets & stériliser

sont placés dans un panier de cuivre.

(') o atmosphére correspond & 100 degres.

1 atmosphire I i 120 "
2 atmosphéres " a 134 "
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STERILISATION PAR LA CHALEUR HCUMIDE 13

L’obturation exacte entre la marmite et son
couvercle est assurée par un cercle de caout-
choue. Deux index placés I'nn sur la tranche du
couvercle, I'autre sur la partie supérieure de la
marmite doivent étre mis en regard 'un de
l'autre, lorsquon ferme l'autoclave; faute de
cette précaution, les vis avec leurs écrous n’en-
trent pas exactement dans les tenons correspon-
dants et ’herméticité ne peut obtenue. Pour se
servir de 'appareil, on s’assure si le fond de I'au-
toclave est rempli d’'eau. Une hauteur de 10 cen-
timétres d’eau est suffisante pour une longue
stérilisation et ne nécessite n1 trop de gaz, ni
trop de temps pour s’échauffer.

On place les objels a stériliser, bouchés avec
la ouate, dans le panier en cuivre ; on ferme le
couvercle et on allume le gaz.

On fera bien, comme pour le four Pasteur,
de placer 'allumette enflammée sur la rampe
avant de tourner le robinet.

Le gaz étant allumé, il faut laisser ouvert le
robinet placé sur le couvercle, jusqu’a ce qu’un
jet de vapeur continu sorte par son orifice. Voicl
pourquoi: le manomelire est gradué d’apres les
tables de Regnault, qui donnent les relations en-
tre la température de la vapeur d’eau et sa force
élastique. Si ’on n’a pas purgé l'autoclave d’air,
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cet air, dilaté par la chaleur, actionnerait, en
méme temps que la vapeur d’eau, l'aiguille, et la
tempcérature donnée par la lecture du manomeétre
serait de beaucoup supérieure d celle du mélange
d’air et de vapeur d’eau contenu dans'autoclave.

Quand on est assuré que l'autoclave ne con-
tient plus d’air, on ferme le robinet et on laisse
monter I'aiguille jusqu’au degré de température
(marqué sur le manometre) que I'on s’est assigné.

A ce moment, pour maintenir la température
conslante, on baisse la flamme du gaz jusqu’a ce
que sa hauteur ne soit que d’un ou deux travers
de doigt (suivant la température du laboratoire).
En tatonnant un peu, on arrive tres vite a obte-
nir Pimmobilité de Paiguille du manomeétre. On
ne comptera le temps de la stérilisation qu’a
partir de ce moment, lorsque la pression et,
par conséquent, la température seront devenues
fixes.

Quand le laps de temps nécessaire est écoulé,
on éteint le gaz et on laisse la pression redes-
cendre & 0° Il ne faut pas, surtout lorsqu’on slé-
rilise des tubes ou des ballons remplis de liquide
presque jusquaux bords, lacher brusquement
la vapeur en ouvrant le robinet, une fois que le
gaz est éleint. On risque, en effet, par une trop
brusque décompression, de faire sauter les hou-
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STERILISATION PAR LA CHALEUR HUMIDE 15

chons de ouate qui recouvrent les ballons ou les
tubes, et, par suite; de manquer son opération.

Nous ne saurions trop recommander, lorsqu on
se sert de 'autoclave, de ne pas perdre de vue
Paiguille du manomeétre. On ne doit point quitter
Pappareil une fois qu’il est sous pression, car il
peut survenir un changement dans la pression
du gaz, changement déterminant une élévation
subite de la température et, par conséquent, de la
pression de la vapeur d’eau contenue dans 'au-
toclave ; il pourrait s’ensuivre une explosion de
la marmite, si la soupape fonctionnait mal.

Si 'on veut stériliser & 100°, comme on le fait
dans le poéle de Koch, dans un courant de va-
peur d’eaw sans pression, on n'a qu’a laisser le
robinet du couvercle de l'autoclave ouvert et a
ne pas visser ce couvercle sur la marmite.

Disons enfin qu’on peut stériliser par 'ébulli-
tion simple, sans employer Pautoclave ni la va-
peur d’eau.

En effet, dans la pratique, on emploie fré-
quemment, pour stériliser, I’ébullition dans
I'eau. Par exemple, pour désinfecter des instru-
ments, scalpels, pinces, seringues, ayant servi
a une autopsie, il suffira de les faire simple-
ment bouillir, pendant un quart d’heure, dans
une marmite ordinaire en fonte émaillée.
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3. Stérilisation par filtration. — Pour pri-
ver un iiquide de germes, on peut le filtrer a tra-
vers des bougies en porcelaine ou en alumine.
Cette méthode ne peut naturellement s’employer
que pour des liquides non visqueux. On sait, en
effet, avee quelle difficulté les liquides contenant,
méme en faible proportion, des matiéres albu-
minoides, passent & travers des filtres en papier;
cette difficullé serait encore plus grande si I'on
filtrait ces liquides & travers des filtres en por-
celaine. On ne devra donc employer des filtres
que pour les liquides ne contenant que de pe-
lites quantités de matieres albuminoides, tels
que le bouillon (!). L’eau, les solutions de sels
ou d’autres malieres solubles dans ['eau peuvent
étre naturellement stérilisées par celte méthode.

On a 1maginé un certain nombre de modeles
de filtres ; ceux que M. Pasteur fit, le premier,
fabriquer, étaient en platre. A la méme époque,
M. A. Gaulier en fit construire en porcelaine
de Sévres dégourdie, filtrant de dehors en de-
dans. Ce principe simple fut un grand perfec-
tionnement pour emploi de ces filtres ; il permet

(1) Les bouillons gue I’on a ensemencés avec certains
microbes, par exemple avec le bacille lactique ou le
Vibrio Metchnikor:, sont méme tellement visqueux
que leur filtration est trés difficile et trés lente.
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STERILISATION PAR KILTRATION 17

de les nettoyer commodément, en brossant sim-
plement leur surface exlérieure sur laquelle les
germes se sont déposés. M. A. Gautier filtrait
par aspiration, & l'aide d’une trompe; c'est ce
procédé qu'il faut employer a I'exclusion de tout
autre, et auquel on est revenu apres s’élre servi
des appareils a pression, que nous ne décrirons
point, car leur usage doit étre déconseillé.

Les filtres dont on se sert couramment par-
tout sont les bougies Chamberland.

Supposons quon veuille filtrer une certaine
quantité d’une culture pure de charbon dans le
bouillon. Voici comment il faut procéder :

Le matériel nécessaire se compose des objels
suivants:

1° Une bougie Chamberland ; c’est
un cylindre de porcelaine de 10 cen-
timetres de long, fermé a une de ses
extrémités, ouvert a l'autre (fig. 3).
Les bougies a tétine (fig. 4), qul ser-
vent communément pour filtrer I'eau

Fig. 3

ne peuvent servir qu'a condition de

les scier & 10 centimétres environ de

leur fond ;
2 une carafe a filtrer, munie d’'une tubulure

r r 14 bi
latérale et fermée par un bouchon perce d’un
large trou ;

Wourtz — Technique Bactériologique

e
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3° un tube a brome;

4° une trompe a eau pour faire le vide ;

5° deux bouchons de caoutchouc & 1 (rou;
I'un pour boucher la ca-
rafe, l'aulre pour fermer
Uorifice de la bougie.

Voici comment on monte
cet appareil imaginé par
M. Kitasato (fig. 5):

On engage dans le large
trou du bouchon qui bouche
la carafe a filtrer, la bougie
que l'on a soigneusement
stérilisée en la chauffant
sur un bec Bunsen ou sur
la lampe d’émailleur. L’ori-
fice de la bougie doit affleu-
rer, jusle au niveau du bou-
chon. On obture cet orifice avec le pelit bou-
chon dans lequel on a fait passer le tube a
brome. L’appareil est des lors prét a servir. On
met deux floches de ouate, I'une & Porifice du
tube, T'autre dans la (ubulure latérale, et on

stérilise le tout a 'autoclave pendant 15 minutes
d 1300

On enléve la ouate qui bhouche le tube a
brome, on verse le liquide que P'on veut filtrer
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STERILISATION PAR FILTRATION 19

et on embranche la trompe sur la tubulure laté-

rale sans enlever le bouchon de coton.

L emploi de la trompe nécessite quelques pré-

cautions que nous allons
rapidement indiquer. Si
Pon se sert de la trompe
Alvergniat (fig. 6), sans
ajutages métalliques ni ro-
binets, il faudra placer une
pince & pression (pince de
Mokr), sur le caoutchouc
qui relie la carafe a la
trompe et serrer la vis de
cette pince « fond avant
de fermer le robinet, lors-
qu’on veut cesser de faire
le vide. Sans cette précau-
tion, I’caude la trompe jail-
lit dans la carafe ou elle est
aspirée par le vide qui y
est plus parfait que dans
la trompe elle-méme.

Tig. 6

De méme, il ne faut pas (surtout en été)

laisser la trompe marcher toute la nuit. Sil'on

arrose en ville, il y aura décompression dans les

conduits du laboratoire et le méme inconvénient

se produira.
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Si I'on n'a pas de trompe & sa disposition, on
peut employer Pappareil de M. Chamberland ; il
nécessile :

10 La méme bougie Chamberland (fig. 7. T);

»° une coille en caoutchouc qui recouvre I'ori-
fice libre de la bougie ;

30 une pipetle de Chamberland B & trois lu-
hulures (1);

4° une pelile pompe aspirante a mawn P

Fis. i On place

le liquide a
filtrer dans

] ”r““;;n.u
Y

| 44":'( /

une ¢prou-
vette Io;
relie la bou-

gie & l'un
des orifices

de la pipetle
Chamberland avec uu cacutchouc & vide, I’autre
orifice 4 la pompe aspirante, et on fait le vide.
La fig. 7 fera d’ailleurs comprendre cetle ma-
nceuvre (2).

(1) La troisiéme tubulure sert & décanter avec pureté.
() Pour fillrer des sucs d’organes, soit avec la
trompe et la carafe a filtrer, soit avec I’appareil Cham-
berland, il faut prendre une précaution indispensable:
Aprés avoir haché, aussi menu que possible, les or-
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STERILISATION PAR FILTRATION 29

Dans un laboraloire de bactériologie, on a
constamment besoin d’eau slérilisée. Nous re-
commandons 'usage de Pappareil ci-contre(/iy. 8)
qui fonctionne avec une seule
hougie Chamberland. 1l existe
le méme disposilif avec une
couronne de plusieurs bou-
gies. Avec la pression d’ean
de la ville de Paris, on aura
un débit trés satisfaisant. Si
I'on na pas, dans le labora-
toire, d’eau sous pression 2
sa disposition, on se servira
du procédé du siphon dont
le débit est moins rapide.

Il faut, pour avoir de I'eau

slérile, observer une précau-

tion indispensable, surtout

en été : cest de nettoyer et
stériliser la bougie (rés fré-

quemment, tous les quatre
Jours au moins, sans quoi P'on s’expose i des
mécomptes. Il ne faut pas se contenter de bros-

ganes et en avoir exprimé le suc, ¢/ fuut filtrer d’abord
ce suc sur du papier a filtre ordinaire. Ce filtrat rouge,
dépourvu de parcelles d'organes, filtreraincomparable-
ment plus vite & travers la bougie filtrante,
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ser tous les cinq ou six jours le filtre, afin d’en-
lever la couche gluante et jaunilre qui s’est
déposée a la surface; il faut stériliser le filtre,
soit & lautoclave, soit mieux encore, sur la
flamme d’une lampe & alcool, aprés qu’on I'a
bien égoutté et desséché en le placant pendant
quelque temps dans une étuve & 37°. Clest &
cetle seule condition que l'on sera sur d’avoir
constamment de 1’eau stérile.

Lorsqu’une bougie a servi a filtrer des li-
uides albumineux, il est nécessaire d'employer
certaines précautions pour la nettoyer et la sté-
riliser, afin de pouvoir s’en servir de nouveau.
Une stérilisation & l'autoclave ne suffirait pas,
car les pores sont plus ou moins colmatées. 11
faut faire sécher lentement la bougie a I'étuve &
37° et, lorsqu'elle est rigoureusement seche, la
chauffer au rouge sombre sur la flamme d’un
bec de Bunsen ou sur la lampe d’émailleur. Un
mouffle de petit modéle, dans un laboratoire de
quelqueimportance,rend dans ce casles meilleurs
services. On y chauffe progressivement les bou-
gies jusqu’au rouge cerise. On devra vérifier
avec soin s’il ne s’est produit aucune f¢lure;
les f¢lures se voient mieux quand le filire est &

une température élevée que quand il est re-
froidi.
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" dln d'en. : . R
P g gy .M. d’Arsonval aindiqué un EOyEn trés ingé-
stle nieux de filtrer a travers e bougie, sans faire
_— usage de la trompe. Au lieu d’employer la ca-
—— rafe décrite ci-dessus, on se sert simplement
JL"];:Jdalni d’un flacon conique en verre de Bohéme, sans
o tubulure latérale. On stérilise ce flacon a 'auto-
. ld:vtm; clave.aprés I'avoir muni d’un bouchon de ouate,
N en laissant quelques gouttes d’cau au fond.
7 Pour filtrer, on débouche la ouate et on fait
‘ r“ bl bouillir, sur le bec de Bunsen, la petite quantité
A d’eau que I'on a laissée au fond du vase. Quand
retlhse celoi-ci est plein de vapeur d’eau, on le bouche
12 DOUvERD. hermétiquement, avee le bouchon de caoutchoue
BRI qui porte la bougie et entonnoir. La vapeur
e | d'eau se condense, délermine un vide partiel
-3l dans le vase, et le liquide que 'on verse dans
Dt el I’entonnoir filtre rapidement & travers la bougie.
imme
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CHAPITRE 1T

PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

La préparation des milieux de culture est une
des opérations les plus importantes de la tech-
nique bactériologique.

4. Récipients. — On répartit ces milieux dans
des récipients en verre de différentes formes. Dans
la pralique courante, on se sert de tubes & essais

Fig. 9 en verre mince de o™,15 de
longueur sur 16 millimeétres de
diameétre ; cette dimension est
parfaitement suffisante pour la
culture ordinaire en tubes. Avec
un litre de bhouillon, de gélatine
4= ou de gélose, on devra faire de
110 & 120 de ces tubes. On ne
doit les remplir qu'au quart de leur hauleur en-
viron. Pour le bouillon, on emploie aussi de
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petits ballons d'Erlenmeyer (/ig. 9) ayant 7 cen-
timetres de haut et 5 centimélres de diametre &

leur base. Les fio- Fie. 10 Fig. 11
e : Iy
les ordinaires, si ) o
I’on veut ensemen- Sty
cer de grandes i
quantilés de hiqui- Y
de, pourront étre
o
TRE d’un excellent usa- I
ge (fig. 10).
Tous ces réci- |
- pients devront étre !
g f bouchés avee un
~ e g el
bouchon de ouate,
, ni trop serré,nisur- |
R P ] </
o tout trop lache et
0 Y (e .
dont lextrémité supérieure débordera l'ouver-
red . .
ture du tube (fig. 11) (!); cetle précaution est
oy . . ’
; indispensable pour enlever commodément le
e . , el o
bouchon de ouate. Enfin, tous ces différents réci-
SN
s A () Nous recommandons la méme précaution pour
o les pipettes Pasteur. Si l’on tasse trop le coton, I'aspi-
Sl ration devient impossible. Pour les pipettes graduées
gRtiiy fines, comme on ne peut introduire de la ouate dans
L 0D leur extrémité effilée sanss’exposeri en briser la pointe,
. . on enveloppe toute la pointe dans une floche de ouate
eIl
LA

‘ quon lie avec un (il sur le corps de la pipette.
ERRL
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26 PREEPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

pients, tubes, hallons bien secs, elc., devront
otre stérilisés préalablement au four Pasteur,
avant que I'on y répartisse les milieux de culture.

2. Préparation des milieux. —Ona donné
de nombreux procédés pour préparer les milieux
de culture.

Voici ceux que nous recommandons, el qui
¢laient couramment employés dans le labora-
toire de M. Straus.

A. Préparation du bouillon. — On hache assez
menu 500 grammes de viande (veau, beeufl ou
cheval); on met cetle viande dans 1000 grammes
d’eau et on laisse macérer pendant 24 heures au
frais en hiver, dans la glaciére ou dans une cave
en élé('). On fillre grossiérement i travers un tor-
chon propre ou mieux a travers plusieurs doubles
de tarlalane. On exprime, par une torsion éner-
gique, le plus possible du produit de la macéra-
tion. On ajoule la quantité d’eau suffisante pour
ramener le volume a 1000 centimétres cubes;
on place le jus de viande dans un ballon de
verre, ou micux, dans une marmite en fonte

(1) Il n’est méme pas indispensable de faire macérer
la viande en été. On place la viande dans la marmite
avec le litre d’eau, la peptone et le sel marin et on le

chauffe immédiatement dans 1'antoclave, comme il est
indiqué p. 27.
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PREPARATION DU BOUILLON 27

émaillée recouverte d’un couvercle qui ne ris-

. 0 .
quera pas de se briser dans l'autoclave, et on
ajoule :

Peptone [0 grammes
Sel marin

[ 4

grammes.

On place la marmite recouverte de son couvercle
dans lautoclave; on chauffe a 125°, pendant
30 minutes pour deux litres, et 15 minufes pour
un litre. On retire la marmile, on filtre, et on al-
calinise le bouillon, qui a une réaction neltement
acide, avec une solution de soude au 10°: la
réaction du houillon, vérifiée au papier de tour-
nesol, doit étre neutre ou légerement alcaline;
si Pon a ajouté trop d'alcali, ce qui donnerait
un bouillon trouble, on devra neutraliser avec
quelques goutles d’acide lactique. On chauffe
pendant 10 ou 15 minules, suivant qu'il s’agit de
1 ou 2 litres, & 125° le bouillon alcalinisé, qu'on
laisse ensuite refroidir pendant 12 heures au
moins. On filtre de nouveawn pour séparer le
précipité qui s'est déposé, et on le décante dans
les lubes a essais, ou dans les ballons d'Erlen-
meyer, slérilisés préalablement au four Pasteur.
On les rehouche avec le colon el on les stérilise
pendant 13 minules & 115°

Il est important de laisser refroidir le bouillon
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avant de filtrer. Si on le filtre a chaud et que
I'on stérilise ensuite, on trouvera, aprés refroi-
dissement, un dépot blanc assez abondant au
fond de chaque tube, dépot formé par des sels
solubles a chaud et insolubles a froid.

Si l'on a fait le bouillon dans un grand ballon
de verre, on peutsimplement, si I'on veut, le dé-
canter avec purelé, aprés la derniére stérilisa-
tion, & Paide d’une pipette stérilisée, dans des
tubes a essais stériles. Mais avant de se servir de
ces tubes, il faudra les mettre & I'étuve a 37°,
pendant deux ou trois jours, afin d’étre sir
qu'on n’a pas, en décantant, introduit de germes
dans les tubes; on rejeltera les tubes dont le
conlenu se sera troublé.

Pour filtrer le bouillon, le papier a filtre ordi-
naire est suffisant. Mais, pour la gélatine et sur-
toul pour la gélose, le papier Chardin est indis-
pensable.

C’est le bouillon ainsi préparé qui servira a
faire la gélatine et la gélose.

B. Préparation de la gélatine. — On prépare
un litre de bouillon comme 1l a été indiqué pré-
ctdemment. On ajoute :

Gélatine (1), ~ grammes.

(1) Marque « & I’Etoile ».
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On [fait foudre au bain-marie, on s‘assure de
la réaction qui doit étre faiblement alcaline. On
prend alors deux blanes d’eul que I'on Dbat bien
avec une baguette de verre dans un verre a expé-
rience et on les ajoute a la gélaline liquide et
fondue a une température de 5¢° environ. On re-
mettra le tout a 'autoclave & 115° pendant 1 mi-
nute; P'albumine du blanc d'ceul se coagule et
clarifie la gélaline; on filtre sur le papier Char-
din, dans un grand enlonnoir; on recueille dans
des verres a pied et 'on met en tubes.

Pour cela, il est absolument indispensable de
se servir d'un petit entonnoir, terminé par un
biseau, dont la tige sera longue de 6 ou 7 centi-
metres et que 'on posera sur le tube que l'on
veut remplir. On verse la gélatine par l'enlon-
noir, quon retire ensuite vivement sans qu’au-
cune goutte de gélaline ait pu toucher les parois
du tube; on évite ainsi de coller le bouchon
de ouate aux parois du tube. Les tubes une fois
remplis, on les slérilisera une derni¢re fols a
l'autoclave pendant 5> minutes a la lempérature
de 105°.

C. Préparation de la gélose. —— On prépare un

litre de bouillon, et on y ajoule :

Gélose 12 grammes.



1]

30 PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

On fait fondre au bain-marie, comme pour la
gélatine. On laisse refroidir & 50° et on ajoule
deux blanes d'ceuf bien battus. La réaction doit
¢élrelégerement alcaline, comme celle du bouillon
dans lequel on a fait fondre la gélose. On chauffe
1 minute a 125° et on fillre sur un grand en-
tonnoir dans un filtre & plis de papier Chardin.
On recueille la gélose, filtrée dans des verres a
pied, a l'aide desquels on remplit les tubes. Il
faudra, comme pour la gélatine, employer un
petit enlonnoir.

Le filtre a filtration chaude, que ’on conseille
dans certains traités pour la filtration de la gé-
lose, est inulile dans une chambre ayant une
température moyenne de 15 & 20°

Nous répéterons qu'il est indispensable : 1° de
chauffer le mélange a 125° et 2° d’employer le
papier Chardin.

Une fois que les tubes sont remplis, on les
stérilise pendant 15 minules & 115°, puis on
les couche de facon a cc qu'ils présentent
une surface trés inclinée. Il suffit pour cela de
les ranger sur une lable, en ayant soin de pla-
cer, sous leur extrémité garnie de ouale, une
vegletle de 2 centimétres de haut; on les laisse
refroidir

Ils sont deés lors préts i servir.
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D. Préparation des pommes de terre pour la
culture. — On peut employer, pour la cullure
sur pomrmes de terre, deux procédés. L'un est le
procédé de Koch, avec quelques modifications
qui le rendent plus pratique, autre, le meilleur,
est le procédé de Roux.

Procédé de Koch. — 1l nécessite 'emploi de
petits  cristalli-
soirs  (fig. 12)
recouverts d'un
couvercle, rodé
ou non (le cou-
vercle d’une boi-
te de Petri suffit,
st Pon n’a pas
de cristallisoir

rodé). La dimen-
sion commode pour ces cristallisoirs est de
10 centimetres de diametre, sur 4 a 5 de haut.
On prend des pommes de terre de bonne qua-
lité, on les brosse en enlevant soigneusement la
terre qui peut les souiller, et on les laisse pendant
une heuredanslasolutiondesubliméau milliéme.
On met au fond du cristallisoir un rond de papier
a filtre imbibé de sublimé. On coupe les pommes
de terre en deux et on en met une morti¢ dans
chaque cristallisoir. On les recouvre et on porte
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-]

a l'auloclave & 125° pendant une demi-heure.
Cette stérilisation prolongée a vne haute tempé-
rature est absolument nécessaire; il exisle fré-
quemment a la surface des pommes de terre un
Dacille, le bacille rouge de la pomme de terre,
qui supporte la température de 120° pendant

Fiz. 13 15 minutes sans étre tué, il est donc
' important d’opérer comme il est indi-
qué ci-dessus. Au sortir de I'autoclave,
on laisse refroidir le cristallisoir et la
pomme de terre est préte & servir pour
I'ensemencement.

Procédé de Rouxw. — M. Roux em-
ploie pour la culture sur pommes de
terre, des tubes a essai, de 2 centi-
metres et demi de diametre sur 22 cen-
timétres de long environ (fig. 13). Ces
{ubes portent a leur quart inférieur un

élranglement, qui a pour but d’empé-
cher la pomme de terre de toucher au
fond ; le liquide qui sort de la pomme
deterre pendant la cuisson se rassemble
au fond du tube. Pour se servir de ces

tubes, on coupe des pommes de terre en prismes
quadrangulaires ('), de 5 centimétres de lon-

() 11 est bon, pour faciliter l’ensemencement, de
pratiquer un léger biseau sur une des [aces.
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gueur sur 1 d’épaisscur, el de la largeur du dia-
meétre du tube. On place un morceau ainsi taillé
dans chaque tube, on bouche avec un fort tam-
pon de ouate et ou stérilise pendant 3o minutes
il 120,

L'emplol de ces tubes ne laisse rien & désirer
comme commodité.

Quand on désire obtenir en grandes quantités
des cultures d’un microbe chromogéne, on peut
employer le procédé suivant: On remplit un
ballon jusqu’a moili¢ de pommes de terre cou-
pées en morceaux réguliers, de la dimension -
diquée ci-dessus. On stérilise a 125° pendaut
15 minutes. Lorsquon a pratiqué 'ensemenrce-
ment et mis a U'étuve, on agile et on retourne le
ballon de temps en temps, de facon & ensemen-
cer toutes les faces des niorceaux de pomme de
terre qui sont dans le ballon. On obtient ainst
des cultures extrémement abondantes.

E. Préparation du sérum. — Pour préparer
les tubes de sérum, 1l est nécessaire d’aller soi-
méme recueillir le sang a Pabattorr au moment
ot il sort de la veine de 'animal, en observant
la propreté la plus rigoureuse.

On recueille le sang dans des boites de Kock
(fig. 14) ; ce sont des cristallisoirs en verre de
Bohéme d’une contenance de 2 litres environ et

Wruerrz — Technique Bactériologique 3
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recouverts d'un couverele (*). Ces hoites devront
otre stérilisées & I'autoclave, de préférence au four
Pasteur. Lorsqu’on les
stérilise par la chaleur
séche, le sang, au lieu
de se coaguler en for-
mant un caillot au cen-
tre de la hoite, adheére
souvent aux parois du

vase qui sont seches, et
on recueille alors une quantité de sérum beau-
coup moindre; {rois hoites de Ioch, remplies
jusquaux ? de leur hauteur, suffisent pour le
sang qui s’écoule de la jugulaire d’un beeuf.
Une fois les cristallisoirs remplis, on les porle
sans trop les remuer dans un endroit frais, une
cave par exemple, 4 I'abaltoir méme et on les
abandonne au repos pendant 24 & 36 heures. En
hiver, en les laissant 48 heures, on recueillera
une quantité plas considérable de sérum. Si on
secouait le sang, si on le remportait au labora-
loire, on aurait un sérum rouge et impropre ala

(1, Les éprouveltes que 'on conseille parfois d’em-
ployer, ne sont pas commodes. Il arrive souvent que
e caillot occupe tout le diamétre de I’éprouvette en

englobant le sérum. On ne peut alors recueillir le sés
rum.

allre. 30
fls. (@i
futi

U, 4VEC <

ilivance, |
fppele. p
Yisen
e rilirgl
du cheral e~
Coefois 5
pirle gu [sh
L on e
1al, Gelle
lode e e
(nsiste 4 i
0 quat
It jour, D,
il Iy
Tilfiop ges
b ey .,
B
Esingy s
lleg e,
f o w»

me \h[

\(av, D
Sﬂ ldﬂ\[‘xﬂ'r
\Ql\l\ed ik,



IS i Tt

Ny

CE A Tome

i

| )

R T

._‘" L l

tam
. &"1‘1* !
AT

. ‘_h;;

.

'\v

1. I°0

1

PREPARATION DU SERUM 35

culture. Au bout d’un jour ou de 48 heures au
plus, le caillot s’est rétracté, il occupe le centre
du cristallisoir et on n’a plus qu'a répartiv le sé-
rum, avec une pipette, dans des tubes stérilisés
a I'avance. Il faut éviter de piquer le caillot avec
la pipetle, pour ne pas teinler le sérum en rouge,

Mis en tube, le sérum du beeuf doit présenter
une coloration jaune d’or ou jaune ambré. Celui
du cheval est plus citrin.

Une fois que le sérum est en tubes, on le rap-
porte au laboratoire et on procede a sa stcérilisa-
tion; on emploie pour cela la miéthode de Tyn-
dall. Cette méthode, qu'on appelle aussi mé-
thode de stérilisation par le chauffage discontinu,
consiste a placer les tubes dans une é¢tuve réglée
& 58°, quatre jours de suite, pendant 3 heures
par jour. Dans 'intervalle, on placera les tules
a la température de 20°, pour favoriser la ger-
mination des spores qui n'ont pas élé tuces par
la chaleur de 58°. Quand cette opération aura
été répélée pendant plusieursjours (448 jours),
le séruin sera stérilisé.

Il est encore & I’état liquide dans les tubes; 1l
faut le coaguler, et le coaguler a une tempéra-
lure suffisamment basse pour qu’il ne perde pas
sa transparence; pour cela, ou peut employer
I'étuve d’Arsonval (fig. 15). Les pieds aniérieurs
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de cetle éluve ont une hauleur variable qui per- gaal il
mel de donner-aux tubes Uinclinaison voulue. unv'_.'raﬂd'f
On la régle comme une étuve d’Arsonval ordi- i, 7
naire entre go et 100° On y place les lubes et e de 11
des que Peau commence & bouillir, on surveille o Lt 4
Fig. 15 lrperature
HE
frment, Jou
me 1
pulliltion
et 2.
(oo fy
uunties g

) feobae) .
Npping ¢
nloire, ;.-

[lantiige
bmélres o)
#um de
b lapin, i
un tube et on le retire quand on voit que le s¢” bty e g,
rum commenced se prendre en gelée. Quand on fafide it
ne chauffe qu’a 68°, 1l faut deux heures et demie sy 3
ou {rois heures pour solidifier le sérum. En g .
chauffant & go°, pour un tube & essal ordinaire U ;g
de 16 millimetres de diameétre, vingt minules A oy

sulfisent. Nous devons ajouter qu’il est extréme- iy,
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ment difficile, sinon impossible, de stériliser
une grande quantité de sérum dans le méme ré-
cipient, par exemple dans un ballon d’une conte-
nance de 1 ou 2 lilres. Une telle masse de sérum
est lente a s’échauffer et, pour 'amener a une
température de 58° dans I’étuve, il faut un cer-
tain nombre d’heures pendant lesquelles ’échauf-
fement, lent et graduel, fait passer le liquide par
une série de lempératures eugénésiques. La
pullulation des impuretés est telle que le sérum
devient trouble deés la seconde mise a I'étuve.
Une facon commode de recueillir de pelites
quantités de sérum (sérum de lapin, de chien ou
de cobaye) consiste a employer Parlifice suivant.
Supposons qu’on veuille recueillir, dans le labo-
ratoire, une cin-
quantaine de cen-
timetres cubes de
sérum de chien ou
de lapin. On dénu-
dera une artere, la
carotide par exem-
ple, sur 3 centime-

lres de son par-
cours : on pince les deux extrémilés du seg-
ment dénudé avee deux pinces a forei-pressure

et on v 1ntroduit une canule de verre ou un
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trocart fin (!). La facon la plus commode de
stériliser un trocart est indiquée par la fig. 16.

Un trocart trés fin pour le lapin et les petils
animaux est d’un maniement plus commode que

la canule.
On lie la canule ou le trocart sur I'artére, on

enleve la pince la plus rapprochée du ceear et
on recoit le sang dans une fiole stérilisée. Celle

Gole doit étre maintenue inclinée (fig. 17) pen-

Fie. 17 Fix. 18

dant la durée de la coagulation de facon a ce
que, quand le sang est pris en caillot, il forme

(1) St Pon veut avoir tou: le sang de l’animal, on
peut le sacrifier, en lui coupant la gorge dont la peau
a élé priéalablement rasée et désinfectée.
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un Plan incliné dans la (iole posée sur son fond
plat (fig. 18). Au hout d’un certain temps le sé-
, rum s’accumulera dans la partie déclive et on
t peut le recueillir Fig. 19
facilement et le
mettre en tubes G
sanslacérerle cail-
lot avec la pipette.

Un procédé en-
core meilleur que
celui qui vient

d’étre indiqué con-

|
L siste & employer
! } I'appareilsuivant.
! (Vest une sorte de
sablier en verre.
(fig. 19). Les deux
tubes ont 3 cenli-
metres de diame-

tre et 20 centime-

tresde long, reliés /
- paruncourtétran- ,
o glement B. Un de
. ces tubes porte

trois ou cing en-

coches, obtenues
par aspiration, au niveau de points chauflés au
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rouge, ct faisant saillie & l'intérieur. On adapte
la canule en A et on saigne le lapin comme il a
oté indiqué. Le sang monte de A en B. On le
laisse coaguler. On place une pince en A et on
retourne le sablier, aprés avoir fermé a la lampe
Pextrémité C (fig. 20). Le caillot est retenu
par les encoches et le sérum s ’écoule lentement
de B en C. Tl est clair et incolore si l'on a bien
opéré. On le répartira de la fagon habituelle en
le décantanl avee précaution apres avoir coupé
Je tube en B. On peut le conserver en effilant le
tube en B (fig. 21).

Pour les grands animaux, on se servira, avec
avantage (Nocard), d'un bocal ordinaire fermé par
un couvercle en fer blanc
percé d’un trou (fig. 22).

On recouvre l'orifice du
bocal d’un morceau de
papier filtré, formant cou-
vercle, et on coiffe le tout
avee le couvercle de fer
blane. On stérilise ensuite
a I'autoclave ou au four,

Lorsque le trocart est

introduit dans la veine
jugulaire du cheval, pour introduire avec pureté
lc sang dans le bocal, on fait exéculer un quart
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Fig- 23

de tour au couvercle autour de son centre. On

découvre ainsi
une portion du
papler qui était,
jusque-la, re-
couverte par le
couvercle et par
conséquent a
I'abri des ger-
mes de Pair, On
perce le papier
avec l'ajutage
en verre dont
est muni Dex-
lrémité du tube

0
U
\_
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de caoutchoue, et on laisse le bocal se remplir
de sang.

Le caillot une fois forme, on recueillera avee
pureté le sérum le long des parois du bocal, a
Paide d’un siphon, ainsi que cela est indiqué sur
la fig. 23. La facon la plus commode pour stéri-
liser un siphon est indiquée sur la fig. 24. On
répartit ensuite Ie sérum avee pureté dans les
tubes a essats. St on veut le conserver, on em-
ploiera des ampoules en verre (fig. 25) de 3 a
4 centimelres de diamétre, scellées a la lampe

Fis 25

apres avoir été remplies et stérilisées ensuite par
la méthode de Tyndall, & la maniére ordinaire,
Le lait, le liquide d’ascite, ete., devront étre
stérihisés de la méme facon que le sérum, c’est-
a-dire par la méthode de Tyndall, aprés qu'ils
auront été mis en tubes. Tl faut employer du lait

pur (lait cacheté et plombé) autanl que pos-
stble.
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MILIEUX DE CULTURE SPECIAUX .\ CERTAINS
MICROORGANISMES

A. Différenciation du bacille d Eberth ef du
Bacterium coli. Procédé de Wurls. — Ce pro-
cédé est une variante du procédé de Chantemesse
et Widal qui employaient le bouillon lactosé. On
se sert de tubes de gélose ou de gélatine ordinaire,
additionnées de 2 °/, de sucre de lait. On fajt
fondre ces tubes, on v ajoute assez de teinture
de tournesol, bien neulre, pour les colorer en
violet améthyste et on les stérilise & 100° (pas
davantage). On seme, d'une part, le bacille
d’Eberth, d’autre part, le Bacterium coli, et, au
bout d'un temps variable, on constate que le
tube ot 'on a semé le bacille d’Eberth est resté
bleu dans toute la partie qui correspond a la
strie d’ensemencement. Le tube ensemencé avec
le Bacterium coli est rouge vif et porle dans sa
profondenr de nombreuses bulles de gaz qui
parfois décollent la gélose des parois du verre.

Iin ensemencant en stries, sur des plaques de
gélose-lactose-tournesol, on obtient des résultats
encore plus nets.

On a donné différenles variantes de ce procédé.
Une des meilleures est celle de M. Ramon.

Procédé de M. Ramon. — On prend un tube

R4
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de gélose ou de gélatine, de 5 & 6 centimeétres
cubes, lactosée a 4 °/,. La gélose est hquélice
et colorée avec quelques grains de rubine acide
jusqu’a teinte rouge cerise. On porte le tube
{ 70-80" et on ajoute deux gouttes de solution
aqueuse saturée de carbonate de soude. A cette
température, la gélose se décolore presque ins-
lantanément. Sous I'influence de I'alcalinisation
il se précipite des sels terreux, ce qui nécessite
une filtration sur papier. On recueille ainsi une
gélose absolument décolorée et transparente. On
la stérilise a 105° pendant cinq minutes et on a un
milieu lout préparé. Si maintenant on ensemence
du Bactérium coli sur cette gélose décolorée, en
quelques heures la gélose vire au rouge intense.
Le bacille d’Eberth n'améne aucun changement,

On opérera avec avanlage, comme il vient
d’étre indiqué, sur 250 centimétres cubes de gé-
lose. On ajoutera assez de rubine pour arriver &
la teinte rouge cerise.

Bouillon de culture pour la diphtérie. —
Pour obtenir une toxine active, on a indiqué
différents procédés, dont voici les principaux :

Spronck conseille de se servir de viande ayant
subl un commencement de putréfaction. On fait
ce macéré & la facon ordinaire, Notons qu’il ne

faut pas, pour la diphtérie, employer la viande
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du chieval, qui contient de faibles quanlités de
glucose {(Smirnoff).

Niecolle obftient, par contre, une toxine lou-
Jours active en employant la viande d’un beeuf
tué le matin méme. Il ajoute 20 pour 1000 de
peptone et 5 pour 1000 de sel marin.

Quel que soit le proeédé que I'on emploie, il est
trés 1imporlant, dans la préparation du bouillon
destiné a eultiver le bacille diphtérique, de ne
pas dépasser & uucun moment la température de
100° On obtiendra une toxine d’autant plus
active que la lempérature maxima atteinte dans
la cuisson de la viande sera plus basse. En fai-
sant chauffer le macéré pendant une heure,
entre 8o et go°, ajoutant ensuite seulement la
peptone, et filtrant sur bougie le produit, les ré-
sultats seront les meilleurs.

Une alcalinisation exaete est également tres
importante. On neutralisera au tournesol, avec
précision, et on ajoutera 7 centimélres de solu-
tion normale de soude, par litre.

L’aératiou des culturcs dans le bouillon de
diphtérie donnera la calture la plus abondante,
formant un voile épais, et fournissant une toxine
aetive. Les ballons de Fernbach, avec deux tubu-
lures latérales permettant de faire passer dansle

. s -y a ’ .' » —
ballon, par aspiration, un courant d’air con
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tinu, pourront ¢tre employvés avec avanlage.

Milicux de cullitre pour le bacille de la tu-
bercilose. — On emploie le bouillon ou la gé-
lose préparés a la maniére ordinaire et auxquels
on ajoute 6 °/, de glycérine, avant la derniére
stérilisation a l'autoclave. Pour obtenir directe-
ment, & P'aide de pulpe de rate de cobayes tuber-
culeux, une culture pure de bacilles de Koch,
on emploiera avec avanlage la pomme de terre
glycérinée. Dans un tube & pommes de terre or-
dinaire (tube de Roux), on introduit de 'eau gly-
cérinée & 8 °/  de facon a ce que la partie infé-
ricure de la pomme de lerre baigne constamment
dans le liquide. On stérilise comme d’habitude.
Aprésavoir ensemencé, il est indispensable de re-
couvrir le tube d'une coiffe de caoutchouc de
facon & empécher I'évaporation. 11 faut senier
abondamment la pulpe de rate tuberculeuse, cn
I’étalant avee soin. Dans ces conditions, on devra
environ oblenir une culture pure de bacilles tu-
berculeux sur trois tubes ensemencés.

Law de Mall. — 1eau de malt constitue un
excellent milieu de culture pour les levures. On
la prépare de la facon suivante :

On broie 100 grammes de malt (orge germée)
que 'on délaie dans 1 000 grammes d’eau. On
chaufle pendant une heure & 535-580, sans dé-
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passer 58°. On porte alorsa I’ ébullition, on filtre,
et on stérilise @ 115° pendant un quart d’ heure.

Miliew de culture pour les parasiles des leignes

(Sabowraud).
Maltose 35,80
Peptone 0, 50 a 0,80
Eau 100
Gélose. I, 4o pour solidifier

On opérera comme pour la gélose ordinaire.

Ensemencement et réensemencement.
— Tous les milieux de culture, sauf la pomine
de terre, préparés comme il a é(é dit ci- -dessus,
devront étre absolument transparents. Lebouillon
ne doit point contenir de dépot. Seule, la gélose
présente, quelque bien faite quelle ait été, une
opalescence qui permet de différencier, a pre-
miére vue, un tube de gélose d’un tube de géla-
tine. Dans les tubes de gélose et de sérum, la sur-
face libre du milieu de culture doit toujours étre
inclinée. Dans les tubes de gélatine, cetle sur-
face peut, a volonté, étre normale i laxe du tube
(on y séme par piqire) ou inclinée et alors
ony seme en stries, comme sur la gélose et le
séram.

Pour ensemencer les {ubes, on se sert de fils
de platine de ~ & 8 centimétres de long, emman-
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chés par fusion (') dans des bagueltes de verre
(fig. 26). Le (il de platine doit &tre assez rigide
pour ne pas se plier lorsqu’on ensemence par pi-
qure; il ne doit pas étre trop gros, car il serait
Fiz. 26 Fiz.27 trop lent & refroidir. Il est commode

de faire a I'extrémité libre une tres
) petite anse (fig. 27) avec le fil, pour
prélever plus strement la culture ou
la matiére & ensemencer. Avant de se
_ servir, et immédiatement apres s’¢tre
( 4 servi du fil, il faut le passer dans la
lamme du bec de Bunsen et le faire
rougir entiéerement. Il faul aussi flam-
ber toute la partie de la baguette qui
't sera engagée dans le tube de culture.

Le fil de platine étant ainsi bien
slérilisé, on préleve, avec son extré-

e

mité recourbde en anse, une trace
de la matiére 4 ensemencer. Pour
la semer, pour la déposer dans le
tube, il faut s’y prendre de la ma-
niere suivante : aprés avoir chargé

laiguille de platine que 'on tient de
la main droite entre le pouce et I'in-

(1) On prend une baguette de verre plein, on fait
fondre son extrémité i la lampe d’émailleur et on en-
fonce dans le verre rougl et ramolli 'une des extré-
mités du fil de platline,

ENSFIE

Jt, 00
suche €0 J
pu:‘sible (aliL
s quind i
de). Avec J
g et e
patne ealre
il eminence
o saisit 14
jise le tu
houche en 1n
fement au
main gauely
meat de vis
licher 1o }
S ot
{é plus b
Bgire, s
gélaline dra
fisant ges
s fubes i
dOUcemem

Temyg Je 1
\

() Pour
Lang la ﬁdi}w
dt‘ 16 1'.Ap:a\,~
h Partie U} -
trrirg g .
orliss, .

}rlll\w i‘dl'

Wory,



ENSEMENCEMENT DES MILIEUX PRECEDENTS 49

dex, on saisit le tube & ensemencer de la main
gauche en le tenant aussi horizontalement que
possible (afin que les germes de I'air n'y tombent
pas quand il sera débou- Fie 5
ché). Avec la main droite .
qui tient déja aiguille de
platine,entre le petit doigt
et’éminence hypothénar,
on saisit la ouate qui dé-
passe le tube. On dé-

bouche en imprimant len-

tement au tube, avec la

main gauche, un mouve-

ment de vis, puis, sans
licher le bouchon, on

seme comme 1l est 1ndi-
qué plus haut, soit par
piqitre, dans les tubes de

gélatine droits, soit en
faisant des stries, dans
les tubes inclinés. Enfin, on rebouche en vissant
doucement le bouchon dans Ie tube que l'on a
remué le moins possible (*). Immédiatement

(1) Pour plus de sureté, on pent passer rapidement
dansla flamme du bec de gaz le tampon de ouate, avant
de le replacer dans lorifice du tube, puis on flambera
la partie supérieure du tube lui-mcme. Enfin, on re-
couvrira la ouate avec une petite coiffe de caoutchouc
stérilisée par immersion prolong’c dans le sublimd.

Wurts = Techuique Bactéviolorique L

B

|
4
)



50 ENSEMENCEMENT DES MILIEUX PRECEDENTS

apres, on doit faire rougir le fil de la platine. On
peut ensemencer, si l'on veut, les tubes de gé-
latine, ainsi que I'indique la fig. 28, en renver-
sant le tube.

Toutes ces petites manceuvres doivent se faire
machinalement et, pour ainsi dire, d’une facon
réflexe. On y arrive vite avec un peu d’habitude.

Ecouvillons. — Pour recueillir el ensemencer
cerlains produits, tels que les fausses membranes
pharyngées, ou pour prélever des microorga-
nismes a l'intérieur d’une cavité, les fosses na-
sales, par exemple, de petits écouvillons en ouale
sont indispensables. On les fera de la facon sui-
vante : Sur de minces baguelttes de hoisde 15 cen-
timétres de long, on entortille de la ouate (hydro-
phile) & une des extrémités, de facon que celte
ouate forme un petit tampon.Onmet,dans un gros
tube a essai, une douzaine de ces écouvillons et
on stérilise le tout au four Pasteur. Au lit du
malade, on les ulilise un & un en ayant soin de
mellre chaque tampon, chargé du produit que

’ . . 4
Pon veut analyser, dans un petit tube & essal
stérile.
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CHAPITRE TH

CULTURES SUR PLAQUES

Pour isoler les espéces microbiennes les unes
des autres, on emploic la méthode de culture
sur plaques de Koch. Elle peut se pratiquer de
deux manieres :

1° Culture sur plaques de gélatine.
2 Culture sur plaques de gélose.

1. Culture sur plagues de gélatine. —
Elle ne peut s’employer que pour séparer les cs-
peces qui se développent a une température n-
férieure & 24°; les bacilles de la morve et de la
diphtérie, par exemple, ne sauraient étre isolées
par cette méthode.

On commence par faire liquéfier les tubes de
gélatine 4 une douce chaleur, en les mettant a
'étuve & 37° ou en les tenant dans la main jus-

qu'a ce que la g("la[ine soit fondue. Si on les
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liquéfie sur la flamme du bec de Bunsen, ce
qui est plus rapide, il fandra bien prendre garde
de ne pas les ensemencer avant que la gélatine
n’ait repris une tempéralure voisine de 37°, caren
ensemencant dans la gélaline trop chaude, on ris-
querait de tner une parlie des microbes que 'on
veut isoler. 1l ne faut pas non plus commencer
par ensemencer le tube de gélatine solide, puis
Fig. 29 le liquéfier ensuile.

On ensemence donc
dans la gélatine déja
hquide, on agite dou-

cement pour bhien ré-
partir les germes,
puis on répand cetle
gélatine sur une pla-
que de verre sléri-
lisée.

Plagques de Koch.
— Autrefois, 1on
employait (on peut
encore employer si
I'on veut) les pla-
ques de Koch, qui
¢tatent de sninples
lames de verre a vilre

reclungulaires, de 10 centimetres sur 14.
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CULTURE SUR PLAQUES DE GELATINE 53

Il faut les stériliser, au préalable, dans une
boite en fer (fig. 29) que I'on met dans le four
Pasteur. Pour eonfectionner des plaques de gé-
latine par cette méthode, il faut, en outre :

1° Un trépied
muni de vis ca-
lantes et un ni-
veau d’eau (fig.
30).

2° Un eristal—
lisoir & bords ro-
dés  recouvert
d’'une lame de
verre épaisse sur
laquelle est pla-

e¢e une cloche
de verre.

On remplit le cristallisoir reposant sur le fre-
pied, d’eau froide (glacée en été), jusqu'a ce
qu’elle affleure aux bords ; on recouvre le cristal-
lisoir avec le plan de verre qui doit, par sa face
inférieure, ¢tre en contact avee 'eau froide; puis.
on rend ce plan horizontal, a I'aide des vis ca-
lantes et du niveau a bulle d’air.

Les plaques de verre ayant ¢lé stérilisées, au
four Pasteur, dans la boite de fer, on place cetle
boite & plat sur le bord de la table, on retire son
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couvercle et, avec une pince {lambée, on en sort
une plaque que 'on pose sur le plan de verre et
qu'on recouvre immédialement avec la cloche.
On débouche ensuile le tube ligquéli¢ et ense-
mencé comme il a été dit précédemment, on
flambe avec soin son ortfice sur la flamme du
gaz, on découvre la plaque en enlevant la
cloche, et on répand doucement la gélaline sur
cetle plaque. On aura soin de toujours tenir
de la main gauche la cloche au-dessus de la
plaque, le plus prés qu’il soil possible de faire,
sans se géner, aflin d’empécher les germes de
I'air de tomber sur la gélatine et de la conta-
miner.

Avec le bord du tube quon a flambé, on étale
et on répartit la gélatine, de facon a ce qu'elle
forme un carré inscrit dans

7 celui que forme la plaque. Il
faut avoir soin que la gélatine
uarrive pas a plus de 2 ou 3
centimetres du bord de la pla-
que (fig. 31). Une fois que la
gélatine a fait prise, on relire
la plaque que Pon prend par
la tranche avee la main droile
ct on la place dans I'étuve a
20%, en ayant soin, pendant le transport, de la
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couvrir toujours avee la eloche que l'on tient
au-dessus d’elle, de la main gauehe.

Au lieu d’un eristallisoir recouvert d’un plan
de verre et rempli d’eau glacée, on peut se servir
de 'appareil de M. Roux. C’est un tambonr de
verre hermétiquement fermé et dans lequel on
peut faire passer, par deux ajutages latéraux en
cuivre, un eourant d’eau froide.

Ces plaques devront étre placées dans une étuve
réglée a 20 ou 22° On les range sur de petiles
etageres en verre que I'on recouvre d’une eloche.
Ces étagéres se font de la facon la plus pratique,
de la maniére suivanle : on fait conper des
lames de verre un peu épaisses, formant un
earré de 20 cenlimetres de eoté ; on les élage les
unes sur les autres en les séparant par des ré-
glettes earrées en verre treés épaisses de 1 cenli-
metre de e6té au moins et de 20 centimetres de
long, ou, plus simplement, par des réglettes
d’éeolier (carrclels). Sur la derniére lame, on
plaee un petit récipient plein d'eau qui empc-
chera I'évaporation de la gélatine et fournira
I'humidité nécessaire au développement des co-
lonies. Le toul doit étre recouvert d’une cloche
reposant sur un plan de verre.

Plagues de Pelri. — Le procédé que nous

reeommandons pour pratiquer commodément la
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culture sur plaques est celui dans lequel on em-
ploie les plaques de Pétri.

Ce sont de petits cristallisoirs en verre de
Bohéme, a bords tres peu élevés, de 1 centi-
métre 1/2 de haut, ayant 10 centimetres de dia-
metre et recouverls
par des couvercles de
verre dont les bords,
de 1 centimetre de

haut, embrasssent
ceux du cristallisoir (fig. 32).

Pour faire des plaques de gélatine avec ces
hoites de Petri, on doit opérer de la facon sui-
vanle: on les stérilise préalablement au four
Pasteur el on y verse simplement le contenu des
tubes de gélatine liquéfiés et ensemencés, en te-
nant le couverele de la plaque au-dessus, pen-
dant quon y répand la gélatine ; on replace le
couvercle et on agite doucement, de facon que la
gélaline s’étale également sur tout le fond de la
plaque ; on la mel ensuile a 'étuve a 22°. Le
seul Inconvéuient que I'on puisse reprocher a
ces boites de Pelri est que la gelatine s’y des-
seche avec assez de rapidité. Mais on peut y
remédier d’abord en confectionnant la plagne
avec une quantité suffisante de gélatine, puis en
saturant de vapeur d’eau toute 'atmosphere de
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CULTURE SUR PLAQUES DE GELATINE 5

Iétuve : il suflit, pour cela, d’y placer un cris-
tallisoir avec de l'eau. Ces plaques ne néces-
sitent pour leur confection ni réfrigérant, ni tré-
pied. ni support a vis calantes. Dans 1'étuve ou
on les place, il n'est point besoin d’étagéres ni
de cloches ; on les emploie simplement les unes
sur les autres.

Procédé d Esmarch. — Au lieu d’étaler la
gélatine sur des plaques apres ’avoir ensemen-
cée, Esmarch a imaginé de la rouler el de 'éta-
ler & U'intérieur de tubes avant un assez Fig. 33
fort calibre ; pendant quon roule la gé-
latine a l'intérieur du tube, on refroidit

A

celui-ci sous un courant d’eau froide.
Pour faire des séparations par le pro-
cédé d’Esmarch, nous recommanderons
le tube suivant (fig. 33) : C’est un tube
de 18 centimetres de longueur ayant un . |
orifice de 15 millimétres et se renflant

=g

PRRERE o SE \

cylindriquement a j centimotres de cet |-
orifice, de facon & avoir .f centimetres de j
diamétre. On y met 6 centimétres cubes N
environ de gélaline et on stérilise le toul al’auto-
clave. Pour faire une culture sur plaques a 'aide
de ce tube, on liquéfie la gélaline & nne tempéra-
ture aussi basse que possible, en tenant le culot
dans la main ou en la placant & 'étuvea 377 On
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seme le welange de microorganismes que l'on
désire séparer, et, immédiatement, on porte le
tube, recouvert d’une coifle de caoutchoue, sous
un robinet d’eau froide, en le tenant bien ho-
rizonlal. On devra tourner constamment le tube
sur lui-méme. et avee assez de rapidité, de fagon
a ¢laler la gélatine d’une facon bien réguliére &
Fintérieur du tube. Lorsque la gélatine est prise,
st le tube a ¢1é bien fait, on ne devra pas voir
quil y a de la gélatine le long des parois; le
verre sera seulement d’une couleur un peu plus
jaune.

Ce tube d’Esmarch est beancoup plus com-
mode que les tubes ordinaires de diamétre uni-
forme. En ellet, avec un de ces tubes, quelque
horizontal qu’on le tienne pendant quon l¢
tourne sous le courant d’eau, cette eau vient
wouiller la coiffe de caontchouc et pénetre jus-
qu'au bouchon d’ouate; celui-ci est forcément
mis en conlact avec la gélatine & Pintéricur du
tube; cette gélaline colle Ie bouchon aux parois
ct rend Ie maniement du tube incommode. Tous
ces inconvénients n exislent pas avee le modele
que Jai indiqué. L’eau ne va jamais jusqu’a
Porifice du tube ; elle tombe au niveau du ret-
flement ; Ia gélatine ne touche pas le bouchon ;
enfin, on penl recouvrir ces tubes avee les coiffes
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en caoufchouc qui servent pour les tubes ordi-
naires.

Toutes les plaques faites, soit par la méthode
d’Esmarch, soit dans les boites de Petr1, soit
avec les plaques de Koch doivent ¢tre mises,
nous le répétons, a 'éluve & 22°, et jamais dans
Pétuve a 37°. A cetle lempérature, la gélaline
fondrait et il n'y aurait plus de séparation pos-
sible des colonies. Au bout de deux a (rois jours
environ, les colonies des différentes espéces de
microbes ensemencés se sont généralement déve-
loppées. Il faut alors les caractériser, recueillir
celles quon veut étudier, aflin de procéder a
leur examen microscopique et a leur réense-
mencement dans les différents milicux de cul-

ture.

Examen des plagques.

On commence par placer la plaque ou la boite
de Petri que I'on veut examiner sur la platine
du microscope et on l'examine d’abord avec un
objectif tres faible (o de Verick). Quand on a re-
connu, & son aspecl, la colonte du microorga—
nisme que l'on veut étudier, on la recueille sous
le microscope de la facon suivante : On prend
an (il de platine un peu rigide ; on appuie le pe-

S
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tit doigt de la wmain droite sur le bord postérieur
de la platine, & droite du tube du microscope,
pour donner de la stireté a la main ; on place la
pointe terminale du fil de platine & peu pres
dans I'axe optique de 'objectif, c’est-a-dire au
centre du trou de la platine, a une petite dis-
tance de la surface de la gélaline. En regardant
alors par I'oculaire, on devra voir la pointe du
fil et, un peu plus bas, la colonje que I'on va
recueillir ; on abaisse alors doucement la poinle
de facon & arriver direclement sur la colonie et
on fait, toujours en ayant U'eeil sur Poculaire,
de pelits mouvements de va-el-vient avec celte
pointe, de facon i passer et repasser sur la colo-
nie,

On s’habitue facilement 3 cetle petite opéra-
tion, qui est assez déljcate et que I'on manque
souvent, au début. L’objectif n° o 3 foyer long
est indispensahle pour cela. Le n° 1 de Verick
peutencore étre employé. Avec Pobjectif n° » du
méme constructeur, Ja lentille frontale est trop
pres de la gélatine pour quon puisse passer le
fil de platine entre Iy lentille et g plaque.

Si les colonjes sont assez grosse
Parées les unes des au(res

s et assez sé-

pour qu’on les voie et
quon les reconnaisse hien nettement

a I'ee1l nu,
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CULTURE SUR PLAQUES DE GELOSE 61

croscope, avec le fil de platine; puis, on les
examinera et on les ensemencera comme il a été
dit plus haut.

Quant aux colonies qui se sont développées a
Pinlérieur des tubes d’Esmarch on les prélévera
directement dans 'intérieur du tube, avec anse
de platine, en ayanl soin de toujours tenir le
tube incliné.

2. Culture sur plaques de geélose. —
Elle se fait d’une facon un peu différente de la
culture sur plaques de gélatine. Les tubes de
gélose, préparés ainsi que nous I'avons indiqué,
ne fondent qu’a une température tres élevée,
entre 8o et 100°; ils se conservent liquides, en
se refroidissant, jusqu’a 4o° environ. On peut
alors ensemencer ces tubes refroidis a {0”, comme
on le fait pour la gélatine. Mais on procéde gé-
néralement comme il suil : sur une plaque de
verre ou dans une hoite de Petri stérilisée, on
verse le contenu d'un tube de gélose stérile que
I’'on a complétement liquéfiée, au préalable, sur
la flamme du gaz, ou au bain marie ; on laisse
la gélose faire prise, dans la plaque, par refroi-
dissement & Pabri de Pair; on fait alors, avec
I’anse de platine chargée des microbes que I'on
désire séparer, 6 ou 7 slries & la surface du

milicu nutritif. Ces stries, que 'on peut dispo-
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ser de facon a ce qu’elles forment un gnadrillage,
devront ctre failes légérement, en promenant
simiplement Paiguille, sans la rechavger, alasur-
face de la gélose. L'anse de platine se dépouille
des germes au [ur ¢t & mesure qu'on l'essuie,
pour ainsi dire, sur la gélose, et les colonies de
microbes seront sulfisamment espacées pour élre
isolées ensuile les unes des autres, et pour pou-
voir ¢tre, pav consiquent, prélevées avec purete.

Il va sans dire que cette méthode de sépara-
tion des microorganismes, & l'aide de la gélose,
peut ¢tre faite non plus al'aide de plaques, mais
avee les tubes inclinés de gélose eux-mémes ; i1l
en est de méme pour les tubes de sérum.

Pour isoler les colonies de diphtérie dans les
fausses membranes, par exemple, c’est la mo-
thode de choix a employer. On prend einq on
six tubes de sérum, e, apres avoir prélevé, avec
Faiguille de platine, sur la gorge enduite de
fausses membranes, une trace de cet enduit, on
fait, sans recharger laiguille, une strie successi-
vement dans les six tubes et on les met a I'étuve
a 37°. En moins de vingt hieures, les colonies de
diphtérie se seront développdées, et, dans le troi-
sitme tube ensemencd, elles seront déja assez
espacées pour pouvoir étre isolées.

Une modification commode de o procédé a
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¢té indiquée par M. Veillon. On prend qualre
tubes de gélose ordinaire, et Pon charge, avec
une trace du produit que I'on veut examiner,
l'aiguille de platine. Puis, sans recharger Uai-
guille, on plonge successivement dans 'eau de
condensation qui est au fond des quatre tubes

de gelose, sans toucher a la surface inclinde.
Puis on répand cetle eauw ainst ensemencee sur

: o R
la surface de la golose et on met a letuve a
3-c. Au bout de vingt-quatre heures déja, les
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quatre tubes montrent des colonies, 1nnoni-
brables en général, sur le prenter tube ense-
mencé, de moins en moins nombreusés sur des

Fig. 35
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tubes suivants o elles sont assez ¢carlées les
unes les autres pour pouvorr ¢lre prélevées sépa-
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CULTURE SUR PLAQUES DE GELOSE 65

Séparation des microorganismes d'avec le
miliew qui les contient, par centrifugation. —
La centrifugation permet de séparer, d’une
facon assez exacte, les microorganismes des mi-
lieux de culture ou ils sont contenus.

Nous nous bornerons & indiquer deux appa-
reils marchant a la main et muas, l'un (fig. 34),
parune manivelle, lautre (fig. 35), alaide d’'une
ficelle. Ils centrifugent bien, mais il existe éga-
lement des modeéles de centrifugeurs miis par
la pression de l’eau. lls donnent d’excellents ré-
sultats, 4 condition d’avoir une pression suffi-

sante.

[

Wurrz — Teehnique Bactérioloique

- 1



file:///Vurtz

CHAPITRE IV

CULTURE
DES MICROOBGANISMES ANAEROBIES

Les proeddés que nous venons d’indiquer don-
nent des cultures faites en présence de Pair:
certains microorganismes ne peuvent se déve-
lopper qu’a l'abri de Poxvgene de Pair.

Cette notion est de date récente. Il y a trente
aus & petne, oxygene passait pour étre une con-
dition indispensable de vie et de multiplication,
aussi bien pour les infiniment petits que pour
les végétaux a chlorophylle ; mais ee principe,
universellement admis, était erroné.

En 1861, M. Pasteur, en étudiant le vibrion
de fa fermentation butyrique et celui du lactate
de chaux, démontra Dexistence d'organismes
(férivirs pouvant vivre et se multiplier sans
oxyuene libre. Aprés avoir été conlestée et mise
en doute, cetle notion, ahsolument nouvelle, et
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CULTURE DES ANAEROBIES 67

qui constitue une des découvertes biologiques
les plus importantes du sicele, ne souflre plus
aucune discussion. Nombre d'espéces wicro—
biennes en ellet, ne peuvent se développer en
présence de I'air ; d’autres, en nombre plus con-
sidérable, peuvent facultativement vivre de la
vie aérobie ou de la vie anaérobie. On les a ap-
pelés anaérobies facultatifs.

Les procédés employés pour la culture et
I’étude des anaérobies reposent sur Pemploi de
milieux de culture privés, d'une manicére aussi
parfaite que possible, d’oxygene.

On arrive a ce but de diverses facons :

1° par I'ébullition ;

. : Ces moyens
2° par 'emploi du vide; t)‘t

o = peuvent etre
3° par la substitution d’un gaz

) combinds,
inerte a oxygene de lair.

Une fois que le milieu de culture est privé
d’oxygene dans sa masse, on peut mettre cette
culture a ’abri de Dair soit en scellant, dans le
vide ou dans un courant de gaz, le tube qui la
contient, soit en absorbant l'oxygctne par une
substance avide d’oxygcue, Pacide pyrogallique
par exemple (Hans Buchner), soit encore en re-
couvrant d’une couche d’huile ou de petrole, le

niveau libre du milieu de culture.
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Toutes ces méthodes ont été mises & profit
avec des disposilifs variés, la plupart combinent
I'emploi d’'un gaz inerle et du vide. Pour cela,
deux tubulures sont nécessaires, 'une pour
'entrée du gaz, L'autre pour l'aspiration par la
trompe & mercure ou la trompe & eau. Les diffé-
rences dans tous les procédés employés tiennent
soit a la disposition dilférente des tubulures
soudées latéralement aux tubes, soit dans I'emn-
ploi de bouchons dé caoutchouc & 2 trous. Nous
n avons pas 'intention de décrire lous ces appa-
reils ; nous indigquerons simplement la facon la
plus pratique de faive des cullures dans le vide.

La séparation des microbes anaérobies étant
une opération délicate, nous décrirons, en der-
nicr lieu seulement, les procédés que 1'on peut
employer a cet effet. Nous supposerons donc que
le commencant tient 4 sa disposition une cullure
pure d’'un microbe anaérobie (*).

1. Culture en tubes. — La culture en cou-

(1) Un procédé trés facile et qui permet d’avoir sou-
vent, comme objet d’étude, une culture pure d’un
ana‘robie vrai, consiste & immerger dans un tube & essai

rempli aux 7 de gélose bouillante un ou deux haricots

ordinaires. En mettant ce tube & I'étuve 4 35, le lende-
main, on aunia une culture abhondante de bucillus buty-
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CULTURE EN TUBES 69

ches profondes est le procédé le plus simple ;
il est dt & Liborius et ne nécessite aucun ap-
pareil, ni trompe, ni générateur de gaz. Pour
cultiver les anaérobies par cette méthode, on
emploie les milieux ordinaires, en particulier la
gélose peptonisée et additionnée de 1 pour 1000
de sulfo-indigotate de soude et de 2 pour 100 de
glucose.

On remplit les tubes & essai de la gélose ainsi
préparée, jusqu’a 5 cenlimetres de orifice du
tube, de maniére que la colonne bleu foncé de
gélose ait 10 centimetres de haut(!). Ondevra en-
semencer avec une aiguille de platine trés longue
et sans anse, de facon & porler la culture le plus
loin possible du contact de l'air. Avant de rebon-
cher le tube, on v versera, pour plus de sareté,
avec une pipelte, une couche de 1 centimeétre de
haut de pétrole ou d’huile stérilisés. On rebouche
le tube et on le met & I'éluve a 3-° Souvent,
au bout de 12 heures déja, il se produit des gaz
abondants qui peuvent parfois projeler le bou-

(1) On peut encore utiliser la formule suivante :

Gélose ordinaire 1.000
Formiate de soude. 0,)

La teinture de tournesol & dose de 10 gouttes par
tube (jusqu’h la coloration violette) donne aussi de hons
résultats.




70 CULTURE DES ANALROBIES

chon hors du tube. ln tous cas, on observe nne
décoloration du tube : la glucose et le sulfo-in-
digotate, s'oxydant facilement sous I'influence
du développement des microbes, s'emparent de
I'oxyzéne dissous ou contenu dans le tube : ce
tube, qui était bleu noir avant ensemencement,
devient jaune foncé ; U'indigo bleu passe & I'élat
d'indigo blanc (*).
Pour avoir une culture a I'abri de ['air, on
peul encore employer lartifice suivant qui est
Fiz. 36 assez cominode. On prend un
tube de gélose sucrée a 2 °/,
ou de gélose ordinaive et on le
(ixe verticalement & 'aide d’un
support et d’une pince. On
remplace le tampon de ouate
par un bouchon de caoutchoue
(fig. 36) muni de deux tubes
de verre A et B. Le tube A,
qui doit & son extrémité infeé-

rieure cffleurer la gélatine, est

cmbranché sur un tuyau de

caoutchoue relié a un bec
de gaz d'cclairagze. On fait passer le courant

1 Le - : : i
(') Les tubes préparcs depuis longtemyps se décolorent
de méme, la réduction se fait lentement i la tempéra-
ture ordinaire.
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CULTURE EN TUBES 71

de gaz 5 minutes et, au méme moment, on fait
bouillir la gélose a 'aide d’un bec de Bunsen.
Pendant tout le temps que le gaz d’éclairage
passe dans le tube, il ne peut s'en dissoudre
dans la gélose qui est en ébullition. Au bout de
4 a5 minutes, on ferme le robinet et on verse
immédiatement, par le petit entonnoir B qu’il
est facile de faire soi-méme (en effilant un tube
a essai), 1 ou 2 centimétres cubes de pétrole sté-
rilisé. On enléve ensuite le bouchon de caout-
choue et on le remplace par le bouchon de oualte
ordinaire. Pour ensemencer, on incline le tube
de facon & mettre a nu la moitié de la surface de
gélose et on fait la piqare au moyen d’un fil de
platine monté sur la pa-
roi1 d’'un tube en verre,
en rapport lui-méme par
un tuyau D avec une
conduite de gaz qui resie
ouverle pendant tout le
temps de P'opération.

Les milieux ainsi pri-
vés d’air donnent de bons

résultats pour la culture
des anaérobies.
Si Pon veut cultiver dans de grandes quantités

de bouillon un microbe anaérobie, le tétanos

o+




2 CULTURE DES ANAEROBIES

par exemple, afin d’ctudier ses toxines, on em-
ploiera I'appareil représenté par la fig. 37. Clest
un flacon d'un litre, & gros col, fermé par un
bouchon en caoutchouc & deux trous.
Dans cc bouchon passent deux tubes en verre,
Fiz. 38 'un A va jus-
quau fond du
flacon, l'autre
jusquau  col
seulement. lls
sont recourbés
tous deux. Le

tube A se ter-
mine par une
elfilure mince.
Le tube B porte
deux étrangle-
menls, 'un au
sommet de la

courbure, l'au-

tre pres de son
orifice libre B’

Tous deux sont garnis de ouale.

Pour se servir de cet appareil, on le remplit
de bouillon & moitié ou aux deux tiers et on le
stérilise a I'autoclave a 115" pendant 15 minutes.

Quand il est froid, on ensemence son conlenu
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CULTURE EN TUBES 73

en flambant leffilure A que I'on casse et que
Pon plonge dans le tube de culture dont on veut
semer une trace. On aspire quelques goultes, on
ferme Deffilure & la lampe et on fait le vide dans
le flacon. Avant de fermer ’effilure, on fera

barboter de I'hy- Fig. 39

=]

drogéne de A en
B. On ferme B

au point B’ & la \
lampe et on por-
te le flacon ainsi
ensemencer & 1’é- ‘
tuve. Pour pré-
lever de la cul- |
ture, on ouvre i
en B’ Tair ren-—
tre, ce filtre sur

la bourre B; on
ouvre l'effilure A
et on recueille la
culture en soul-

flant par [lori-
fice B’
Mentionnons encore Uappareil de Roux, qui
est indispensable si l'on veut faire des cultures
dans le vide sur pomme de terre. C'est un tube
de Roux ordinaire (f{g. 38) portant une tubu-
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lure latérale représentée en . On ensemence la
pomine de terre et on scelle le fube a la lampe
d’émailleur; puis, on fait le vide avec la trompe
a mercure ou la trompe & eau, par la tubulure
latérale on la ferme a la Jampe (fig. 39); et on
met le tube al'étuve.

2. Procédés de séparation des microbes
anaeérobies. — Nous ne parlerons pas du pro-
cédé de la lame de mica dont Koch recouvrait
ses plaques de culture, lame bordée & la paraffine
sur le verre de la plaque. Celte méthode est peu
pratique et, d’ailleurs, tout a fait insulfisante.
Fiz. 10 On pourra employer celle de Liborius,

a I'aide des tubes en couches profondes

% que nous venouns de décerire (fig. 40). On
seme dans la gélose encore chaude et li-
quide, a la température de jo-41°, le mé-
tange de microorganismes que l'on veut

separer. On remue bien avec une longue
aiguille de platine de facon a répartir les
1) germes aussi completement que possible,

- puis on recouvre d’huile la surface du
tube, que 'on met ensuite a I'¢tuve. Les colonies
anacrobies se développent de préférence dans la
profondeur. Pour les étudier et les repiquer, 1l est
nécessaive de sacrifier le tube. A Paide d’un cou-

teau a verre et d’'un charbon Berzélius, on coupe
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oy ce tube ef on recoit la gélose ou la gélatine dans |
e une plaque de Pelri stérilisée. On coupe en tran- |
i ches minces le milieu de culture ainsi transvasé
(i et on procéde a l'examen systématique des co-
{og lonies qui se sont dé- Fig. 4l

veloppées  1solément.
beg Cette méthode n’est pas

toujours applicablelors-

que les anaérobies en-

i semencés développent

. beaucoup de gaz. B

I Un procédé preéfé- |

" rable est celui de Roux  |[% e 5
’ ou celui de C. Fraen- Ad

kel. Le tube de Roux ) \\
est un tube muni de

. deux tubulures (/ig. ' '

41). On y verse de la I

f

gélaline, on stérilise,
on séme et on fait le

vide aprés avoir fait
barboter un courant
d’hydrogene ; puis on {{
scelle dans le courant ‘
de gaz. On couche ensuite le lube. On a ains

une gouttiére de gélatine, quel'on examine el ou; l

I'on peut puiser les colonies, apres avoir coupe ‘
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le verre parallelement a I'axe du tube, de chaque
coté de la gouttiere de gélaline.

C. Feenkel remplace par un bouchon i deux
trous les deux tubulures
soudées du tube de Roux.

ﬂ‘(f La fig. 42 montre 'appareil
sans qu’il v ait besoin d’en
donner une description. On
fait barboler de I'hydrogéne
pendant quatre minutes &
travers ce tube, aprés avoir
ensemencé dans la gélatine
liguide, et on roule cetle
gélatine sous un courant
d’cau froide & 'intérieur du
tube.

} ‘ Si l'on veut faire des

!'A '|  plaques proprement dites,
| des cultures sur plaques de

!

.\ \\/ Petri, dans le vide, on peut

i employer Pappareil de Bot-
kine. Cet appareil se compose d'une cloche en
verre (fig. 43) présenlant a sa parlie supérieure,
au lieu d’un bouton, un orifice que I'on bouche
avec un bouchon a deux trous ou passent deux
tubes A et B munis de robinets. La cloche re-
pose dans un cristallisoir plat, plein de glycé-

pioe.
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rine. On place au centre de ce cristallisoir up
petit triangle en fer por(é par trois pieds, qui
¢merge de la glycérine. On met sur ce support
les plaques de Petri
I'une sur Pautre, ou un
échafaudage fait avec
des baguettes de verre
(fig. 43) ou lon met
les plaques de verre or-
dinaires recouvertes de
gélatine  ensemencée.
On fait passer un cou-
rant de gaz inerte de
A en B, aprés avoir

chargé la cloche d’une
lourde couronne de plomb, pour empicher la
pression du gaz de la soulever et de faire
saillir ses bords en dehors de la glycérine. On
ferme les robinets au bout d’une demi-heure (%).

(1) Pour s’exercer it la culture des anaérobies, le
commencant peut essayer d’obtenir du premier coup
des cultures pures de Vih. septique. Pour cela, on ino-
culera & un cobaye sous la peau du ventre, que l'on
décolle apreés y avoir fail au bistouri une petite inci-
sion; on met une pincée de terre de jardin dansla pe-
tite poche ainst pratiquée. Pour plus de Asﬁl'ett", on
peut employer le procédé de M. Pasteur qui consiste a
léviger cette terre et a inoculer sous la peau le produit
de 1a lévigation chauflé pendanl dix minutes, & 100°
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Rappelons enfin quon a utilisé la chaleur
pour obtenir, autant que possible du premier
coup, des cultures pures de cerlaines espéces
anaérobies. Cest en employant ce procédé de sé-
paration que Kilasato, en particulier, a réussi a
obtenir, le premier, des cultures pures de té-
tanos (*).

Au bout de 36 heures, le cobaye meurt. On ensemen-
cera avec pureté la sérosité péritonéale. 1l y aura de
graudes chances pour qu’on ait le »ih. septigue & 'état
de purelé, quelle que soit la terre qu’on ait inoculée.
On peut encore essayer d’obtenir une culture pure de
bae. amylobacter en procédant comme nous 'avons dit
p. 68.

(1) Le procédé de Vignal (qui s’applique d’ailleurs
4 toutes les espéces anacdrobies) est particulidérenment
commode pour conserver longlemps les cultures de
tétanos. Il consiste en ceci: Dans une pipelte de 5 &
8 millimétres de diamétre, munie d’un étranglement
(fig.- 53 AB) ou aspire jusqu’en B le bouillon, ou la
gélatine fondue e¢nsemencés préalablement avec le té=-
tanos. On fait le vide avec la trompe (apreés avoir
fermé 4 la lampe la pointe effilée de la pipette), en
ajustant un ecaoutchouc en A, puis on scelle 4 la
lampe I'étranglement en B.
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CHAPITRE V

LTUVES

La trés grande majorité des microorganismes
se cullive entre 20 el 38°. On concoit quil 1m-
porte d’avoir des étuves dont la température
puisse ¢lre maintenue constanle, sans élre jn-
fluencée par les variations de la lempérature ex-
térieure ni par les changements de pression du
gaz.

Pour atteindre ce but, on a construit un granid
nombre d’étuves. Nous n'en décrirons que trois
Lypes, sulfisant a tous les besoins.

1. Etuve de Gay-Lussac avec regulateur
de Raulin. — C'est une caisse (fig. 44) dont
toules les parois sont doubles, sauf la porte qui
est vilrée; elle est portée surquatre piedsen fer. On
remplit I'intervalle des deux parois avec de l'eau
ou mieux avee de huile introduite par Uorifice
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a, on chaufle avec un tout petit bee de Bunsen a
flamme bleue, ponr éviter les dépots de noir de
fumée sur le fond de la caisse, dépots qni tom-
bent sur

Fiz. A1 gl sir 1
braleur au
boutd’uncer-
lain temps et

9 r

peuvent I'é-

teindre. Ce

=S % \ bee est hran-

o
7
7
3

Zass

ché sur le

R
g
S
Y

S )

AT
3

tuyau du ré-

- @ e & e %.l
Se ot ;’f"“ d gulaleur(fig.
| i 45) dont le
I 73 \

tube partant
du robinet b
est branché
sur la con-
duite. Voiel
comment on

o
(5
]

N

regle I'étuve.

On dévisse le tube en fer jusqu'a ce que la
pointe en sifflet quile termine sorte du mercure.
On allume le gaz & plein canal et on note la
tempéralure intérieure de ’étuve, ot on a placé
un thermomeélre ; lorsqu’on arrive a % ou i1 de-

gré au-dessous de la température que U'on dé-
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sy
0 g sire obtenir, on visse le tube Jusqu’a ce que la
e flamme ait la hauteur d’un travers de doigt en-
| viron et on attend pour voir si la température
- est restée constante. Si elle baisse, on donne un
Wi peu plus de flamme et inversement. On arrive
s ainsi par titonne- I
i [ ment a régler tres
o vite celte étuve.Le
i tube en H avec
e son robinet, est un

g tube de sureté.
iy Grace a ce robinet
b qui fait office de
i veilleuse, l.'étuv.e
ine ne pourra jamais
o s’e.temdre.On I'ou-

" vrira defacon qu’il
1\;&“’ laisse passer assez
i d de gaz pour don-

) ner une flamme de

EIUT' veilleuse, le sifflet

e O plongeant com-
roult. : . .
‘ plétement dans le mereare; celte précaution a
”M pour but de parer aux inconvenients d’une trop
it brusque ascension du mercure, lorsqu on ouvre
1 les gazowmeélres en ville, un peu avant la nuit.
o Cette ¢tuve ainsi véglée donne d'assez bons résul-

Wkt =— Techmiyue Baclériologijue U
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fragile, 1l est seulement un peu
dispendicux. On peut le rempla-
cer par le régnlateur Chancel qui
esl a peu prés fondé sur le méme
principe, qui est peu cotliteux et
dont nous nous bornerons a don-
ner la figure (fig. 46).

2. Etuve de d’Arsonval (fig.
47). — Celte étuve se compose de
deux vases cylindro-coniques li-
milant deux cavités : 'une cen-
trale, qui est I'enceinle qu’on

veut maintenir constlante; l'autre

Iy A6
A, arvivie du gaz. Al ’ [ r
By Gt annulaire, que l'on remplit pa

V,vis en fer  la douille et qui constitue le ma-

permettant de faire . g TR T) .
e . telas liquide soumis a 1'action du

dEseend e | e TR foyer; ce malelas d’eau distribue
régulicrement la chaleur autour de ’enceinle et
empécehe celle-ci de subir de brusques variations
de température. La paroi externe de léluve
porte une tubulure latérale qui, communiquant
avec l'espace annulaire, se trouve fermée a

(1) Néanmoins on a des ascensions ou des abaisge-
ments de température de 105 4 2°,5 dus aux change-
ments de pression du gaz avant la nuit et vers deux
heures du matin.
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ETUVE DE D ARSONVAL 83

I'extéricur par une membrane verticale de caout-
chouc qui constitue, lorsque 'apparcil est clos,
la seule portion de
paroi susceptible
de traduire a l'ex-
térieur, en les lo-
talisant, les varia-
tions de volume
du malelas d’eau.
Or, le gaz qui doit
alimenter le bra-
leur est amenc
par un tube qui
débouche norma-
lement au centre
decette membrane
et & wune faible
distance de sa sur-
face externc, dans
I'intérieur d’une

boite métalhique,
d’ott 1] ressort par
uu autre orifice qui le conduil au brideur : tube
et membrane constituent de la sorte un robinet
tros sensible dont le corps douverture est sous
la dépendance des variations de volume du ma-
telas d’eau et qui ne laisse aller au bruleur que
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la quanlité de gaz strictemenl nécessaire pour
compenser les causes de refroidissement.
Supposons qu on veuille régler celte étuve a
3-v. On la remplil d’abord d’eau bouillie et pri-
vée d’air, on laisse 'orifice D) ouvert, on allume
les bees aprés avoir dévissé le tube V, de facon
a ce que la flamme soit au maximum. L'eau,
par dilatation, sort par I'orifice D, on la recueille
par un pelil trop plein quon brancle sur nn
tube de caoutchoue, pour ne pas oxyder 'étuve.
On place le thermometre en T el quand la tem-
pérature a atleint 36°,5 on bouche hermétiquc-
ment lorifice avee un bon bouchon de caout-
choue plein. On visse le tube V. jusqu’a ce que
son ex(rémité louche la membrane en caoul-
chouc; on ne s’en apercoit que lorsque Ja flamme
baisse et tombe brusquement. Alors, on dévisse
le tube V jusqu’a ¢e que la flamme ail une hau-
teur d’un travers de doigt environ ('). L’étuve
est ainsi réglée; la flamme montera ou descen-
dra automatiquement, suivant les diminutions
ou les augmentalions de la tempdérature exté-

ricure et de la pression du gaz.

(') Sila chambre a une température de 15 a 20 de-
grés, cette hauteur de flamme est suffisante. Si elle est
plus froide ou plus chaude on donnera plus ou moins
de flamme,

e
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ETUVE DE D’ARSONVAL 83

Si 'on veut porter la température d’une éluve
déja réglée a 37°, a 39° par exemple, il faudra
enlever le bouchon quiesten D, Immédiatement,
la flamme des braleurs montera au maximun,
Peau débordera par l'orifice. On surveillera le
thermometre, et quand il marquera 39° on re-
bouchera solidement l'orifice avec le bouchon.
L’étuve sera réglée. Pour passer de 37 a 3¢° par
exemple, on éteint le gaz, on débouche orifice.
On altend que le thermométre marque 30° on
ajoule de I’cau jusqu'au ras de l'orifice, on bou-
che et on rallume. Si le gaz ne passe pas, on de-
visse légerement le tube V jusqu'a ce que la
flamme ait alleint la méme hauteur quaupara-
vant. Ces ¢tuves sont excellentes et commodes.
11 faut éviter de les placer le long des [endtres ;
car elles pourratent s’éleindre pendant la nuit.
Il faudra aussi avoir grand soin de vérifier, au
rnoins une fois par mois, les caoutchoues qul
amenent le gaz a 'étuve ; 1ls peuvent, en effet,
se fendiller autour des robinels et des ajutages,
quan] ils sont en usage depuis longtemps,
et donner ainsi lieu a4 un incendie ('), Cefle

(1) Les tub-s métalliques flexibles qu’on vend pour
empécher cette canse d’incendie ne peuvent étre re-
commandés, Leurs extrémités sont en caoutchoue Par

conséquent, ils ne pourront donner quune fausse sd-
curité,
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précaution s'applique du reste a toutes les
étuves.

On a conslruit des étuves d’Arsonval & mem-
brane métallique, qui, si elles étaient bien cons-
truiles, pourraient rendre des services, particu-
licremenl pour la tyndallisation et pour la
coagulation du sérum. On peul, en effet, les ré-
gler & des températures tres élevées, tandis qu'a
ces températures, les étuves avec membrane de
caoutchoue se détériorent tres vite, Cette étuve &
membrane mdétallique se régle comme la précé-
dente.

3. Etuve de M. Roux. — Un troisitme mo-
déle d’étuve, plus grande que les autres, est
Péluve de M. Roux: cest U'¢tuve Scribeaux,
munic d’nu thermo-régulateur métallique.

La chaleur s’obtienl au moyen de l'air qui
circule toul aulour de I’étuve. L’entrée du gaz
esl réglée par un piston dont Ies mouvemenls
de va el-vient sont aclionnés par le régulateur
métallique. Une vis V (fig. 48) permet de régler
Pentrée du gaz en ¢loignant le piston. On la re-
gle de la facon suivante : on allume le gaz a
plein canal en tournant ’écrou A en sens in-
verse des aiguilles d’une montre, jusqu’a fin de
course. Quand la tempdrature intérieure de
Vétuvea atleint le degré vonlu, on régle la hau-
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ETUVE DE M. ROUX 87

teur du gaz en tournant 'écrou dans Je sens des
aiguilles  d’une
montre, jusqu'a
ce que la tenipé-
rature reste cons-
tante. Cette étu-
ve, spacieuse et
commode, don-
ne, comme cons-
tance de tempé-
rature, de tres

bons résultats.

Quelque mode-

le que l'on choi-
sisse,deux étuves
sont indispensa-
bles a tout bacto-
riologiste : 'une
réglée a 37° pour
les cultures dans

le Douillon, le
’

sérum et la gélose, autre reglée & 20 ou 20°
pour les tubes et les plagues de gélatine. On peut
cependant, a la rigueur, laisser les tubes ot les
plaques de gélatine a Ta température de la cham-
bre ot Uon travaille, particulicrement en ¢té,
mais les colonies s’y développeront plus lente-

ment et d'une facon plus wréguhere.
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CITAPITRE VI

CONTENTION DES ANIMAUX
MATERIEL NECESSAIRE AUX INOCULATIONS

1. Moyens de contention. — Les animaux
sur lesquels on a le pius souvent 'occasion de
pratiquer des inoculations en haclériologie sont
le cobaye, le lapin, les souris et les rats, les
poules et les pigeons ; les chieus, les chats, les
moutons servent plus rarement.

Les inoculations peuvent étre faites, sous la
peau, dans le sang, dans les cavilés pleurale
ou périlonéale, par ingestion ou par inhalation.

Quel que soit le mode d’inoculation employé,
les animaux doivent étre maintenus immobiles
pendant quon les inocule. Ou emploie, pour
cela, différen(s moyens de contention dout nous
indiquerons les principaux.

Le plus simple est de faire maintenir 'ani-
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mal, quand il est de petite taille, par un aide,

qui saisit le train de derriére d’une main, la

téte et le train de devant de 'autre, en exercant

une traction suflisante sur
la colonne vertébrale pour
empécher 'animal de faire
des soubresauts pendant
qu’on I'injecte.

Ce procédé ne peut étre
employé que pour les ino-
culations sous-cutanées et
intra-périlonéales ou pleu-
rales, chez les animaux qui
ne se défendent point, le la-
pin ou le cobaye par exem-
ple.

Pour les rats et les souris,
on devra employer un clamp
(fig. 49) c’est une pince &
pédiculede kystede I'ovaire.
Un aide prendra I'animal
dans sa cage, avec celle lon-

Fig. 49

—

)

N

gue pince, par la peau de la nuque et fixera son

corps le long de la pince et en tirant légérement
dessus (fig. 50). L’animal ne peut se débalttre

el 1l est hors d'état de nuire.

Pour les animaux plus gros, tel que le cobave

e
%‘,
- Ny,
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et le lapin, si I'on veut les attacher, on emploie,
de la facon la plus simple, des planches en bois

de hétre, de dimension variable suivan! 'ani-
mal (), portant sur leur tranche qualre pifons
en fer vissés aux extrémilés des deux eotés les

iz, 51 plus longs (fig. 51).
On vy atlache Tl'ani-
mal par les qgnatre
patles ; pour cela, un

aide qui tient l'ani-
mal est nécessaire. Oa prend de simples
bouts de ficelle donl on fail des nceuds cou-
lants ; on les passe autour des patles, immédia-
tement au-dessus des pieds on au-dessus des jar-
rets et on pose 'animal sur la planche, surle
dos ou sur le ventre, suivant le besoin; on
atlache d’abord une palte de derricre, puis la
patle de devant du colé opposé, en diagonale.

(1) Pour le lapin : Hocm > 3pcm
% cnbave @ jorm g
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En passant la ficelle dans les pitons qui sont aux
quatre coins de la planche, on devra exercer sur
elle une traction suffisante pour que 'animal ne
puisse plus bouger; on attache ensuite I'autre
patte de derriére, puis I'autre patte de devant.
Quand la téte doit étre Immobi- Fig

€3
g. 52

liste, comme par exemple pour

faire les 1inoculations intra-vei- 4
neuses chez le lapin, on utilise \
alors un appareil un peu plus com-

pliqué.
(’est une planche carrée oblon- Q

gue, soutenue par qualre pieds en

fer et percée de trous a dillérentes B
distances, le long des colés longs.
Elle porte a une cxtrémilé une

tige en fer verticale, munie d’un
porte-tige mobile a écrou. Clest ¢ #
dans ce porfe-tige qu’on fixe le 1

mors destiné & immobiliser la téte
de 'animal : le mors le plus com-
mode est celui de M. Malassez qui

est extrémement pratique; en

voict le dessin (fig. 52).

Le crochel .\ est passé derriere la nuque de
I'animal, l'anneau B, mobile le long de la tige,
est amené autour du musean de I'animal, dontla
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tele doit ¢tre serrée et rendne immobile entre
Ianneau qui fait muscliecre et le crochet; un
éerou C assure celte immobilité. On passe latige
du mors dans une pince a vis fixée sur la tige
verticale de l'appareil déerit plus haut, et on la
fixe, apres avoir tendu la téle de 'animal de
facon a ce qu’il ne puisse plus bouger.

Pour attacher les chiens, nous indiquerons un
moven simple ne nécessitant ni mors, ni muse-
licre. Il faut avolr & sa disposition une table solide
de 1 métre delongueur sur 6o centimétres de lar-
geur, garnie de ploml et muniec d’un tube
d’écoulement pour les liquides. Cette table, facile
a désinfecter, pourra de plus servir pour les
autopsies.

On commence par museler Panimal. Pour
cela, on emploie une cordelette, de la grosseur
d’unc plume de corbeau; un aide assis, main-
tient 'animal entre ses jambes, lui tenant les
pattes de devant et lui élevant la téte. On passe
la corde dans la gueule de I'animal, le milieu de
la corde derriére les canines inféricures, les deux
chefs de la corde pendant en bas. On fait un pre-
mier nceud sous le menton, on raméne les denx
chefs de la corde sur la machoire supérieure ct
on fait un second nceud a la racine du nez, puis
un troisitme nceud sous le menton et un qua-
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tricme derricre la nuque. Ce procédé vaut toutes
les muselieres que I'on a inventces et il est ex-
trémement pratique. Dans les opéralions ou
Ianimal doit avoir la gueule ouverle on em-
ploiera le mors de Malassez (*).

On attache ensuite Ianimal sur la table, en
placant des nceuds coulants fails avec une solide
cordelette au dessus du poignet pour les patles
de devant, au-dessus du pied pour celles de der-
riere. On attache les chefs des nceuds coulants
aulour des quatre pieds de la table en formant
un X autour des montants; on attachera d’abord
une palte de devaal, puis la patte de derriere du
coté opposeé.

2. Matériel d'inoculation. — L’animal une
fois alttaché, il faut préparer P'instrument avec
lequel on va I'inoculer.

On peut inoculer un animal, comme nous
Iavons déja dit, par une simple plaie faile a
Paide d'un bistouri ou de ciseaux; on touche
cette plaie avee le fil de platine chargé de cul-
ture. Clest ainsi qu'on inocule les souris avec le
pneumocoque.

Dans certains cas, on emploie, pour inoculer,

(1) Avchives de medecine caperimentale, 1540,
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la pipette Pasleur (fig. 53) (Y). Cesl nn tube de
5 millimétres de diamotre environ, elfilé & une

Fig. 03

des extrémités qui est fermée, ou-
verl a lautre, et qui porle un bou-
chon de ouale. Pour se servir de
celte pipette, qui a di ¢lre stérilisée
d’abord au four Pasleur, on flambe
la poinle, on la casse avec les doigls
ou avec une pince, on en rellambe
soigneusement 'extrémité et on y in-
troduit par aspiration la culture que
'on veut inoculer.

(1) Pour faire unec pipette, il faut pren-
dre un tube de 5 millimétres de diamétre
intérieur; on en coupe un morceau de
25 centimétres de long. On fond ce tube
en son milieu, dans la flamme de la
lampe d’émailleur, en le tournant cons-
tamment entre les doigts pour chaufier
éealement toutes les parties du cylindre
de verre. Quand 1] est au rouge sombre,
on le retire de la flamme et on 1’étire,
de facon que la partie effilée atteigne sa
longueur primitive du tube; on fond,
d’un trait de flamme, 'effilure & son
milieu. On a ainsi deux pipettes, on les
bouche avec un bouchon de ouate, & leur
extrémité ouverte, puis on les stérilise au
four Pasteur.
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La seringue est de beaucoup Iinstrument le
plus commode pour inoculer.

Il est superflu aujourd’hui d'insister sur la
nécessité qu’il y a de stériliser, avant de s’en
servir, les seringues deslindes aux injectionshy-
podermiques chez 'homme, aussi bien qu’aux
expériences de laboratoire. Le procédé le plus
simple et le plus efficace pour effectuer cette sté-
rilisation est Femploi de la chaleur. La seringue
de Pravaz si répandue et si commode ne supporle
pas ce mode de stérilisation. Le piston de cette
seringue est en cuir, qui se racornit sous l'ac-
tion de la chaleur, séche ou humide, de sorte
que I'instrument, aprés la stérilisation, cesse
d’étre étanche et ne peut plus servir. D'autre
part, pour maintenir la souplesse du cuir du
piston, on est obligé de le graisser, ce qui est
une condilion permanente de souillure et met en
outre la seringue de Pravaz hors d’usage, lors-
quelle a servi a des injections d’élher, par
exemple, ou d’autres liquides qui dissolvent les
graisses.

Pour ces motifs, depuis plusieurs années, et
de divers colés, on s’est appliqué a construire
des seringues facilement et strement stérili-
sables. Dans le laboratoire de M. Pasteur, on
avait pendant longlemps renoncé a I'emploi des
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seringues pour les inoculations, el l'on se ser-
vait de la pipetle en verre de Pasteur, préalable-
ment [lambée. Mais, I'extrémité eflilée de cette
pipetle est tres fragile ; elle traverse difficilement
la peau et les tissus un peu résistants; en outre,
il st malaisé de doser exactement la quantilé de
liquide injectée par ce moven.

M. Koch se servait aulrefois d’une seringue
stérilisable composée d'un cylindre en verre et
d’une monture mcétallique assujettie par un pas
de vis. Le piston était en coton tassé a l'aide
d’un fil. La seringue ¢tait stérilisce a la chaleur
seche & 150°; puis, avant de s’en servir, on hu-
mectait le piston avec de I'cau stérilisée. Depuis,
il a renoncé a cette seringue et lui a substitué
une seringue toute en verre, ou le piston est
remplacé par un ballon de caoutchoue.

Cette seringue présente certains inconvénients;
il w’en est pas de méme de la seringue de Straus-
Collin dont nous allons donner la description et
qui, comme stireté et commodité, ne laisse place
a aucune critique.

L’originalité de cette seringue, construite sur
le modele de la seringue de Pravaz, est la substi-
tution d’un piston en moelle de sureau au piston
en cuir. La moelle de sureau snpporte parfaite-
ment 'action de I'eau bouillante ou de la vapeur
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d’cau; quand elle a été préalablement un peu
comprimée, elle a la propriélé de se gonfler par
Ihumidité, de sorte que 'herméticité de I'ins-
trument, loin d’étre compromise par 1’ébullition
dans ’eau ou le séjour a l'autoclave, n’en de-
vient que plus parfaite. D’autre part, le piston
de moelle de sureau, grace a sa souplesse et a
son élasticité, (out en se moulant exaclement
sur le cylindre, glisse aisément et sans ressaut
le long de la paroi de verre.

Le piston de la seringue (fig. 54) se compose

d’un disque de moelle de sureau serré entre
deux houtons métalliques B et B’ La moelle de
sureau doit étre choisie bien souple et doit étre
bien décortiquée ; on la tasse transversalement a
I’axe, par une pression modérée avec les doigts.
Ce disque de sureau est traversé, suivant l'axe,
par une broche de section carrée dont le bout
inférieur se termine par le bouton B. Le bouton
B’ fait corps avec la tige creuse du pislon, et la

Wrents =~ Technique Bactériologiyue 7
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broche, enlilée dans cetle tige, est munie a son
exlrémilé snpérieure d'un pas de vis qui recoit
le boulon-¢erou k.

Grace & ce dispositif, le piston de moelle de
sureau peul étre serr¢ a volonté, dans le sens de
sa hauteur, par le rapprochement des deux hou-
tons Bet B d'oit il résulte un ¢largissement de
son diameétre ; on assure ainsi le contact étanche
du pislon avec la paroi de la seringue. Ce
serrage est opéré par le jen du  boulon-écrou
5 el, par const¢quent, en agissant du dehors,
sans que l'on soit obligé de démonler la seringue

ou de toucher an piston.

Dans la seringue de Pravaz ordinaire, entre .

chaque extrémité du cylindre de verre el la mon-
tnre métallique de la seringue, se trouve inler-
posce une rondelle de cuir qui assure I'herinéli-
cite de l'instrument, mais qui offre les mémes
inconvénients que le piston de cuir et ne sup-
porle pas l'action de la chaleur. Ces rondelles de
cuir sont remplacées par des rondelles failes
¢galement avec de la moelle de sureau fortement
tassée.

La seringue de Straus Collin se compose ainsi
exclusivement de métal, de verre et de moelle de
sureau.

Lille pcut donc, en loute sécurité, se stér-
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MATERIEL D'INOCULATION 99

liser par la chaleur humide (eau bouillanie, va-
peur d’eau & 100° ou vapeur d’eau sous pression).
Il ne faut pas employer la chaleur séche, qui
racornit la moelle de surveau. Pour les injections
hypodermiques médicamenteuses, chez 'homme,
et pour les opérations ordinaires du laboraloire,
il suffit de faire bouillir la seringue pendant
quelques minutes dans un vase quelconque con-
tenant de 'eau. 1l est bon de remplir préalable-
ment la seringue de ce liquide, avant de la faire
bouillir. Si, pour des recherches bactériolo-
giques spéciales, on veut oblenir une stérilisa-
tion plus particuliérement rigoureuse, on met la
seringue 4 Pautoclave & 115 ou 120°, pendant
un quart d’heure.

Le piston et les rondelles de moelle de sureau
peuvent servir pendant plusieurs mois sans
étre mis hors d'usage. Quand il sera nécessaire
de les renouveler, rien n’est plus facile que dele
faire soi-méme, sans recourir au fabricant. Voici
comment il faut procéder : on décortique avec
soin un cylindre de moelle de sureau; on le
tasse perpendiculaivement & son axe. par pres-
sion entre les doigts et on l'introduit dans le
cylindre de verre; on Pembroche sur la tige
pleine ; on enfile la tige creuse sur la tige pleine,
on visse le bouton-écrou et le piston est prét a
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servir. Entre chaque extrémité du eylindre de
verre et la monture métallique, on interposera
de méme une rondelle de sureaun fortement
tasseée (').

Pour remplir la seringue de la cullure que
on veut inoculer, il faut procéder de la facon
suivante.

1° La cullure ¢ injecler est un miliew liquide
(bouillon). On prend une pipelte, on préleve avee
cette pipetle, dans le lube de bouillon, & peu pres
la quantité nécessaire & I'inoculation ct on la dé-
canle dans une capsule en platine préalablement
slérilisée sur la lamme du bec de gaz ct refroi-
die (2). C’est dans cette capsule qu'on puisera
avee la seringue.

2° La cullure & injecler est sur miliew solide.
On commencera par introduire, dans la capsule
de plaline, avec la pipetie, une quantité suffi-
sante d’un liquide stérile (bouillon ou eau sté-
rilisée), el avec I’anse de plaline on y délaicra

(1) Les aiguilles de cette seringue devront étre en
platine iridié (aiguilles de M. Debove). Elles sont d'une
commodité extréme et ont remplacé les aiguilles en
acler ou en or.

(2) On fera bien de la recouvrir d’un verre de montre
pendant le refroidissement; on ne versera le bouillon
gque lorsque le platine sera froid, ce dont on s’assurera
en touchant Pextérieur de la capsule.
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MATERIEL D’ INOCULATION 101

la quantité de culture qu'on jugera nécessaire.
S'ily a de trop gros grumeaux et que Pon craigne
qu’ils ne bouchent le calibre de 'aiguille, on les
dissociera avec l'anse de platine avant de rem-
plir la seringue. On procédera alors, comme pré-
cédemment, en aspirant soit par la pointe, soit
par I'extrémité du corps de pompe, et on prati-
quera l'inoculation.

Pour transporter commodément la seringue
de Straus, il est bon de la placer dans un tube &
essais ordinaire, bouché avee un bouchon
de ouate. L’on stérilise le tout a 'auloclave et on
peut ainsi transporter commodément la seringue.
De méme, lorsquon a fait avec les précaulions
voulues, un prélevement de sang, de pus ou
d’un liquide quelconque, au lit du malade, on
replace la seringue, pleine ou & moilié pleine,
avec son aiguille dans le méme tube stérile qui
a servi a l'apporter et Pon peut, de retour an
laboratoire, procéder immédiatement avec une
sécurité absolue, aux ensemencemenls, et aux

inoculations.
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INOCULATIONS

Les inoculations peuvent étre faites de difl¢-
renles facons : sous la peau, dans le tissu cellu-
laire sous-cutan¢, dans les cavilés pleurale et
péritonéale, dans le sang, dans la chambre an-
térieure de I'eil, sous la dure-mére, ete.

De plus, on peul inlroduire des microbes dans
I’économie par ingeslion el par inhalation.

1. Inoculations sous-cutanées. — Elles se
font de la facon la plus simple, avee la seringue
stérilisée (seringue de Straus). Supposons qu’on
veutlle inoculer un cobaye sous la peau du ventre.

La pean doil élre rasée. soit avec des ciseaux (1)
soit méme avee un rasoir; puis, ainsi dénudée,
lavée avec la solution de sublimé a 1 pour

(1) La tondeuse ne donne pas de bhons résultats.
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INOCULATIONS SOUS-CUTANEES 103

1000 ('), ou brilée légérement avec une lame
de platine ou une baguette de verre, chauffée au
rouge sombre sur le bec de gaz.

Un aide tenant P'animal, on prend, entre le
pouce et I'index de la main de gauche, la peau,
au voisinage de l'endroit rasé et cautérisé et
non a cet endroil méme, on la tire en faisant
un pli perpendiculaire & la surface du venlre;
puis, on enfonce Paiguille de la seringue a la
base de ce pli (apres avoir flambé cetle aiguille
qui est en platine iridié), perpendiculairement,
c’est-a-dire parallelement & la surface du ventre.
En percant la peau, il faut prendre garde de ne
pas piquer trop fort, et ne pas la transpercer.
On s’assure en tatant avec le doigt, a travers la
peau, qu'on est bien dans le tissu cellulaire sous-
cutané et on pousse 'injection. On retire la se-
ringue et on cautérise avec une lame de platine,
le point d’inoculation. On inoculera de la méme
facon n’importe quelle partie du corps. La souris
doit ¢tre inoculée sous la peau du dos, a la ra-
cice de la queue: on la prend de la main gauche,
par la peau de la nuque, avee le clamp, dans son
bocal ou sa cage; on la maintient en tirant lé-

(1) Sublimé : 1 gramme, sel marin : 1 gramme,
eaw ; 1000 grammes,

¥
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gérement la queue le long de la tige du clamp,
et on I'tnocule (*).

La seringue ne peut étre employée que si Fon
injecte sous la peau un liquide quelconque ou
une dilution de culture solide. Pour inoculer
par la voie sous-culanée, des substances solides,
de la terre par exemple, on procede de la facon
suivante : On incise la peau, puis on la décolle
avec une sonde cannelée, ou le manche dn
scalpel, de facon a faire une petite poche, dans
ie tissu cellulaire sous-cutané. On y loge la terre
a l'aide de la spatule en plaline et on fait un
point de suture pour empécher lissue de la
terre. C'est ainsi, par exemple, qu’on inocule a
des cobayes le vibrion septique de Pasteur. On
peut enfin inoculer par scarification ou en écor-
chant la peau, en faisant une petite plaie que
I'on touche avec 'anse de platine chargée de
traces de la culture que 'on désire inoculer.
Pour inoculer le pneumocoque a une souris, par
exemple, on fera, a la base de la queue, unec pe-
tite coupure avec un bistouri bien tranchant, ct
on la touchera avee le fil de platine chargé de
pneumocoques.

(') Les injections intra-musculaires ne présentent
aucune difficulté et ne nécessitent aucune description,
on inoculera dans les masses charnues.
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INOCULATIONS INTRA-VEINEUSES 105

2. Inoculations intra-veineuses. — Pour le
lapin, on choisit la veine marginale de l'oreille;
pour le chien, la saphéne; pour les gros ani-
maux, la jugulaire. On la fait saillir en compri-
mant la base du cou, dans la gouttiére formée
par la trachée et le slerno-cléido-mastoidien et on
la voit se gonfler et saillir. On y plonge alors le
trocart la pointe dans la direction du cceur ; pour
la poule et les pigeons, on choisira la veine
axillaire ; pour les cobayes, la jugulaire.

Nous décrirons seulement en détail la fech-
nique a suivre pour le lapin et le chien. Quand
on sait les faire chez ces anmimaux, les autres
inoculations 1ntra-veineuses ne présentent plus
aucune difficulté.

La veine que 'on doit choisir de préférence
chez le lapin, pour y faire une inoculation, est la
veine marginale de loreille. Cetle veine est
située sur le bord externe de 'oreille, du coté le
plus mince et le plus garni de poils. On atlache
P’animal sur le ventre et on Ini passe le mors
Malassez ; on coupe de tres pres, avec des ci-
seaux, les poils de loreille sur 5 a 6 centimétres
en amont et en aval du point ot 'on va prati-
quer l'injection. La veine doit se dessiner en
violet sur le fond blanc de la peau, surtout sion
pince avec les doigts la base de orctlle. On lave
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avec la solution de sublimé & 1 pour 1000
I'endroit ras¢, on place 'animal devant soi, le
museau le plus prés de Popératleur, le train de
derriére le plus ¢loigné ; on prend de la main
gauche U'extrémité de l'oreille, de facon & ce que
I'on puisse piquer d’arriére en avant, en suivant
le cours du sang veineux (fig. 55). On pique la

veine (quun aide peut rendre saillante en com-
primant la base de Poreille) a travers la peau,
ta poinle de I'aiguille étant naturellement dirigée
vers la base de l'oreille et parallélement & son
plan ; on tend loreille, & ce moment, sur I'index
de la main gauche de facon & avoir un point
d’appui pour piquer strement.

Il faut piquer avee I'aiguille déji emmanchée
sur le corps de la seringue. Lorsquon est dans
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la veine on pousse doucement le piston et, I'in-
jection faite. on cautérise avec la lame de platine
le point ou la veine a été piquée. S'il faut injecter
le contenu de plusieurs seringues, on fixe l'ai-
guille en pincant Poreille avec une pince a mors
plats garnis de caoulchouc.

On verra qu’on n’est pas dans la veine, s'il se
produit une boule d’cedéme autour de la pointe
de Paiguille. D’ailleurs, l'animal soubresaute
presque toujours, par suite de la douleur que
lui cause I'injection dans le tissu cellulaire sous-
cutané serré de 'oreille.

Il est bon d'ajouler que si l'on n'a qu'une in-
jection de 1 centimélre cube a faire, il n’est pas
nécessaire d’attacher Panimal, ni méme de lui
faire fixer la (éte par un aide. On le place sur la
table, en liberté, on lui prend P'oreille, comme
nous avons indiqué, et on arrive le plus souvent
a pratiquer l'injection sans qu’il secoue seule-
ment la téte.

L’injection dans la veine saphéne d’un chien
est un peu plus compliquée, car il faut dénuder
la veine; elle n offre cependant pas de difficultés.

On musele le chicu, on Patlache sur le ventre
comme nous l'avous indiqué, de facon que les
pattes de derriére présentent leur face exlerne.
La veine saphéne se trouve sur cetle face ex-
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terne. Il faut la dénuder au-dessus du jarret
(fig. 56). On incise environ vers le milieu de
Fie. 56 la patte, longitudinalement; on
dénude sur un espace de 1 a »
centimélres, et on passe, avee
l'aiguille de Cooper, un double
fil, 'un pour pratiquer une li-
gature en aval, un second pour
lier la canule du trocart, s1 on
emploie cet instrument.
L'injection une fois faite, on
enserre le point piqué entre deux
ligatures et on recoud la peau
de la plaie que I'on lave hien avee
la solution de sublimé. Un pan-

sement est inutile. 81 on emploie
une seringue a injection ordinaire, 1l suffil sim-
plement de dénuder la veine, de la piquer, de
pousser U'injection et de cautériser iégérement
le point d’inoculation.

Les injections intra veineuses chez les odscaix
se font par la veine axillaire. On souléve laile
de loiseau, que tient un aide, on enléve les
quelques plumes duveleuses qui cachent la peau
et la veine apparait; on la pique a travers la
peau que l'on aura soigneusement désinfectie
auparavant,

On

)



INJECTIONS SOUS LA DURE-MERK ]Ug

Chez les cobayes, cos injeclions peuvenl se
faire par les veines jugulaires. Il faut inciser la
peau a colé de la trachée, 'animal élant fixé sur
le dos, comme si ’on voulait lier la carolide.
L’opération ne présente pas de dilficultés.

3. Injections dans la chambre antérieure
de I’ceil. — Celle injeclion ne présenle pas non
plus de difficultés. Elle se fail généralement sur
le fapin. On met, dans I'ceil que l'on veut in-
jecter, une tres pelile quantité de chlorhydrate
de cocaine en poudre (ce qui peut en tenir sur la
pointe ’un scalpel). On attend Lrois ou quatre mi-
nules et quand l'aneslhésie de I'e@il est complele,
on enfonce la seringue entre la cornée et la scle-
rolique, perpendiculairement & I'axe de Peeil, en
fixant le globe oculaire, (qui est devenu insen-
sible, entre le pouce et l'index de la main gauche.
La téle est naturellement mainlenue par un aide.
On voit si Iinjection a réussi lorsqu'on conslate
le trouble opalescent qui se produit derricre la
cornée.

4. Injections sous la dure-meére. — On
incise la peau sur le fronlal, parallelement a
I'arcade sourcilicre, puis le périosle et on pose
une couronne de trépan de 5 millimétres de
diametre, immdédialement en arricre de Vorbile.

Lorsqu on senlque la vésistance de Pos cesse, on
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retire laxe do trépan ponr ne pas perflorer la
dure-more. L'hémorrhagie qui s¢ produit s"ar-
réte céndéralement assez vite. On enléve la cou-
ronne. On perce la dure-mere avee I'aiguille de
la seringue, obliquement, pour ne pas toucher le
cerveau, clon pousse 'injection. On lave la plaie
et on fait un point de suture. Le chien doit étre
trépané a la fosse temporale ou le crane est le
plus mince, apres ablalion du muscle temporal.

5. Injections intra-péritonéales. — Les
injections mtra-péritoncales peuvent étre faites
avec la seringue de Pravaz. tl faut avoir soin de
ne pas piquer Pintestin. Pour cela, apres avoir
rasé la peau et I'avoir désinfectée, on fera tendre
fortement la peau du ventre par Paide qui tlient
Panimal et qui devra pour cela exercer une cer-
taine traction sur la colonne vertébrale. En pi-
gquant franchement, sans a-coup, on ne lése
jamais les inteslins. On peut encore opérer de
la facon suivante : un aide présente le ventre de
Fanimal sans faire saillir Pabdomen, on pince
alors entre le pouce et I'index de la main gauche
les muscles de I'abdomen, en méme temps que
la peau, et Pon enfonce Paiguille dans ce bour-
relet en la faisant passer entre le pouce et I'index.
Quel que soit le procédé que Pon emploie, avant
de pousser I'injection, il faut toujours s’assurer
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INJECTIONS INTRA—PERITONEALES 111

que la pointe de l'aiguille est bien dans la ca-
vité abdominale.

Pour cela, on rameéne la pointe & plat contre
la paroi du ventre el on s'assure, en palpant
celte paroi, que la pointe de I'aiguille n'est pas
immédialement sous la peau.

Lorsqu'on a & faire des inoculations de li-
quides visqueux, de crachats tuberculeux, par
exemple, dans la cavité péritonéale, on ne sau-
rait employer la seringue ; il faul alors se scrvir
de la pipette Pasteur. On aspire les crachats dans
celte pipette dont on aura cassé l'effilure tout
prés du corps de la pipelte. On fait avec des ci-
seaux désinfectés une toute petite boutonnicre a
la peau du ventre, rasée et flambée préalable-
ment en ce point.

Les muscles du venlire apparaissent alors a
travers cette boulonniére ; on y enfonce douce-
menl Ja pipeite en faisant un mouvement de
vrille. La cassure toujours irrégulicre de la pi-
petle fait oftice de pointe et eflilure entre dans la
cavit¢ abdominale, ce dont on est averti par une
brusque cessation de la résislance. On insuffle
alors les crachats dans la cavilé péritoncale, on
caulérise la plaie faite & la paroi musculaire et
on fail une pelite suture, si c¢’est nécessaire,
avec un fil de soie et 'aiguille de Reverdin.
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6. Injections intra-pleurales ou intra-
pulmonaires. — Elles n’offrent point de diffi-
cullés : il faut raser la peau tout prés du creux
axillaire et piquer assez haut, dans les premiers
espaces Intercostaux; sans quor l'on s’expose,
surtout chez les cobayes, & perforer le dia-
phragme et & faire une injection intra-périto-
néale au lieu d'une injection intra-pleurale.

7. Inoculations par ingestion. — Le pro-
cédé le plus simple pour faire ingérer des subs-
tances virulentes & des animaux est de mélanger
ces substances a leurs aliments, soit en arrosant
les aliments avec les cultures de microorga-
nismes, soit cu incorporant les microbes dans
un milieu solide quelconque, comme une pomme
de terre, que l'on fait ensuile avaler a 'animal
en expérience.

Ces deux procédés ont été employés, le premier
par Pasleur, le sccond par Koch dans leurs ex-
périences célebres sur le charbon.

M. Pastenr faisait micher par des moulons
des épis chargés de cultures de bactéridies char-
bonneuses. Koch leur faisait avaler des morceaux
de pomme de terre creusés d’une cavité dans la-
quelle il avait placé de la culture de charbon.
Cette cavité était recouverte d’un petit couvercle
fait avec de la pomme de lerre.
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On peut porter direclement dans 'estomac, i
'aide d’une sonde, la substance que Pon désire
faire ingérer. Pour cela, un aide est indispen-
sable. Il s’agit d’un lapin, par exemple. Cet aide
doit s’asseoir, maintenir 'animal, en serrant son
train de derriere entre ses deux genoux ; de la
main gauche, il tient les pattes de devant; de la
main droite, les oreilles et la téte. Il est néces-
saire, auparavant, de rouler I'animal dans un
torchon, de facon que sa léle seule dépasse; on
évitera ainsi d’¢tre égratigné. Pour ouvrir la
boucle et la maintenir béanle, on prendra sim-
plement deux ficelles; la premiére est passée
derriére les deux incisives du maxillaire supé-
ricur de I'animal ; ses deux chefs sont réunis
dans la main droite de 'aide, main qui tient les
deux oreilles et la téte; la seconde ficelle doit
passer derriere les incisives du maxillaire infé-
rieur; on passe les deux chefs de cette ficelle
dans la main gauche de 'aide qui maintient les
deux patles de devant. L’aide ouvre alors, de
force, la gueule de Panimal en tirant fortement
sur chaque ficelle, et en ayant soin de relever le
nez de 'animal tout en lui tenant la gueule ou-
verte. Si l'on maintient la téte [léchie sur le
thorax, on s’expose a entrer avec la sonde dans

la trachée. L’opérateur passe alors la sonde dans

Wirtz — Technique Bacteriologique 3
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I’esophage (n° 16 pour le lapin, n° 14, de la
filiere Charriere, pour le cobaye). Pendant la
durée de l'injection, il ne faut pas laisser
I’animal méacher la sonde et bien lut maintenir
les méchoires écartées. Quand on est averti, par
une certaine résistance el par la longueur de
sonde que l’on a fait avaler & 'animal, qu’on est
bien dans l’estomac, on emboite le bout de la
seringue dans l'orifice supérieur de la sonde et
on pousse doucement 'injection.
7. Inoculations par les voies respira-
toires. — L’inoculation par les voies respira-
Fis. 57 toires est beau-
coup moins usi-
tée que les précé-
dentes ; 1l faut,
pour la pratiquer
pulvériser les
substances con-
tenant les micro-
organismes que
Pon veut inoculer
dans l'air d’une
chambre ou d’un

récipient clos
dans lequel on a placé 'animal en expérience.
Voici un procédé commode qui permet d’ino-
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culer un petit animal (lapin, souris ou co-
baye) par les voies respiratoires. On place
’animal sous une cloche en verre percée d’un
trou & son sommet, et reposant sur une pla-
tine en verre rodé (fig. 57). On bouche I'ori-
fice de la cloche avec un bouchon en caoutchoue
a deux trous. Dans ces trous passent : 1° un tube
de verre A que I'on branche & I'aide d’un tube
de caoutchoue sur une trompe & vide. 2° Un
tube B ouvert a 'air libre & son ex{rémilé¢ supé-
rieure et plongeant par son extrémité inférieure
dans la cloche. Cette extrémité est jointe par un
tube de caoutchouc a un petit pulvérisaleur.

Ponr faire inhaler & un animal des poussicres
en suspension dans un liquide ou une culture
de microbes, on verse avec pureté dans le pul-
vérisateur, stérilisé préalablement & l'autoclave
avec son bouchon, le liquide & pulvériser.

On relie la tétine du pulvérisateur par un tube
de caoutchoue, & Vextrémité du tube B. On place
I'animal sous la cloche, dont on a bien suiffé les
bords et on fait le vide par le tube A. Il se pro-
duit immédiatement une pulvérisation du li-
quide contenu dans le pulvirisateur. Il est facile
d’imaginer un dispositif pour placer le bec du
pulvérisateur vis-d-vis du museau de Panimal. Il
suffit pour cela de I'mmobiliser en le placant
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dans une boile ot sa téle sorle seule. Si les
goutles ainsi pulvérisées sonl trop grosses, il
suffit, pour v rewnédier, de faire pratiquer un
petit trou & la partie supérieure du tube ¢ de I'as-
piratenr, tube qui plonge dans le liquide qu'on
pulvérise.

On obtiendra aiusi, suivant les dimensions de
ce petil orilice, une pulvérisation anssi fine que
I'on voudra.

Buchner verse les cultures liquides sur des
spores de Lycoperdon giganteum (vesse de loup)
et les latsse se dessécher dans une cloche sur le
chlorure de calcium, 1l insuffle ensuite, avec un
soufflet, ces spores chargées de matiéres viru-
tentes dans les cages des animaux & inoculer.

On peut, avec la cloche a vide que nous ve-
nons de décrire, employer ce procédé ; il suffira
stimplement d’enlever 'aspiraleur, de mettre un
petit entonnoir en B, et de verser les spores de
Lycoperdon bien seches par cet entonnoir ; clles
seront entrainées par Paspiration, voltigeront
dans la cloche en verre et seront inhalées dans
une certain proportion par 'animal.

En terminant ce chapitre nous indiquerons la
maniére de metlre ¢ mort, sirement et rapide-
ment, un animal. Pour les lapins ¢t les cobayes,
atnsi que pour les oiseaux, on pique le hulbe :
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pour cela, on prend, non pas une aiguille & dis-
socier, mais un scalpel & lame trés mince et
courte; on cherche avec le doigt de la main
gauche la saillie osseuse qui sépare l'occipilal de
I’atlas, et on enfonce le scalpel immédiatement
derriere celle saillie, le plat de lalame étant per-
pendiculaire a 'axe de la colonne vertébrale. Si
I'on a bien opéré, 'animal doit tomber raide mort.

On peut aussi chloroformer les animaux, si
I'on veut, jusqu’a ce qu’ils meurent.

Enfin, les chiens et les chals pourront ¢lre
empoisonnés, presque Instanlanément, avee la
nicotine. On leur en met deux ou trois goulles
dans la gueule avec une pipette, entre les gen-
cives et la joue. Hs déglutissent immddiatement,
ont quelques convulsions et meurent en quel-

ques minutes.




CHAPITRE VI

AUTOPSIES

COMMENT II. FAUT RECUEILLIR
LE SANG ET LES LIQUIDES PATHOLOGIQUES

]. SUR LE CADAVRE

L’autopsie d’un animal, mort aprés qu'on I'a
inoculé, doit étre faite avec certaines précautions.
On devra opérer avec la plus grande propreté,
se servir d'instruments qui ont été soigneuse-
ment désinfectés el ne jamais loucher avec ses
doigts le cadavre de 'animal. Celui-c1 devra étre
attaché sur le dos i une planchette de bois, mu-
nie de quatre pitons a ses quatre angles et placée
sur un plateau en zine & bords inclinés qui la
contienne entierement. I’animal devra étre ab-
solument fixé et immobile, le ventre bien lendu
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par la traction des ficelles qui attachent par les
pattes a la planche (fig. 58). On découpera avec

des ciseaux, sur la ligne médiane, depuis le cou
jusqu’a la base de la qucue, les poils s’ils sont
trop longs comme dans cerlaines races de lapins
et chez les cobayes dits « griffons ».

S'il v a une plaie, un abces ou un chancre
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d’inoculation sur la peau, on abrasera tout au-
tour les poils avec le plus grand soin et on con-
tournera la lésion cutanée en incisant la peau.
La premicre incision doit aller du pubisau haut
du cou, et n'intéresser que la peau, surtout dans
toute la région abdominale. H faut prendre garde,
en effet, de ne pas crever du premier coup les
muscles de 'abdomen el les inleslins, surtout
s'il y a un épanchement inlrapéritonéal. L’inci-
sion faile, on prend la peau avec les pinces et
on la disseque jusque sur les flancs, de facon a
bien déconvrir tout le thorax et tout le ventre.
Il est bon de faire qualre incisions, aux aines et
aux aisselles, parallcles a I'axe des quatre patles
et de rabaltre de chaque coté du corps les tabliers
de peau qui onl ¢té ainsi libérés et qui pourraient
géner.

On incise ensuite avec précaution les muscles
de Pabdomen, de facon a ne pas ouvrir les intes-
tins, et on libére ces muscles en haut et en bas,
comme on a fait pour la pean, afin de bien dé-
couvrir tous les viscéres. Aprés avoir nolé, s'il
y a lieu, les différentes particularités macrosco-
piques qui se présentent, il faut procéder a 'exa-
men bactériologique des viscéres el des exsudalts.
Pour cela, on doit les prélever avee pureté, et
sans y introduire de germes étrangers.
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1. Examen du sang du cceeur. — Pour pré-
leverle sang du ceeur, la pipette Pastcur est I’ins-
trument le plus commode ; il ne faut pas que son
effilure soit trop mince ni trop longue. Avant de
la plonger dans les cavités cardiaques, on enlé-
vera avec des ciseaux le péricarde et on grillera
avec la lame de platine, chauffée au rouge, le
myocarde, de facon & y laisser une trace blanche.

C'esl & cette place, ainsi désinfectée et stéri-
lisée, que I'on devra plonger la pipettc. On la
casse donc apres l’avoir préalablement passée
dans la flamme, on flambe de nouveau la pointe
et on la plonge franchement dans le cceur. Lors-
que les cavités de cet organc ne contienncnt pas
de caillots trop volumineux, le sang monte par
capillarité dans 'effilure & une certaine hauteur
Si le sang ne monte pas immédiatement, on as-
pire doucement en imprimant a la pipelte, sans
quelle quitte la bouche, un mouvement de va-
et-vient dans I'intérieur des cavilés du cceur. 1l
faut prendre garde de ne pas enfoncer la pointe
de la pipette trop loin et de pénélrer ainsi dans
le médiastin poslérieur.

Quand on a recueilli unc quantité de sang
suffisante, on procéde & son examen microsco-
pique. puis & Pensemencement, ct, sit vy a licu,

a 'inoculation.
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L’examen microscopique, a 'étal frais, se fail
de la facon suivante : Sur une petile lamelle de
verre de 18 millimeétres de coté, on met une
trace de sang. Avant que le sang ne soil desséché,
on place la lamelle sur une lame de verre de
facon que le sang adhére a la lame et a la
lamelle. On procéde alors a I’examen micro-
scopique.

Il ne faut pas meltre sur la lamelle que I'on
va examiner une trop grande gunantité de sang.
On en met toujours trop : une goutte doit suf-
fire pour faire cinq a six préparations. Nous re-
commanderons donc de déposer une goutle de
sang sur une lame bien propre, et, avec l'anse
du fil de platine, de prélever du sang dans celte
goutte el P'étaler en stries sur des lamelles. On
pourra pratiquer d’abord I’examen sans colora-
tion ; puis ensuite colorer la préparation, d’aprés
les méthodes que nous indiquons plus loin.

Gros vaisseaur. — Les artéres, aprés la mort,
contiennent toujours assez de sang pour un exa-
men bactériologique lorsqu’ils sont d’un calibre
asscz gros pour qu'on puisse y inlroduire la
pointe d’une pipetle.

On emploiera ici les mémes précautions que
pour le cceur.

La surface du vaisseau sera bralée légerement
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EXAMEN DU SANG DU CEUR 123

au point voulu et 'on aura soin de le maintenir
en place, a I'aide d’une pince flambée et encore
chaude au moment oa I'on pratique la pigure.
La pipetle devra étre extrémement effilée et en-
foncée strement, car si on fait une déchirure
aux parois de 'arbre, et surtout de la veine, on
est exposé a perdre la petile quantité de sang
qui y est renfermée.

Dans ces cas, au lieu de casser la pointe de la
pipette comme habituellement, il vaut mieux

effiler d’akord, & la lampe, Peffilure elle-mcme
de facon a la séparer en deux parties réunies par
un fil de verre excessivement {in. On cassera ce
fil sans v toucher du coté du corps de la pipelte,
et I’on aura ainsi une pointe extrémement fine

ot acéree.




124 AUTOPSIES

On est parfois obligé de piquer une artere et
une veine en différents points avant de pouvoir
recueillir une quantité de sang suflisaute.

De méme que le sang du cceur, les liquides
contenus dans les réservoirs naturels, tels que
la vessie, seront recueillis avec la pipette (ou
avec la seringue de Straus, si 'on désire inoculer
immédiatement le sang ou 'urine recueills). I
ne faudra jamais négliger de caulériser la place
ot I'on enfonce la pointe de 'aiguille ou la pi-
pette. De grandes quantités de liquide pourront
dtre recueillies avee le ballon Pasteur (fig. 59).

2. Examen des exsudats. — Tous les exsu-
dats, tels que ceux de la pleurésie, de la péritonite,
devront étre ¢galement recueillis avec la pipette,
immédiatement aprés qu'on les aura mis en
contact avec Pair libre, de facon & se mettre au-
tant que possible a I’abri de toule contamination
par les germes de l'air.

On peut conserver ces produits dans la pi-
pette et ne les examiner qu’au bout d’un certain
temps; il faul alors fermer I'effilure dans la
flamme. Si, lorsquon veut en pratiquer I’exa-
men, le sang ou la fibrine se sont coagulés et
que Pon ne peut plus, par insufflation, faire sor-
tir quoi que ce soit de la pipette, il faut procé-
der de la facon suivante : on casse la pipette, un
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peu au-dessus du niveau du liquide, en y faisant
un trait de lime et en appuyant sur ce trait une
elfilure de verre rougie au hec de gaz (le char-
bon de Berzélius est également commode pour
cet usage) ; on peut alors plonger dans le tube,
maintenu horizontal, ’anse de platine, el pra-
tiquer 'examen microscopique ou Pensemence-
ment.

On peut encore casser I'effilure, avec une pince
slérilisée, et y plonger le fil de platine ; il va sans
dire que, dans ce cas, il faut un fil mince, droit
et non muni d’'une anse a son extrémilé.

St l'on veut conserver a I'abri de I'air,le sang
ou les exsudats recueillis, on fermera la pipetle
en étirant le tube & la lampe d’émailleur entre
la bourre de ouate et le liquide. Il faudra prendre
garde, en fondant le verre, de ne pas trop le
ehauffer au voisinage du liquide que I'on veul
conserver.

3. Examen des viscéres. — Pour pratiquer
I'examenbaclériologiquedes viscéres eux-mémes,
tels que le foie, la rate ou les reins, la pipette
Pasteur rendra de bons services. On pourra aussi
employer l'aiguille de platine, rigide et épaisse.
Par exemple, st I'on veut ensemencer des frag-
menls de tissu hépatique ou splénique, on devra,
apres avoir cautérisé¢ la surface du viseere, v
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plonger assez profondément P'aiguille de platine,
préalablement stérilisée sur la flamme du gaz,
et remuer en fournant dans la profondeur. On
recueillera assez de tissu pour pouvoir I’élaler
sur la lamelle de verre (c’est ce qu’on appelle
des « frotlis d'organe ») ou pour I'ensemencer.
Dans les autopsies humaines, en particulier, si
’on veut examiner la rate, le foie et les reins,
dont le parenchyme est assez dur, il faudra em-
ployer une forte aiguille de platine d’un milli-
métre de diamétre ; Pextrémité en sera aplatie
d’un coup de marteau de facon a la terminer en
forme de coin, ce qui facilitera la pénétration de
I'aiguille dans ces lissus résislants. On peut aussi
employer, comme nous I'avons dit, la pipette a
effilure assez forte, ou la seringue, avec lesquelles
on pourra retirer une quanlité suffisante de sucs
et de tissus, en leur imprimant un mouvement
de va-et-vient dans la profondeur de Porgane.

II. COMMENT 1L FAUT RECUEILLIR LES L1QUIDES
PATHOLOGIQUES SUR LE VIVANT

Sang. — On peut recueillir le sang sur le vi-
vant, chez '’homme, de deux facons:

A. Par piqire du doigt.

B. Par aspiration du sang d’une veine de
I'avant-bras.
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A. — La pigitre du doigt est un procédé ex-
trémement simple, qui a été employé par un
erand nombre de baclériologistes. 11 faut savoir
cependant qu elle expose a des causes d’erreur
nombreuses, que nous allons exposer lout a
I'heure.

Faire une piqure aseptique, de facon a ne pas
contaminer la goutte de sang que I'on veut re-
cueillir, tel est le but & atteindre. Pour cela, il
faut un instrument stérile. La lancette que U'on
emplotera sera donc soigneuscment stérilisée
dans le sublimé, puis flambée au moment de la
piqure. Ceci est tres simple. Il n’en est pas de
méme de la stérilisation de la surface cutanée ou
lon va enfoucer la lancette ; ict la steérilisation
doit étre également absolue. Or, la peau porte a
Iélat normal, & sa surface, ou dans ses plis et
ses dépressions, une quantité considérable de
microorganismes. Il est difficile de les détruire
complétement en peu de temps, et ¢’est proba-
blement pour avoir désinfecté trop hilivement
la peau que l'on a commis un certain nombre
d’erreurs dans I'examen baclériologique du sang.

Kummel a démontré que les maius d’une pei-
sonne pouvant passer pour propre dans la vie
habituelle n’étaient pas stériles apres un lavage
de trois minutes de durée, a la Dbrosse, a P'eau
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chaude et au savon noir. Pour obtenir un résul-
tat satisfaisant, elles devaient étre frottées pen-
dant une minute encore, avec la solution phéni-
quéea 5 */ . Or, on sait qu’a I'hopital, les mains
des malades sont, en général, fort sales. Il fau-
dra donc opérer de la facon suivante :

Laver a la brosse pendant cinq minules avec
savon noir et eau chaude. Frotter la peau avec
de la gaze imbibée d’alcool, pour permettre an
sublimé de bien pénétrer. Placer sur U'endroit
que l'on doit piquer un morceau de ouate hydro-
phile imbibée d'une solulion au milliéme de sn-
blimé. On laissera ce tampon de ouate en place
pendant diz minules.

Laver & 'alcool pour dissoudre et enlever les
traces de sublimé qui peuvent rester surla peau.

Faire un dernier lavage & I’éther pour enlever
les dernieres traces d’alcool.

Flamber la lancette et piquer. On opére soit
a la pulpe du doigt, soit sur la face dorsale dela
seconde phalange.

On recueillera le sang avec le fil de platine ou
bien avec la pipetite.

Malgré toutes les précautions, il peut rester,
dans certains cas, & l'orifice des glandes de la
peau, des germes a I'élat d’unilés isolées, qui
pourront étre enfoncés par la lancette jusquaux
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premiers capillaires qu'elle rencontrera, et qui
pourront étre ramenés sur la goutte de sang que
I'on va recuetllir, et fausser les résultats de la
recherche. La pression exercée sur le doigt faci-
lite encore la souillure du liquide que Pon va
ensemencer. De plus, le saug est aussi exposé a
¢tre contaminé, fut ce pendant un laps de temps
trés court, par les germes de Dair, si nombreux
dans une chambre de malade et surtout dans une
salle d’hopital.

Pour parer a ces inconvénients, on a proposé
de laisser un pansement au sublimé pendant
vingt-quatre heures ou méme de piquer la peau
a travers une mince couche de collodion. Enfin,
au lieu de piquer la pulpe du doigt, ott la peau
est épaissie et creusée de sillons, on a conseillé de
piquer le lobule de loreille ou la peau est plus
fine et la piqave moins douloureuse.

Weichselbaum a conseillé d’employer les ven-
touses scariliées pour obtenir une quantité consi-
deérable de sang, ce qui est indispeunsable dans
la recherche du bacille de la tuberculose. La
longueur des tncisions rend ici les causes de
contaminalion encore plus grandes.

Le manuel opératoire qui donne le plus de sé-
curité est 'aspiration directe dans la cavité d'une
veine superficielle (Straus).

Wents — Teclmgue Baclenolozvque 9
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B. Aspiration dw sang d’une veine de l'avant-
bras. — Ce procédé a 'avantage d’¢tre plus sur
que le précédent au point de vue des causes
d’erreur. 1l a, de plus, celui de donner des quan-
tités de sang beauconp plus considérables, ce
qui est inappréciable dans la circonstance, le
sang ne contenant, en général, gnand il est in-
fecté, qu'un petit nombre de germes difficiles &
metlre en évidence. De plus, la prise de sang ne
se fait pas au contact de I'air, et la peau fine du
coude est bien plus facile & désinfecter que la
pulpe du doigt.

Voici comment il faut opérer : « Le bras du
malade est serré au dessus du coude par une
bande, comme pour I'opération de la saignée. On
peut faire contracter le poing du malade pour
faire saillir les veines. La peau du pli dn coude
est soigneusement désinfectée. On pigue la veine,
avec la seringue de Straus préalablement stéri-
lisée par ébullition, la pointe de aiguille diri-
gée dans la direction de la main, et on aspire le
sang dans la seringue. Celle-ci remplie, ou dé-
fait la bande qui serre le bras, on retire l'ai-
guille de la veineet on referme le point de la
piqtre avec un peu de collodion ».

Rate. — Pour ponctionner la rate, on fera
coucher le malade sur le flanc droit. On stérili-
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sera la peau avecininutie, on déterminera la ma-
tité avec soin et on ponctionnera aprés avoir prié
le malade de suspendre sa respiration, afin d’évi-
ter les mouvements de l'organe, et sa déchirure
possible suivant les conseils de M. Cornil.

On ponctionne avec la seringue de Straus et
Pon recueille ainsi, en général, une ou deux
gouttes de sang, pas davantage.

Poiwmons. — On recueillera de la mnéme facon
le suc pulmonaire, aprés désinfection soigneuse
de la peau, en plongeant Paiguille au niveau des
portious hépatisces.

Urine. — On peut, sur le vivaut, recueillir
'urine de deux facons : Pune consiste a aller la
chercher directement dans la vessie. Pour cela,
on stérilise soigneusement des sondes a 'auto-
clave, on aseptise le méat, en laissant tremper le
gland dans une solution au denx millicme de
sublim¢ pendant Jdix minutes. On netloie le
mdéat avee Palcool et I'éther et on sonde le ma-
lade en ayant soin de recueillir 'urine dans un
réeipient stérilise.

Il faudra préalablement, ainsi que le conseille
Enriquez, introduire dans la lumiere de la sonde,
avanl la sorti> de 'urine, un (il de platine stéri-
lisé, avec lequel on ensemencera un tube témoin
alin de veérilier Pasepsie de la sonde
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La scconde méthode, qui a été conseillée par
M. Duclaux et employée par Enriquez, cousisle
a slériliser le méat et la partie antérieure du ca-
nal de I'uréthre, puis a faire uriner le malade,
en recevant dans un tube stérilisé les derniéres
portions du jet de I'nrine, les premiéres portions
pouvant ¢tre contaminées par les saprophyles
qui existent normalement dans la fosse navicu-
laire et dans tout Puréthre antérieur,

Autres produils pathologiques. — Les autres
exsudats liquides, tels que les sérosités pleurales,
péritondales, seront recueillis avec les mémes
précautions a 'aide de la seringue de Straus.

Fausses membranes. ~- Pour recueillir des
fausses membranes dans la bouche des malades,
par exemple, on cmploiera les écouvillons
de ouate décrits précédemment. On en relire un,
dn tube ou il est contenu, et on inlroduit ce pe-
tit pinceau dans le pharynx en ayant soin de ne
toucher ni les joues, ni la langue, ni le palais.

On essuie, en faisant tourner légérement le
pinceau entre ses doigls, les amygdales et les pi-
liers, en le chargeant de I'exsudat qui couvre la
muqueuse. Puis, on le replace dans un tube
a essal sterile tout chargé, et on peut ainsi le
transporter au laboratoire sans crainte de cou-
tamiation. On fera ainsi autant de préiéve-
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PRELEVEMENT DES FAUSSES MEMBRANES 133

ments qu’on voudra, en se servant de plusieurs
pinceaux.

Au laboratoire, on secoue fortement dans un
tube de bouillon le pinceau pour le dépouiller
des particules solides qu'on a recueillies, et c’est
avec ce bouillon ainsi ensemenceé que ['on pro-
cédera a I'examen microscopique, aux ensemen-
cements el aux 1noculations.

On pourra également se servir d’un fil de pla-
tine, assez rigide pour ne pas se ployer lorsqu on
le promene & la surface des amvgdales. Tous les
autres exsudats solides devront étre recueillis de

la inéme facon.




CHAPITRE IX

EXAMEN MICROSCOPIQUE
COLORATIONS

1. Examen microscopique. — Les microbes
exigent, pour étre étudiés commodément sous le
microscope, des grossissements considérables,
varianl de 200 a1 500 diamétres. Le microscope
dont on veut se servir pour examiner les mi-
crobes devra étre muni des trois ohjets sui-
vants :

1* Un objectif a4 immersion homogéne, &
huile.

2° Un condensateur Abbe.

3° Un diaphragme iris.

Ce diaphragme n’est pas absolument indis-
pensable, mais il est extrémement commode.
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EXAMEN MICROSCOPIQUE 135

Nous renverrons pour la description de ces
trois appareils aux catalogues des opliciens Y
nous parlerons seulement de leur emploi.

Pour se servir de Vobjectif ¢ immersion, la
préparation ctant placée sur la platine du mi-
croscope, on dépose une goutle d’huile de cédre,
au centre de la préparation, sur la lamelle cou-
vre-objet, et on amene doucement la lentille
frontale au centre de cette goutte. On place alors
son ceil sur I'oculaire et on met au point avec la
vis micrométrique. (Il ne faut pas employer in=
différemment, avec un objectif & immersion,
telle ou telle huile, mais bien celle qui a été
fournie par le fabricant). Quand on a fini de se
servir de 'objectif, il faut soigncusement essuver
avee un linge trés fin (batiste) I'huile de cedre
qui v adheére, puis passer, avee le méme linge
et en froltant doucement, une goutte de benzol;
sans cetle précaution, Pobjectif se détériorerait
rapidement. De plus, il faut toujours le remettre
dans son étui en cuivre, que 'on vissera soigneu-
senient, et ne jamais le larsser a demeure sur le

tube du microscope, car les vapenrs acides qui

(1) Bravreeann., — Le microscope et sex applications,
Encyelopédie  scientifique des  Aide-Mémoire.  Mas-
son ol Ganthier-Villars, éditeurs,

‘
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existent dans l'air de tous les laboraloires, suffi-
raient a le mettre rapidement hors d’usage.

Le condensatewr Abbe qui se place sous la
platine, & I'aide de dispositifs de constructions
variables, plus ou moins commodes, ne devra
s’employer que pour les préparations eolorées.
Les microbes non colorés ne donnenl aucune
image, avec I'éelairage Abbe, sauls1 'on rétrécit
fortement avec le diaphragme iris. De plus, il
faut loujours se servir du miroir plan avec le
condensateur Abbe.

Le diaphragme iris est un appareil extréme-
ment ingénieux qui permel, & I'aide d’un simple
bouton, de rélrécir oud’augmenter le faisceau lu-
mineux que le miroir du microscope envoie sur
la lentille frontale. On devra se servir du dia-
phragme avec les préparations peu ou point
colorées. En rétrécissant le diaphragme, les
microbes qui n’ont pas bien fixé la maticre
colorante, apparaissent avec beaucoup plus de
nelteté ; moins la préparation est colorée, plusil
faut rétrécir U'iris. Ce diaphragme, inutile pour
les préparations bien colorées, esl donc indispen-
sable dans 'examen de microbes étudiés a I’élat
frais ou al’élat vivant, sans eoloration, lorsqu’on
se sert de I’éclairage et de Uobjectif & immersion
a huile,
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EXAMEN MICROSCOPIQUE 137

Cultures sous le microscope.

Nous avons déja indiqué comment on faisait
une préparation a P’état frais; nous dirons main-
tenant quelques mots sur les procédés a employer
pour la culture sous le microscope.

Si Pon veut se rendre compte du développe-
ment d’un microbe en 'observant d’une facon
continue, pendant plusieurs heures ou plusieurs
jours, on emploie une chambre humide (culture
en cellules) dont il existe différents modéles.

Koch employait le procédé de la goultelelte
suspendue pour observer la sporulation de la
bactéridie charbonneuse, en dehors de l'orga-
nisme vivant. C’est une lame ordinaire creusdée
d’une cupule. On place la lamelle sur laquelle
on a déposé une goutlte de la culture que I'on
deésire examiner, sur celte cupule, et on lute
avee un peu de vaseline pour empécher P'évapo-
ration. Il va sans dire que lames et famelles ont
¢le stérilisées a la chaleur séche, auparavaut,
dans une plagque de Petri mise au four Pasteur,

Cette méthode n’est pas des plus commodes :
cerlaines parties de la goutle peavent ¢tre d'un
examen difficile, & cause de la brievelé du fover
de Tobjectif. La chambre humide de Rauvier

remédie & cet inconvénient. Clest une fame de
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verre crensée a son centre d’une rainure profonde
circonserivant un diqquo rond, dout la surface
est inférieure de - -, de millimélre & celle de la
lame. La goulle de culture est placce sur cette
partie centrale ot les bords de la rainure garnis
de vaseline ; on applique alors la lamelle, en ap-
puvant un peu, et la goutte se trouve herméli-

Fie. 60
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quement isolée entre deux surlaces planes pa-
ralleles, la rainure servant de chambre a air,

Si la temperature de la chambre est trop basse
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pour le développement du microbe que l'on étu-
die, on pourra employer avec avantage l'ingé-
nieuse platine chauflante de M. Vignal, dont nous
donnons ici un dessin (fig. 6o). Elle se réegle
avec un régulaleur de d’Arsonval, de la facon
que nous avons décrite au chapitre des étuves,
et donne de hons résultats ; elle se place sur la
platine du microscope.

Si'on n’a point de chambre humide de Ran-
vier, il est facile d’en faire une, ainsi que le con-
seille M. Salomonsen, eu découpant un carré
dans un morceau de carton assez ¢pais; on colle
ce carton sur une lame, on le recouvre d’une la-
melle puis d’une autre lame, on ficelle le toutet
on stérilise a I'autoclave. On s’en servira comme
de la lame de Koch ou de celle de Ranvier.

2. Colorations. — Les microorganisines lixent
¢nergiquement cerlaines coulenrs d’aniline ;
c'est Weigert qui a fait cette importante décou-
verte; Ehrlich a distingué dans les couleurs
Janiline los couleurs acides et les couleurs ba-

siques.
Couleurs d’aniline

1° Cowlewrs acides. — Yosine, tropéoline,
[luorescéine, purpurine, acide picrique el pi-

crates, ele.
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2" Couleurs basiques. — Fuchsine, violet de
gentiane, bleu de méthyléne, violet de méthyle,
violet 3B et 6B, brun de Bismarck, crislal-
violet, cle.

Les couleurs acides qui n’ont aucunc élection
et colorent indistinctement loutes les parties de
la ccllule ne sont presque pas ntilisées en bacté-
riologie. Seules, les coulcurs basiques qui ont
une élection pour les noyaux des cellules servent
couramment pour la coloration des microles,
pour lesquels elles ont une élection remar-
quable.

On se sert surtout, dans les laboratoires de
bactériologie, de la fuchsine, dn violet de gen-
tiane, du bleu de méthyléne et du violet de mé-
thyle.

On peut employer ces conleurs en solntion
aqueuse ou hydro-alcooligne. Pour préparer ces
dernitres, il est hon d’avoir des solntions alcoo-
liques saturées tontes faites, qui ne s’altérent pas.
Quelques gouttes de ces solutions, versées daus
un pea d’eau (environ 10 gouttes daus 10 cen-
timeétres cubes d’eau), donneront des solutions
hydro-alcooliques qui  peuvent servir pour
colorer la plupart des microbes. Nous recom-
mandons de faire, autant que possible, exteni-
poranément ces solntions hydro-aleooliques. Cest
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une préparation facile et rapide ; elle est préfé-
rable & Pemploi de vieilles solutions aqueuses
qui saltérent facilement, et doivent, en tous cas,
étre filtrées chaque fois qu'on s’en sert.

COLORATION ET EXAMEN DES MICROBES

Les microbes peuvent étre examinés :
1° Dans les milieux de culture ; dans les lj-

quides ou les exsudats : on fait alors des la-
melles.

2° Dans les organcs durcis : on les colore dans
les coupes de ces organes.

I. COLORATIONS SUR LAMELLES

Matériel nécessaire A la coloration des lamelles
Ce matériel se compose des objels suivants :
1° Lames et lamelles : les lames ont 6 cenli-

mctres de long sur 2 ; de large ; les lamnelles de-

vronl avoir 16 ou 18 millimetres de colé (1).

(') Les lamelles carrées de 16 & 18 millimétres de
¢oté sont trés suffisantes comme dimension pour la
bactériologie ; ainsi que les lames elles devront étre
absolument propres et essuyées avec un linge fin, im-
mdédiatement avant de s'en servir. On fera bien de les
conserver dans un cristallisoir fermé par un verre
rode et plein d'alcool,




g
=

142 EXAMEN MICROSCOPIQUE

2° Une pissette Salet (fig. 61).

3° Trois {lacons & compte-goutles, placés dans
un support en bois (fiy. 62), contenant : «, leli-

1Vie. 61 Fig. 62

quide de Ziehl ; b, la solution de Lee[ller ; ¢, une
solution hydro-alcoolique de violet de gentiane.

a. Liquide de Ziehl. — Pour le préparer, on
prend une éprouvette graduée de 100 centimétres
cubes dans laquelle on met :

Fuclisine ou Rubine I8
Pnénol. hyr
Alcool 4 qoo. 108F

On agile jusqu'a dissolution avec une ba-
guctle de verre et on ajoute :

Eau gyocm®
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Ilest bon d'attendre jusqu’au lendemain et de
filtrer la solution avant de la décanter dans le
{flacon & compte-gouttes. Le liquide de Zichl
ainsi préparé doit ¢tre d’un rouge foncé. Dans un
tube a essais. ordinaire, il ne doit pas laisser
passet la lumiére s’il est transparent, ¢’est que la
fuchsine employée était de mauvaise qualité.

Cette solution est excellente pour toutes les
cullures de microbes : elle les colore toutes a
frod, en quelques secondes, sauf celle du bacille
de la tubereulose.

Elle ne saurait étre-employcée pour les liquides
pathologiques, pour les humeurs, sang, pus, etc.,
car, tout en colorant fort hien les microbes (ui
ysont contenus elle y détermine des grumeaux,
des coagulats, dus a T'action du phénol et qui
défigurent la préparation ().

b. Solution de Leeffler.

A
[fau 100"
Potasse 0,01
Solution satur’e alcoolique de

bleu de méthyléne Sovm”

(1) Néanmoins pour colorer instantanénient le pneu-
mocoque avec sa capsule, dans le sang du ccenr d'une
souris ou d'un lapin mort apres Vinjection de pneu-
mocoques ou dans les crachats de pneumon_iques, 1®
liquide de Ziehl, étendu d'eau, donne particulierement

de bons reésultats.
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c. Solution Lydro-alcoolique de violet de

yenliane.
Iau distillée stérilisce, joorm®
Solution alcoolique de violet de
ventiane. 100 goultes

Solution de Kiihne. — Nous indiquerons en-
core, comme colorant bien les préparations de
microbes, la solution suivante :

Bleu de méthylene 1
Phénol 5
Eau S 100

Cest, en somme, nne solution de Ziehl ot la
fuchsine est remplacée par le bleu de méthyléue,

Avec ces quatre maticres colorantes, on peut
faire toutes les préparalions de microorganismes
qui n'exigent pas une technique de coloration
spéciale. Quelques pelits godets, de cristal ou de
porcelaine, seront utiles dans certains cas, pour
conlenir la matiere colorante.

Préparation des lamelles colorées

On peut colorer les microorganismes de deux
facons.

1° sans les dessécher.

2% a I'état sec.
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1. Examen sans dessiccation. — On place sur la
lame porle-objet, et non point sur la lamelle,
une trace de la culture si elle est solide, ou une
goutte si elle est liquide. On ajoute avec 'anse
de platine, une trace d’une solution hydro-alcoo-
lique d’une couleur basique d’aniline (formule
¢, p. 144). On recouvre avec une lamelle (lama-
tiere colorante servant a faire adhérer la lame
et la lamelle) et on examine.

C’est ainsi qu'il faudra toujours procéder,
quand on veut savoir sil’organisme qu’on étudie
est mobile ou non, et, a plus forte raison, quand
on sait déja que le microbe qu’on désire colorer
est mobile.

2. Examen & 1’état sec. — On élale sur la la-
melle couvre-objet, avec l'anse de platine, une
trace de la culture. On laisse s¢cher & Vair libre
(on peut héter cette dessiccalion & basse tempéra-
ture en soufflant de I'air sur la préparalion, avec
une poire en caoutchouc). On prend la lamelle
avec une pince cn fer('), le coté enduit de cul-
ture tourné vers le plafond, et on passe la la-
melle trois fois, rapidement, dans la flamme du
bec Bunsen. Cette manceuvre a pour but de coa-

(1) La pince de Cornet est d’un usage particunlicre-
ment commode.

Wrert, — Technique Bacteriolocique 10
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guler les matitres albuminoides et de faire ad-
hérer la préparation au verre (*).

On repose la lamelie a plat sur la table, et
avec uu comple-gouttes, on met sur la prépara-
tion une goutte de la solution colorante; on la
laisse une & denx minutes, on lave avec la pis-
sette, on essuie la face non colorée de la lamelle
avec nn linge fin, on pose la face colorée et hu-
mectée d’eau sur la lame, puis on 'examine an
microscope. La préparation ainsi faite est dite
« montée dans I'ean » ; on ne peut la conserver.

St P'on désire avoir des préparations durables,
il faut retirer la lamelle de dessus la lame, bien
la dessécher a air libre ou & Pétuve, puis, I'ean
¢tant évaporée complélement, mettre hien an
centre de la préparation, une petite goutte de
baume de Canada dissous dans du xylol (celte
solution de baume se vend toute faile dans des
tubes a couleurs).

() On peut également fixer la préparation sans em-
plover la chaleur. Pour colorer le microbe du chancre
mou, par exemple, on laisse sécher et on fixe par la
solution de Meyer :

Sublimé rgr
Eau distillée. 1008"
Acide acélique cristallisé 167

Puis on colore avec le violet de gentiane pendant
une demi minute.
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On place alors la lamelle sur la lame, en ayant
soin de ne pas emprisonner de bulles d’air entre
les denx verres. Les préparations ainsi failes se
conservent hien pendant six mois. Aprés ce laps
de temps, elles se décolorent, le xylol dissolvant
les maticres coloranles employces ().

Lamaniére d’opérer, telle que nous venonsde la
décrire, s’applique & tous les bacilles en général,
sauf & quelques espéces, comme, par exemple,
d celni de la tuberculose. Nous allons décrire la
méthode de coloration spéciale au bacille de la
tuberculose, ainsi que la méthode de Gram.

Coluration diw bacille de la (uberculose. —
On laisse les lamelles, enduites de parcelles de
crachats tuberculeux, ou de culture de tubercu-
lose, pendant vingt minutes a froid en contact
avee le liquide de Ziehl (on fera bien d’employer
ici un petit godet de verre on de porcelaine qu’on
remplira de ce liquide et dans lequel on immer-
gera les lamelles).

On les retive apres vingt minutes (), on lave a

(1) Ou emploicra le baume dissons dans le xylol de
préférence au baume dissous dans le cliloroforme.
(2) En chautfant la maticre colovante, contenue dans

e capsule de platine au-dessus d'un bec de gaz, le

bacille de la tnberculose est coloré en deux minuntes;
or, la décoloration se fait de la méme facon quiapres
la coloration lente.
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I'cau pour enlever I'excés de matiéres colorantes
et on met la préparation dans I'acide sulfurique

au quart.
Eau. 3
SO+ 1

Quand on fait ce mélange, surtout st on opére
sur de grandes quantiteés, il fant toujours verser
'acide sulfurique dans I'eau el non pas 'eau
daus l'acide, pour prévenir le bris de I'éprou-
vetle et possiblement des brilures.

On laisse les lamelles dans P’acide pendant
quelques miuutes, on les relire, et on les lave
bien & I'eau avec la pissette. Sila conleur rose re-
vient trop foncée, on immerge de nouveau la
lamelle dans i'acide sulfurique. Quand elle est
bien décolorée, on monte dans I'eau et on exa-
mine.

Au lieu de décolorer avec les acides minéraux
dilués, sulfurique ou nitrique, on peut employer
le chlorhydrate d’aniline eu solution a 2 °/,. Il
faut laisser la préparation pendant un lemps
trés court (une a cing secondes dans le bain déco-
lorant).

L’ecau bouillante, au cas ot 'on n’aurait pas
d’acides sous la main, peut également servir
d’agent décolorant.
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On peut encore, pour colorer le bacille de Koch,
employer la solution d’Ehrlich, mais le procédé
est plus leut. On laisse la lamelle de douze a
vingt-quatre heures dans celte solution ; on dé-
colore avec l'acide nitrique au tiers, en solution
aqueuse ou alcoolique, on- lave & Peau et on
monte,

Méthode de Gram. — Cerlains microorga-
nismes trailés par celte méthode, ne se colorent
point : tels, le choléra, la fievre tvphoide, le ba-
cillus colh commuuis, le gonocoque, ete. ; d’au-
tres, au contraire, se coloreront. Cette méthode
constitue donc un procédé utile, pouvant servir,
dans certains cas, & donner un caractére différen-
tiel.

La méthode de Gram nécessite : la solution
d’Lhrvlich ; la solution de Lugol; de Dalcool
absotu.

a) Solution d'Ehrlich. — Dans la coniposi-
tion de celle solution entre eau d’amline. Pour
faire cette eau d'aniline, ou met dans le fond
d'un tube & essai trois gouttes d’huile d'aniline,
fraiche, ¢'est-a-dirve blanchie ou jaune paille, et
non braouie par le séjour prolongé a la lumieére,
On ajoute de 6 a 10 centimetres cubes d'eau. On
bouche le tube avee le pouce et on secoue vive-

ment. On liltre Pémulsion ainst formée : le til-
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(rat constitue I'eau d’aniline. On devra la pra-

parer extemporanément avant de s'en servir.
L’ecau d’aniline ¢lant préparée, la solulion

d’Ehrlich sera obtenue de la facon survante :

Eau d’aniline 10w’
Solution alcoolique coucentrée de

. . o

violet de gentiane. i

b) Solution de Lugol. — Cetle solution est
atnsi composée :

3

Eau Jooem
Todure de potassium nem®
lode Icm‘J

Pour employer la méthode de Gram, on laisse
I lamelle séjeurner pendant cing minutes dans
la solution d’Ehrlich, puis, pendant une minute
dans la solution de Lugol. On passe ensuile a
plusieurs reprises dans 1'alcool absolu.

Les microbes qui se colorent par la méthode
de Gram doivent rester colorés el résister a l'ac-
(ton décolorante de I'alcool (on peut ainsi colorer
le charbon, le pneumocoque, le streptoco-
que, elc.).

Modification de la méthode de Gram par M. Ni-
colle. — Coloration sur lamelles. Elle ntcessite
Femploi des réactifs suivants :
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19) Violel de gentiane phénique.

Solution saturée de violet dans ’al-

cool a 0ho, IO"’“3
Eau phéniquée a 1 9/,. 100w’
2°) Liquide de Gram jort.
lode IXE
lodure de potassium. aKT

au distillée, 20057

3°) ool absolu additionné d'un tiers d ace-
lone.

1) Alcool

) Lther f

Sl s’agit d’une culture, I'étaler sur la la-
melle ’apris les procedes ordinaires. Puis fixer a
I'alcool-éther, verser du violel phéniqué et laisser
en contact quatre i six secondes. Rejeter le vio-
let, et, sans laver, faire agir le liquide de Gram
quatre a six secondes aussi, mais en le renouve-
faut une ou deux fois; décolorer par I'aleool acé-
tone au tiers. Examiner dans 'eau on 1nonter
dans le bamme apres dessiceation,

Si Pon a allaire a4 un produit pathologique,
il est préferable de faire une double coloratiou.
On fait alors, apres la décoloration par I'aleool-
acétone, agir rapidement la solution suivante :
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Losine aleoolique au tiers.

Solution saturée d’¢osine a 1'alcool

aovw”

dans l'alcool & ghe. .

A o 3
Alcool a g50. 100™™

Quand il se trouve, dans un produit patholo-
cique, un organisme prenan! le Gram et un
organisme décoloré par ¢celle méthode (par
exemple dn pus blennorrhagique avee des sta-
phylocoques), on emploiera, aprés la décolora-
tion par PPalcool acétone, la fuchsine hydro-al-

coolique au lieu d’éosine.
Fuchsine hydro-alcoolique.

Solution saturée de fuchsine dans 1'al-

cool & ¢)o i
Itau distillée. 100°¢
Méthode directe de Nicolle. — Cetle méthode

est applicable a tous les microorganismes, mais
on doit en réserver 'usage aux bactéries qui se
décolorent par les méthodes de Gram et d’Ehr-
hch.

Coloration sur lamelles. — S'il sagit de cul-
tures, faire agir le violel phéniqué une demi-
minute au plus, apreés fixation a Valcool-éther.
On lave al'eau et on examine. S'il sagit de pro-
duits pathologiques, on choisira, suivant les cas,
entre le violetet la thionine, qni définit admira-

e e e TR
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blement les contours des organismes et des élé-

ments cellulaires sans jamais surcolorer.
Thionine phéniquée.

Solution saturée de thionine dans

I’alcool & oo roem’

Eau phéniquée & 1 ¢/,. rooom?

La coloration par le violet demande quelques
secondes, la coloration par la thionine, une a
deux minutes suivant l'espéce microbienne et
suivant ’épaisseur du produit étalé sur la la-
melle.

Pour colorer par cette méthode les capsules du
pneumocoque et du pneumobacille, on colore
d’abord pendant quatre a six secondes avec le
violet de gentiane phéniqué, puis on passe rapi-
dement a I'alcool acétone au tiers.

Coluration des cowpes. — Ici la thionine cons-
titue le seul colorant a4 employer. La coupe est
débarrassée de la paralfie al'aide du xylol, puis
traitée par Ialcool absolu. On fait alors agir la
thionine une demi-minute ou une minute, sui-
vant le cas. Puis on lave & 'eau, on déshydrate
par l'alcool absolu et on monte dans le baume
apres éclaircissement par le xylol.

3. Doubles colorations. — Tous ces procédés

ne donnent que des colorations simples : tous les
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microbes sont colorés de la méme facon que les
cellules en bleu ou en rouge, suivant le réactif
emplové. Voici une méthode qui donne nne co-
loration double, dans les crachats tuberculeux,
par exemple.

Méthode de B. Frmnkel. — Klle s’applique
aux bacilles de la (uberculose et de la lépre et
sert ¢galement & différencier les spores charbou-
neuses du proloplasma des filameuts ; les spores
devront se colorer en rouge, les filamenls en
bleu. Dans les erachats, les bacilles de Koch se-
ront colorés en rouge, les saprophytes ct les cel-
lules de pus en bleu. Cetle méthode est aussi
excellente pour colorer les bacilles tuberculeux
dans les coupes. Voici en quoi elle consiste :

Séjour de vingt-quatre heures (') dans une so-
lution d’Ehrlichr & la fuchsine.

Fau d’aniline pem?
Fuchsine (solution alcoolique con-

centrée) em?

Séjour de une a deux minutes dans la solution
suivante (*) :

(1) On fera bien de mettre les lamelles immergées
dans cette solution, & DI'étuve a 37° pendant vingt-
quatre heures.

(2) Cette solution, dite solution de Frienkel, se con-
serve indéfiniment,
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Acide nitrique pur. pocm”
Eau distillée. 30
Alcool a go° 5o
Bleu de méthyléne en saturation 66

Lavage a I'eau, jusqu’a atténuation dela colo-
ration bleue ; montage dans l'eau.

Méthode de Moller. — I. Fixer par I’alcool
absolu cinq minules. Ne pas laver ensuile.

II. Faire agir I'acide chromique a 5 °/; pen-
dant cing minutes.

Laver & l'eau, vingt-quatre heures pour le
charbon, colorer au Ziebl, cinq & six heures &
froid, 5" & 10" & chaud, puis décolorer, soit par
Paleool absolu (ne suffit pas toujours), ou bien
par le chlorhydrate d’aniline a 2 °/.

SO a4 5 9/, quelques secondes, puis traiter
par l'alcool absolu. Laver et colorer les bacté-
ridies avec un bleu.

Méthode de Mérieux. — On colore par le vio-
let phéniqué. On rejette le violet et on laisse
agir quatre a six secondes, en la renouvelant
unce a deux fois, lasolution suivante :

Nolition (odo-iodurée d’éosine :

Tode
lodure de potassium 2
Solution saturée d’éosine & 1'eau, dans

I’alcool i goo . 2o’

Fau distillée 500cm?
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Puis on décolore par Taleool acctone au

sIXIecme.

METHODES DE COLORATION DES CILS

11 est indispensable d’employer des cultures
jennes avant donze a dix-huit heures seulement
de séjour a I'ctuve a 37° depuis I'cnsemen-
cement.

Méthode de Van Ermengen. -—— Cetfe mélhode
consisle (comme celle de Golgi), & imprégner la
maticre organique par de 'argent a I'élat métal-
lique. Les cils ¢lant fixés de préférence au moyen
d'un bain a 'acide osmique ou au f{anin, on y
provoque nn dépot de particules métalliques en
soumeltant les préparations a I'action simulla-
née de corps réducteurs et du nitrate d’argent.

4. — Un premier point, ¢’est la nécessité ou
’on se trouve de ne se servir que de couvre-objels
d’une propreté absolue  La moindre trace de ma-
ticres grasses, de souillures organiques, donne
des voiles qui galent les préparalions.

Pour les nettoyer, on les fait bouillir dans la

solution suivante :

Bichromate de potasse Gorr
Acide sulfurique concentré GiosT
FKau . . 100057
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On lave ensuite a I'eau plusieurs fois, on passe
a I'alcool absolu et on laisse sécher en position
verticale sous cloche, sans essuyer.

2. — Pour avoir de bonnes préparations, il
faut recourir a des cultures récentes (sur agar,
de dix & dix-huit heures), et diluer les orga-
nismes considérablement, de maniére & n'en dé-
poser qu’un tres petit nombre et a éviter que les
matieres organiques dissoules n’y forment une
couche enrobant les bactéries. La préparation
séchée est passée trois fois par la flamme, en la
tenant entre les doigts.

3. — Le bain fixaleur qui a donné les meil-
leurs résultats est le suivant :

Acide osmique (solution i 2 /). 1 parlie
Tanin (solution de 10 & 25%/,). 2 parties

On fait bien d’ajouter a la solution de lanin
quatre & cing gouttes d’acide acctique cristalli-
sable par 100 centimétres cubes.

Ce mélange constitue une sorte d’encire de co-
loratior noir bleu foncé. On en dépose une goulte
sur le couvre-objet et on le laisse agir pendant
nne demi-heure a froid. A la température de 50
a 60° il suffit d'un contact de cing minules.

4. — Les préparalions, apres avoir élé lavees
tres soigneusenment dans de Peau el de l'alcool,
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sont plongées ensuite quelqnes secondes dans un
bain sensibilisateur au nitrate d’argent lrés peu
concentré de 0,5 20,25 /.

5. — Puis, sans laver les lamelles, on les
passe dans le bain réducteur et renforcateur sui-
vant :

Acide ealligqne har
Tanin. Jar
Acdétate de soude fondn [ORT
Eau distillée 3h0€r

Méthode Nicolle-Morax., — Celte méthode est

un perfectionnement de celle de Leeffler. Voiei
comment les auleurs conseillent de procéder :

Prendre une pareelle de culture récente sur
gélose el la diluer dans un verre de montre
rempli d’eau ordinaire, de manitre & oblenir un
liquide a peine trouble.

Répartir ce liquide avee une pipelte a la sur-
face de lamelles propres et fortement flamhées
par des passages réitérés dans la flamme chanf-
fante d’'un bec Bunsen. On tient ces lamelles par
un de lears angles a Paide d’une pince de Cor-
netl. Le liquide ¢tant étalé sur toute I’étendue,
les incliner et aspiver avee la pipeite 'exces de la
dilution qni se rassemble au niveau de I'angle
inférienr.

Laisser sécher a Iabri de la poussiére.,
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Déposer & la surface d’un des couvre objets une
grosse goutte d’encre de fuchisine et chaulffer une
dizaine desecondes surune pelite flamme (flamme
veilleuse d'un bec de Bunsen, par exemple).

Lorsque des vapeurs apparaissent, jeter le
mordant, incliner la lamelle et faire tomber sur
I'angle supcrieur le jet d’une pissette pour bien
laver la préparation sans détacher la couche de
microbes. Recommencer encore deux et trois {ois
le mordancage et les lavages.

Avoir soin, aprés chaque lavage, d’essuver la
face inférieure du couvre-objets et 'extrémité de
la pince de Cornet sans quoi, lors dn mor-
dancage suivant, 'encre de fuchsine s’écoulerait
le long de la pince et sous la lamelle.

Colorer en versant la fuchsine de Ziehl a la
surface de la préparation el en chauffant une ou
deux fois pendant un quart de minute. Laver une
derniére fois & I'eau el examiner dans ce liquide
si la coloration est réussie, faire sécher la la-
melle et monler dans le baume au xylol.

Méthode de Ramon y Cajal. — 1° Placer la
lamelle dans la solution suivante filtrée. puis
chaufler (rots minules.

Tanin a 20 °/, 10w’
Sulfate ferreux i saturation jem?

. - 3
Sol. aq. saturée de fuchsine 1vm
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2° Colorer nne a deux minutes dans la soln-
tion suivante filtrée :

Eau d’aniline fraichement faite. 1oem3

Sol. aqueuse saturée de fuchsine 10 gouttes
. ; 3

Sol, de soude caustique i 1 /. om” g

11, COLORATIONS DANS LES COUPES

Les piéces dans lesquelles on veut colorer des
microbes devront ¢tre recneillies o Pautopsie,
avec le plus grand soin. On les divisera en petils
cubes d’environ 1 centimetre de colé ; les piéces
plus grosses durcissent mal. On les metlra dans
des flacons bouchés a I'émeri et remplis d'aleool
absoln, en les séparant du fond du flacon par
une couche de ouale, ouen les snspendant par un
hamecon. De celte facon, toutes les facesdu petit
cube ¢que 'on met & durcir seront baignées dans
I’alcool.

Le durcissement se fait dans un laps de temnps
de vingt-quatre & quarante-liuit heures. 11 faut
éviler ’emplot de tout réactif durcissant antre
que l'alcool absolu, comme par exemple la li-
queur de Miiller et méme I'alcool & go°.

Les pieéces seroht coupées au microtome méca-
nique. Sielles sont bien durcies, I'inclusion dans
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la paraffine ou dans le collodion n’est pas néces-
saire ; elle est méme nuisible, car ces subslances
d'occlusion génent toujours la coloration. Si
pourtant on inelut les pieces, 1l faudra se servir
de collodion ou de paraffine.

Les conpes devront étre extrémement minces.
La minceur est beaucoup plus importante que la
grande étenduc des coupes, pour la bactério-
logie, a I'inverse de ce qui est nécessaire, en lis-
tologie, pour bicu apprécier la topographie des
lésions. On recueillera les coupes, aun fur el &
mesure qu'ou les aura pratiquées, dans I'aleool,
et non dans I'eau, puison procédera a leur colo-
ration.

1. Coloration simple. — Par cette méthode,
on colore, de la méme teinte, les microbes et les
tissus. Voici comment il faut procéder :

1° Laisser séjourncr la coupe dix minules dans
la solution hydro-alcoolique de violet de gen-
tiane, ou de bleu de méthyléene.

29 Décolorer par Paleool & go° jusqu’a ce que
la picce redevienne grise.

3v Déshydrater par I'alcool absolu, puis ajouter
une goutte de xvlol et examiner au microscope.

Si I'on veut conscrver la coupe, on mettra
une goutte de baume entre la lame et la lamelle,
apres avoir culeve Je xyvlol avee un petit mor-

Wionrs = Peelinigue Bacteriologijue 11
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-

ceau de papier buvard ou de papier u filtre.
Méthode de Weigert. — Celle méthode com-
porte les opérations suivanles :
1° Plonger la coupe, pendant 10 minutes,

dans la solulion suivanle :

Violet de méthyle 6 B (sol. ale. sat.). Ggewm®
Huile d’aniline. 3
Alcool absolu 11

20 plonger la coupe pendanl 1 minule dans la
solution de Lugol;

3° sécher a I'air ou sur papier a filtre ;

4° décolorer, jusqu’a disparilion de la teinte
violette, avec:

Huile d'aniline 2 parties
Nylol. 1

5° ¢clarrcir au xylol, puis examiner ;

6° monter au baume.

2. Colorations doubles. — Ces colorations
ont pour but de colorer d’'unc facon différente,
d’une part, les microbes qui se trouvent dans la
coupe et, d’autre part, les ¢léments histologiques
qui conslituent cetle coupe.

On devra colorer le fond avee le carmin bora-
vique de Grenacher, ou le carmin lithiné de
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Orth qui sont préférables au picrocarmin et au
carmin aluné.

Carmin boracique & I'alcool de Grenacher :

Carmin nv jo, 3
Borax A
Eau 100
Alcool a oo 100
Carmin lithiné de Orth :

Solution saturée aqueuse de carbo-

nate de lithine 97.H
Carmin ne jo. 2,5

La méthode des colorations doubles consiste
dans les opérations suivanles :

1° Meltre les coupes dans i’une ou Paulre des
deux solutions ci-dessus et les y laisser 24 heures,

2° Les relirer ot les laver rapidement dans la
solution :

Alcool. 100
Acide acétique. 1

3 Les passer rapidement a I'eau.

Le fond élant amst coloré, on procede a la co-
loration des wmicrobes par laméthode de Weigerl,
ou par la méthode de Gram, en opérant exacte-
menl pour les coupes comue pour les lamelles.
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Coloration des bacilles de 1a tuberculose et de
la l2pre, dans les coupes. — Ponr cette colora-
tion, on emploie la méthode de B. Freenkel, pour
les coupes, exactement comme pour les lamelles.

1° On met la coupe pendant 24 heures dans
la solution d'Ehrlich & la fuchsine ; les bacilles
de Koch s’y coloreront en rouge.

20 On lave a l'eau.

3> On met ensuite la coupe pendani une a
trois minutes dans la solution de B. Fraenkel,
qui colore le fond en bleu.

4° On lave i l'eau jusqu’a atlénuation de la
teinte bleue.

5° On déshydrate avec l'alcool, on éclaircit
avec le xylol et on monte dans le baume.

Coloration des coupes par la méthode de Ni-
colle. — Les coupes devront ¢tre faites apres in-
clusion dans la paraffine et collées sur les lames
a I'aide de l'albumine glycérinée de Mayer: le
procédé de choix est la triple coloration. On
opere comme il suit: débarrasser la coupe de la
paraffine & I'aide du xylol. Enlever le xylol par
Palcool absolu. Laisser un quart d’heure dans
le carmin de Orth alcoolisé. On ajoute un sixiéme
d’alcool & 95° au carmin de Orth ordinaire ; laver
al'eau. Faire agir le violet phéniqué quatre a six
secondes et ensuite le liquide de Grain quatre &
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six secondes en le renouvelant une ou deux fois,
décolorer par l'alcool acétone au tiers. Passer
rapidement dans l'alcool picrique. Déshydrater
par l'alcool absolu. Kelaircir par le xylol et

monter dans le haume.
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ANALYSE DE IAIR

Les procédés employés pour la délermination
et la nnmération des germes de Pair sont trés
nombreux. L'exposé¢ de tous ces procédés nous
enlrainerait trop loin, nous indiquerons scuie-
ment les plus importants, renvoyant pour les
détails a la Monographie remarquable de M. M-
quel et au mémoire de M. Petri, ot 'hisiorique
de la question est traxté avec soin.

Les méthodes actuellement employées peu-
venl, en somme, ¢étre ramenées a deux types
fondamentaux.

1° On peul recueillir I'air que 'on veut ana-
lyser sur un filtre (coton de verre, amiante,
ouate ou poudres diverses).

2° On peut le faire barboler dans un liquide,
dans lequel on opeére ensuile la séparation des
microbes qui se sont déposes.
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Les premiéres recherches précises sur les or-
ganismes de lair sont dues & M. Pasteur; elles
sont consignées dans son Mémoire céléebre Sur
les corpuscules organisés qui existent dans U'at-
mosphére. M. Pasteur faisait passer, a4 l'aide
d’un aspirateur, de I'air & travers des bourres de
coton nitriqne ; ces bourres étaient ensuite dis-
soutes dans un mélange d’alcool et d’éther, et
donnaient un collodion, laissant déposer, par
décantation, les poussiéres atmosphériques arré-
tées au passage. Ce sédiment était examiné au
microscope et révélait la présence de spores, de
champignons. En oulre, en introduisant ces
bourres dans un bouillon nutritif ddment stéri-
lisé, M. Pasleur y constata le développement de
bactéries et de moisissures. Plus lard, il imagina
une méthode plus parfaite, consistant a faire ar-
river, dans un certain nombre de ballons renfer-
mant du bouillon stérilisé, et dont on cassait la
pointe au moment de l'expéricnce, un volume
déterminé d’air; d’apres la proportion des bal-
lons qui se troublaient et de ceux qui restaient
slériles, on concluait au nombre de germes con-
tenus dans l'air.

La méthode de M. Miquel inspirée de celle de
M. Pasteur revient, en derniére analyse, & faire
barhoter, a travers des ballons & deux tubulures,
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une quantité déterminée d’air. Le nombre des
ballons pour chaque essai d'air est d’environ une
trentaine ; et il importe de faire passer, a travers
chacun de ces ballons, une quantité d'air telle
que, sur la totalité de ces ballons placés ensuite
a I'étuve, la moitié seulement se trouble. On
suppose que chacun des ballons troublés n’a requ
quun seul germe, et du nombre des ballons
qui se sont troublés, on déduit le nombre des
germes que renferme le volume d'air ayant tra-
versé tous les ballons.

Dés que M. Koch eul ninaginé la culture sur
milieux solides, il appliqua & l'analyse bacté-
riologique de I'air. Une capsule de verre renfer-
mant de la gélatine slérilisée et ayant fait prise,
est exposée, pendant un temps indéterming, i
I'air, puis on laisse aux colonies le temps de se
développer, on les compte et on les examine.
Utile comme moyen d’orientation, ce procédé ne
peut servir & une détermination preécise du nom-
bre des microbes de I'air.

Le procédé de M. Hesse dérivé de celui de
M. Koch constitue un progris notable. 1l con-
siste a faire cheminer une quantité d’air déter-
minée a l'intérienr d’un tube de verre, sur la
paroi interne duquel a ¢été étalée et a fait prise
une mince couche de gélatine nutritive. Llair

S

o e
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doit progresser assez lenlement & I'intérieur du
tube, et celui-ci doit avoir une longueur suffi-
sante pour'que tous les germes aient le temps
de se déposer.

Les défectuosités de cette méthode en ont fait
naitre d’autres, parmi celles-ci nous mentionne-
rons seulement celle de M. Percy Frankland et
celle de M. Petri ; toules deux sont basées sur le
principe suivant : employer une bourre filtrante
et incorporer ensuite cette bourre & du bouillon
gélatinisé. M. Frankland emploie une bourre
de coton de verre disposée dans un tube  Fis. 63
4 essais porlant deux étranglements
(fig.63). En B et B/, sont deux bourres de
coton de verre. C’est une bourre de si-
veté. L'aspiration se fait en G al'aide d’un
bouchon & un trou et d'un tube de verre
quon Dranche sur laspirateur de la
trompe. Pour se servir de cet appareil,
qui est trés commode, on place les bour-
res filtrantes B et B’ On meten A et G
deux bouchons de ouate ordinaire et on

stérilise au four Pasleur. Au moment de
faire 'analyse, on met en C le bouchon

muni de son tube, qu’on relie & la
trompe, on enléve la bourre et on fait le vide.
M. Frankland place les bourres ainsi chargés de
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germes dans un ballon de oo cenliméltres cubes

avec cinq & dix centimetres cubes de gélatine.

On écrase avec une baguetle de verre stérilisée
les bourres, de facon a répartir les germes dans

Fiz. 61

la gélatine liquéfiée que l'on enroule a
I'intéricur du ballon, a la facon d'un
tube d’Esmarch.

Ce procédé offre aussi quelques dés-
avantages; la division compléte de la
hourre de coton de verre est difficile
4 obtenir, et son mélange avec la géla-
tine forme nne couche laiteuse an mi-
lieu de laquelle les colonies sont diffi-
ciles & apercevoir.

M. Petri (fig. 64), au licu d'une
bourre de coton de verre, emploic un
double filtre, formé de sable fin, em-
prisonné entre 2 culots de toile de
cuivre a mailles (rés fines, le lout en-
gagé dans un tube de verre. Lair,
aspiré par une trompe ou une pompe
4 main, esl obligé de traverser le filtre
de sable, ct s’y dépouille de tous ses
germes. Le sable ainsi que les cnlots

de toile de cuivre sont ensuile répartis dans des

godets de verre et arrosés de gélatine nutritive ;
on comple les colonies qui se développent,comme
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dans une culture sur plaques.On trouvera dans le
travail trés complet de M. Petri la description mi-
nutieuse de son procédé et la comparaison qu’il en
fait avec les procédés anlérieurement employés.
Nous l'avons nous-mémes appliqué et nous lui
avons aussi reconnu quelques inconvénients; le
dispositif de 'appareil ne laisse pas que d’étre
compliqué, les culots de toile de cuivre devant
étre minutieusement calibrés et ajustés pour ne
pas permettre la fuite dusable. Mais, I'objection
principale que l'on peut faire a cette méthode
esl la suivante : le passage de lair a f(ravers
deux filtres de sable fin de 3 centimétres de hau-
teur chacun, nécessile, pour avoir une vitesse
convenable, une aspiration puissante d’ot 1'1m-
possibilité de recourir & un seul aspirateur, et la
nécessité de recourir a la pompe a main ou a
une trompe.

M. Miquel a eu l'ingénieuse idée d'employer
des poudres solubles qui ne présentent pas les
inconvénients du coton de verre ou du sable,
lorsqu on les incorpore a la gélatine. 11 emplole
le sucre de canne ou mieux le sulfate de soude
anhydre. Ces deux substances peuvent ¢lre pul-
vérisées ct stérilisées sans perdre pour cela leur
caractere hygroscopique. On place ces poudres
porphyrisées dans un tybe de verre (fig. 65) de
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20 centimetres de longueur, bouché par un ca-
puchon de verre rodé b. Ce tube est muni & son
extrémité @ d’'un étranglement, en avant et en
rie. 66 arriere duquel sont deux bou-

chons de ouate. On fait 'aspira-

tion de b en a. Il faut tenir le
| tube vertical apres avoir enlevé

Fig. 63

le capuchon de verre.

M. Salomonsen a simplifié
cette méthode en employant
| simplement un tube effilé (£g.
[ 66).

On incorpore, & de la géla-
tine fondue, les poudres char-
gées de germes. Elles s’y dissol-
vent et ne génent pas 'examen
I ultérieur des colonies.

l AppareildeStrauset Wurtz.
| — La méthode que nous avons
imaginée, M. le Professeur

Straus et moi, consiste, en der-

)

pod nicre analyse, & faire barboter

1E2 | un volume délerminé d’air i
’z | travers de la gc¢latine nutritive.

" ey . o
L'idée de recourir & un procédé

analogue avait été déja plu-

sieurs fois émise, Il existe méme
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des essais lentés dans celle direction, nolam-
ment par M. von Sehlen dans ses recherches sur
l'air des régions palustres en ltalie; mais, les ré-
sultats ainsi obtenus ont été Fig. 67

it e
' peu salisfaisants pour plu-

l : p ; ]
sieurs raisons qui seront déve-

hi loppées plus loin, et les procé-
dés basés sur la méthode du
barbolage & travers la gélatine
nulritive ont été presque uni-
fi versellement délaissés.
Notre appareil a barbolage
i (fig. 67) se compose d’un tube
it de verre A avec un fort renfle-
o ment cylindrique & sa parlie
It moyenne et mesurant 15 mil-
| liemes de diamétre a ses deux

0 extrémilés. Ce tube recoit la

i gélatine nulritive. Au fond de

ot ce lube plonge un second tube
- B, de petit calibre, dont I'extré-
n milé inférieure est finement ef-

i filée; a la partie supérieure, il =
i porte un renflement rodé C qui ferme herméti-
f quement le tube A. Celui-ci porte latéralement
I une (ubulure de dégagement D, munie d'un

" étranglement pour maintenir les bourres.
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Pour se servir de 'apparetl, on garnit de ouale
Porifice supérieur e du tube B, ainsi que de la tu-
bulure de dégagement D de chaque coté de
Télranglement et on stérilise Pappareil par la
chaleur scche. Apres avoir retiré le tube inté-
ricur B, on verse, dans le tube A, 10 centimélres
cubes de gélatine liquéfiée e‘l‘ne douce chaleur.
On a soin d’ajouter a celte gclaline une goulte
d’hnile stérilisée ; cette derniére précaulion est
absolument indispensable, car clle empéche
la gélatine de mousser pendant le barbotage
et de sortir par le tube de dégagement. Le
tout est stérilisé a auloclave a 115° pendant un
quart d’heure, et 'appareil est dés lors prét a
{fonctionner.

On tient, pendant toule la durée de l'opéra-
tion, l'appareil a la main, pour que la chaleur
de la main empéche la gélatine de se solidifier.
Par un tube de caoulchoue, on relie le tube la-
téral D a un aspiraleur, puis on enléve la bourre
qui ferme l'extrémité ¢. On fait alors fonction-
ner l'aspiraleur a la vitesse voulue, et on fait
barboler a travers la gélatine un nombre déter-
miné de lilres d’air. Grice 4 la présence de
Phuile, les bulles formées par le passage de 'air
a travers le liquide sont trés fines, et la mousse
tres peu accusée, quelle que soit la vitesse de ce
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pas-age. Il cn résulte que Pon peut ainsi faire
barboter un volume assez considérable d’air pen-
dant un temps relativement court (50 litres en un
quart d’heure). L’opération terminée, on replace
la bourre en e, puis, en soufflant parla tubulure
latérale D, on fait monter, & diverses reprises,
la gélatine a Pintérienr du tube A pour entrai-
ner les germes qui ont pu y rester adhérents.
Cela fait, on retire la bourre de sureté f et &
I'atde d’un (il de platine stérilisé on pousse a
I'mtérieur du tube A la bourre g. On replace la
bourre de stireté et on agite doucement et i di-
verses reprises l'appareil pour répartir dans la
gélatine les germes qui, ayant échappé au bar-
botage, ont été retenus par la bourre .

On peut alors procéder de deux facons, selon
que l'on veut employer la méthode de culture
sur plaques, d’aprés M. Koch, ou que l'on veut
utiliser Je tube A & la facon d’un tube d’Es-
march.

Daus le premier cas, on aspire par le tube B,
gradué a cet effet, 2 centimeétres cubes de géla-
line que I'on étale sur une plaque; la gélatine
totale donne ainsi cinq plaques. On laisse les
colonies se développer et on procéde a leur nu-
mération, absolument comme cela se fait pour
Panalyse de I’eau. En additionnant les colonies



176 ANALYSE DE L’AIR

développces au bout de quatre & cing jours surles
cingq plaques, on a le nombre de germes de schi-
zomyctles et de moisissures (susceptibles de se
développer sur la gélatine), que renferme le vo-
lume d'air ayant lraversé 'appareil (*).

L’autre procédé est plus expéditif et a I'avan-
tage de mettre & l'abri de toute contamination
ultérieure par les germes de Pair. 11 consisle i
répandre la gélatine, aprés le barbotage, i la
face interne du tube A et a la faire prendre ra-
pidement en placant appareil horizontalement
et en le faisant tourner sous le jet d'un robinet
d’eau froide. C'est alors une variante du tube
d’Esmarch ; mais, nous donnons la préférence a
la méthode des plaques qui permet micux I'exa-
men des colonies.

Si I'on veut faire une analyse qualitative de
lair, en vue de l'isolement d’'un microbe donné,
du bacille d’Eberth, par exemple, nous recom-
manderons la méthode de Frankland qui permet
de filtrer commodément des volumes d’air con-

(!) Pour que la numération soit absolument rigou-
reuse, il faut avoir soin de laisser la trés petite quan-
tité de gélatine qui reste dans 1'appareil faire prise et
compter les quelques colonies qui peuvent encore s’y
développer. On ajoutera ce chifire 4 celui qui est
fourni par les plaques,
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sidérables. On peut laisser 8 a 10 jours, marcher
jour et nuit, au voisinage d’une salle d’hopital,
par exemple, une trompe aspirant I’air a travers
le tube de Frankland.

On pourra ensuite placer les bourres dans des
tubes contenant un peu d'eau stérilisée et les y
laisser séjourner quelque temps, a une tempé-
rature de o°, dans la glace fondante, en agitant
de temps en temps avec une baguette de verre
stérilisé. On semera cette eau chargée de germes,
que 'on décantera avec des pipettes stérilisées,
puis la bourre elle-méme, dépouillée ainsi le
plus possible de ces germes, dans des tubes de
gélatine que I’on étalera sur des plaques de Petri.
On pourra encore, si I'on veut, additionner
I'eau ainsi chargée de germes de diverses subs-
tances antiseptiques. L’inoculation de cette eau
4 des animaux ponrra, dans certaines recher-
ches, donner des résultals intéressants.

. . -2
Wrertz — Techuigue Bactérioloziyue 12

o
\,
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CHAPITRE XI

ANALYSE DE L’EAU, DE LA TERRE
ET DES POUSSIERES

1. Analyse de ’eau. — L’analyse bacltério-
logique de ’eau peut étre quantitative, c’est-a-
dire avoir pour but la numération des microbes
contenus dans un volume donné d’eau, ou bien
qualitative, c’est-a-dire ne porter que sur la re-
cherche de telle ou telle bactérie. Les méthodes
que nous allons indiquer permettent d’atteindre
ces deux buts par une seule opération.

On peut les distinguer en deux classes, sui-
vant qu'on emploie les milicux solides, ou les
milieux liguides. Nous ne décrirons que la mé-
thode de Miquel, pour les milieux liquides, et
celle de Koch, pour les milieux solides.

Regles générales. — Pour procéder & 'analyse
bactériologique d’une eau quelconque, il faut
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d’abord que cette eau ait ¢lé recueillie avee pu-
relé et, autant que possible, immédiatement
avant de I'ensemencer, car 'on sait avec quelle
prodigieuse rapidité cerlaines bactéries aquatiles
se multiplient dans I'eau, 4 une température
méme assez basse.

Si 'eau que 'on doit analyser est envoyée de
loin, il faudra la faire recueillir Fig. 03
dansdes petites boules en verre.

Pour faire ces boules de verre

on prend une pipette Pasteur,

on y souffle une boule (fig. 68)

de 2 centimétres de diamétre { ¢ : J>
environ tout prés de leffilure,

et on étire le tube 1mmédiate- (
ment, pendant que la boule est L]
encore chaude. Le relroidisse-

ment détermine un vide partiel dans la boule.

Pour la remplir, on chauffe au rouge I'extré-
mité d'une des effilures et on la plonge brus-
quement daus I'eau dont on veut prélever un
¢chantillon. La pointe se casse, par brusque re-
froidissement, et I'eau monte par aspiralion
dans la boule. On la ferme a la lampe, puis on
la met dans une caisse remplie de glace.

On devraexpédier ainsi échantillon a analyser
sans que les zermes que 'eau contient puissent
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se développer. En effet, outre que la pullulation
des germes fausserait les résultats de I'analyse
au point de vue de la numération de ces germes,
il exisle, en unités peu abondantes dans cette
eau, des microbes pathogénes, ils ne pourraient
étre décelés par I'analyse : la pullulation des bac-
téries banales empécherait leur développement.

1. Méthode de Koch. — Pour analyser une
eau par cetle méthode, il faut :

1° Deux pipettes, de 2 centimétres cubes cha-
cune, graduées en dixiémes de centimétre cube ;

2° un ballon jaugé de 100 centimeétres cubes ;

3° des lubes de gélatine, et des plaques de
Petri stérilisées, en nombre suffisant,

On stérilise les pipettes et le ballon an four
Pasteur, puis on remplit le ballon,
jusqu’au trait, avec de l'eau dis-
tillee et on le stérilise a l'auto-
clave pendant 15 minutes & 115°.
D’autre part, on fait fondre les
tubes de gélatine dans I’étuve a

37°
On casse la boule (décrite pré-
cédemmenl) dans une capsule de

platine, préalablement stérilisée.

et on préleve, avec une des pipettes, 1 centiméetre
cube de Péchantillon a analyser. On fait débou-
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cher le ballon par un aide et, tenant l'orifice de
la pipetle houché avec le ponce, pour étre plus
sur de la manipulation (fig.69), on laisse tomber,
dans le ballon, %’ de centimotre cube de ’échan-
tillon. L'aide rehonche immédiatement le ballon.

On a ainsi une dilution au millieme ; c’est
dans cetle dilution qu’on prélévera avec la se-
conde pipette graduée, }I(—) de centimeétre cube que
Pon répartit dans un tube de gélaline préalable-
ment liquéfice (1), de la sorte chaque tube con-
tiendra T):)oT de centimetre cube de 'eau & exa-
miner; il faudra done, quand on aura compté
les colonies qui se seront développées sur chaque
plaque, multiplier leur nombre par 10 000 pour
avoir le nombre de germes contenus dans 1 cen-
tumetre cube de 'cchantillon examiné. On agile
bien le tube et on verse la gélaline, ainsi ense-
mencée, sur une plaque de Petri.

On devra faire viugl ou trente plaques de la
menie facon, Ou les metbra a Vétuve a 20 on 29°

(1) On pourra faire de méme une dilation an 100 si
I'cau est trés pure. Sulvant la richesse de l'eau en
cermes, on devra fatre des dilutions de plus en plus
grandes. Un peut encore, si I'on veut augmenter le
nombre de colonies dans chaque plaque, semer dans

/

chaque tube 2, 3 ou | dixicmes de centimeétre cube de
la dilntion primitive au root.
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el on surveillera attenlivement le développement
des colonies; généralement, il aura atteint son
maximum au bout de trois jours.

On procédera alors : & la numération et a la
détermination des colonies.

Pour la numdration, on place la plaque sur
une lame de verre quadrillée qui permet de
compter systémaliquement les colonies, comme
on compte les globules dans I'hématimealre.

Si 'on n’a pas de plaque quadrillée, on arrive
a un résullat ltout ausst bon en tracant avec
une plume et de Pencre, sur le fond de la plaque
de Petri, un quadrillage, qui n’a méme pas be-
soin d’étre tres régulier.

On effectue ainsi la numération :

Supposons que sur une des plaques, on trouve
trois colonies avec la dilution que nous avons in-
diquée, il faudra multiplier par 10 000 le nombre
des colonics tronvé sur chaque plaque pour avoir
le chiffre d'unités microbiennes contenues dans
1 cenlimetre cube, soit 30 0oo. On prendra la
moyenne de vingt a trente plaques, faites de la
méme facon, pour avoir un résultat plus précis.
Pour éviter les causes d’erreur, dues aux germes
de Pair et aux moisissures en particulier, il st
bon de faire six plaques avec des tubes de gé-
latine non ensemencés, plaques dont on otera le
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couvercle une fois (comme celu1 des plaques en-
semencées). S’il pousse par exemple, deux co-
lonies en moyenne sur chacune de ces plaques,
on défalquera deux colonies sur chaque plaque
ensemencée.

Il y a avantage a se servir, pour l'analyse de
I'cau, des tubes que j’ai recommandés (fig. 37)
et quisont une modification des tubes d’Esmarch.
On y verse 7 a 8 centimétres cubes de gélatine,
que lon ensemence a la maniére ordinaire, el
que l'on place horizontalement pendant que la
gélatine refroidit. On les coiffe d’'une capote
de caoutchouc et on peut les conserver ainsi
pendant le temps voulu. La fig. 70 montre

un dispositif commode pour placer a I'étuve a
22° les tubes d’uue meéme analyse d’eau. Clest
une boile en bois blanc, ouverle d’un coté,
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et divisée en compartiments par des fils de fer.

La détermination des colonies exige la con-
naissance approfondie des caractéeres des colonies
de chaque microorganisme en particulier. Nous
renverrous pour cela aux ouvrages qui traitent
de I'étude des microorganismes; nous rappelle-
rons seulement que quand on a cru reconnaitre,
avec I'objectif o, une colonie, on la préléve avec
I'anse de platine ainsi qu’il a été indiqué, puis
on 'examine au microscope ; s’il y a lieu, on la
repique ensutte dans les milieux appropriés.

2, Méthode de M. Miquel. — La méthode de
dilution de M. Miquel est beaucoup plus précise,
pour la numération des bhactéries, que la mé-
thode de Koch ; mais, pour la recherche de tel
ou tel microorganisme, elle est moins commode.
Voici comment il faut opérer si 'on emploie celle
méthode :

On prépare une centaine de tubes contenant
chacun 10 centimétres cubes de bouillon stéri-
lisé.

Dans un premier tube T,, on introduit, avec
une pipette, un centimétre cube du liquide &
analyser.

Dans un second taube T,, on introduit 1 centi-
metre cube du contenu T,.

Le tube T, contient 11 centimétres cubes; on
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i

les répartit dans onze nouveaux tubes T,, T',
T2,, ete.

Ou répartit le econtenu du tube T, dans ouze
tubes (T, T',, ete.).

Les vingt-deux tubes ainsi préparés, c'est-a-
dire tous les tubes manipulés, sauf T, et T, qui
ont été vidés completement, sont mis & I'étuve
pendant quelques jours, ou mieux quelqnes se-
Inaines.

Si le bouillon se trouble dans tous les tubes,
il faut répéter Panalyse et pousser la dilution
plus loin. Si quelques-uns seulement poussent,
on peut calculer approximativement le nombre
des germes contenus dans la prise d’essai, d’apres
le prinecipe suivant :

On suppose que la dilution a été assez faible
pour que chaque tube ne contienne quun seul
germe. Daprés M. Miquel, lorsquun tube sur
deux est resté stérile, les bouillons troublés 'ont
¢te par un senl germe. On voit que celle meé-
thode repose sur une sortle de postulatum, mais
elle a donné a M. Miquel des résultats tres preécis.

M. Mignel pratique actuellement ce qu'il ap-
pelle le procédé mixte. I dilue 'eau a analyser
an ,I,(‘); ou au i_(:Tn’ snivantqu'il suppose’eau plus
on moins riche en microbes. Cela fait, 1l Pintro-
duttala dose de une ddeux goutles dans un flacon
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conique a large base (environ ¢ cenlimétres de
diametre) dans lequel se trouve de la gélatine sté-
rilisée et liquéfiée au bain-marie; celte gélatine
forme, au fond du tube, une couche d’environ
2 millimeétres. Une fois les gouttes d’eau intro-
duiles, il secoue le vase horizonlalement pour
disséminer les germes et il le met & I'étuve. L’eau

élant trés diluée, chaque flacon ne contient que
deux ou trois germes au plus et on n’a pas &
craindre P'envahissement des colonies qui li-
quéfient la gélatine. On peut done, ce qui est un
avantage sérieux, laisser longtemps les tubes
dans I’étuve a 22°

Un inconvénient de ce procéde, cest que la
forme du flagon, qui est conique et a large base,

| ne permet pas de repiquer facilement les colonies
H et encore moins de les examiner au microscope.
Lo 2. Analyse de la terre et des poussiéres.
— L’cxamen, au point de vue bactériologique,
d’'un échantillon de terre, peut porler sur les
aérobies ou sur les anaérobies que cet échantillon
contienl.

Pour les aéiobies, on emploiera la méthode
de culture sur plaques comme nous I’avons in-
diquée : dans un tube de gélatine, liquéfié préala-
blement, on seme des traces de I'échantillon &
examiner.

T —
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On fera des plaques de Petri ou des tubes
d’Esmarch avec cette gélatine.

Pour séparer les microbes anaérobies con-
tenus dans un échantitlon de terre, on pourra
emplover la méthode de C. Frwenkel décrite
a la p. 76. Enfin, on pourra utiliser, comme
moyen de séparalion, la chaleur, pour isoler cer-
tains microbes délerminés, a¢robies ou anaéro-
bies (1).

Nous donnerons comme exemple, le procédé
de M. Pasteur pour avoir une cullure pure de
vibrion seplique, organisme anaérobie que 'on
sait ¢tre des plus communs dans la terre.

Pour Visoler et Pinoculer & un cobave, M. Pas-
teur donne la méthode suivanle : on lrilure avee
de I'cau, Péchantillon ; on abandonne le liquide
de facon & laisser la terre se déposer et on di-
caule. L’ean trouble ainsi décantée, ne tarde
pas a s'éclaircir en laissant un féger sédiment
que T'on recucille et qu'on chauffe a go°, pen-
dant trors & quatve nnnules, Ce chauffage tue la
plupart des bacléries anlres que le vibrion sep-

lipue.

(1 Clest par ce moyen que j'at pumettre en évidence,
avee M. Lodge, la présence de spores de charbon dans
les poussicres du plancher d'une fabrique de laine de
Bradford,
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Pour recueillir les pounssieres de I'air qui se
sont déposées sur les murs ou sur les objels con-
tenus dans une salle, M. Cornet recommande de
frotler les murs avec de la mie de pain. Clest
cette mie de pain, chargée de germes, qui servira
aux inoculations, apres qu’clle aura été répartic
dans les milieux convenables.
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CINAPITRE XH

SUBSTANCES SECRETEES PAR LES MICROBES

Principales méthodes d’extraction. -
Depuis un certain temps, Pintérét des reclierches
bactériologiques s’est porté, non plus sculement
sur la morphologie et les caractéres biologiques
des microorganismes, mais sur I’étude des pro-
duits qu’ils séeretent. Clest dans cette voie que
sout dirigés la plupart des travaux actuels; nous
donnerons done brievement quelques détails de
technique sur ce genre de recherclies. qui est
présentement d'un intércét capital.

La filtration des bouillons de culture a élé
la premicre étape de ces recherches. En dé-
pouillant, par filtration, les liquides de culture
des microorganismes quils contiennent, on peut

déja expérimenter Uaction physiologique, toxique
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ou vaccinante du liquide filtré. Nous avons déja
indiqu¢ au Chap. I, la technique & suivre pour
filtrer un milieu de cullure. Clest & l'aide de
cette méthode qu'ont ¢été faites un grand
nombre de recherches. Citons seulement les ex-
périences de Salmon et Smilli, Charrin, Wool-
ridge, Roux et Chamberland, sur 'immunité
conférée par les substances solubles, contre le
vibrion septique (Roux et Chamberland), contre
le charbon symptomatique (Roux), le V. Mets-
chnikovii (Gamaleia), contre la fievre typhoide
(Chantemesse et Widal). Les effets toxiques et
physiologiques des produits de culture du Str.
Erysipelatis, oblenus par filtration, ont été étu-
diés par Manfredi Boccardi et Traversa, etc.
Mais, quand on a voulu aller plus loin, quand
on a cherché & isoler et & définir, au point de
vue chimique, quelle était, dans ces produits
filtrés, la substance douée du pouvoir physiolo-
gique ou pathogéne observé, on s’est heurté a des
difficultés presque insurmontables. On peut dire
quen dehors des produits qui cristallisent, des
alcaloides ('), on ne doit accepler qu’avec la plus

(1) Nous citerons parmi les rares travaux qui sont a
Pabri de toute objection & ce point de vue, les heaux
Mémoires de M. Gautier sur les bases de la putriéfac-
tion, bases qui ont été définies et analysées.
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extréme réserve la nomenclalure si variée des

corps albuminoides isolés depuis trois ans envi-
ron, des différents liquides de culture.

Nous nous contenterons donc d’indiquer brié-
vement, dans l'ordre historique, quels sont les
microbes dont on a étudié les produils solubles,
et quelle est la nature de ces produits. Puis, nous
donnerons rapidement les propriétés générales
des corps aiusi trouvés et leurs principales me-
thodes d’extraction. La techuique de quelques
opérations de laboratoire, indispensables a
counaitre pour employer ces méthodes, terminera
ce chapitre.

Les produils de séerétion qui ont él¢ isolés
jusqu’a présent des cultures pures, peuvent se
diviser en deux classes : les alcaloides et les pro-
téides. Certains de ces alcaloides étaient déja
connus.

Dans les protéides, on a isolé ou cru isoler les
variélés suivantes :

Globuline (Sidney Martin).

Alcali-albumines (Buchner).

Diastases (Roux et Yersin).

Toxalbumines (Brieger et Frienkel).

Albumoses (Hammerschlag, lankin, Wool-
ridge, Siduney-Martin).

Toxopeptones (Scholl).
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Les microorganismes desquels on a isolé ces
substances sont, entre autres :

Le bacille pyocyanique (Fordos extrait du
pus bleu la pyocyanine en 1859, Gessard isoledu
pus bleu le bacille pyocyanique en 1884).

Le b. anthracis : anthracoproteine (Nencki) ;
ptomaines (Hoffa, Sidney Martin); albumoses
(Wooldridge, Hankin, Sidney Martin).

Tétanos : cinq alcaloides (Brieger) ; une dias-
tase (Kitasato).

F. Typhoide : un alcaloide, typholoxine
(Brieger).

Diphtérie : une diastase (Roux et Yer-
sin). Brieger et Frienkel la nomment toxalbu-
mine.

Staph. pyogenes aureus : alcaloide (Léber) ;
diastase (Christmas).

Choléra : base volatile (Pouchet); toxoglobu-
line et toxopeptone (Scholl).

Bacille de Kocl : albumose (Hammerschlag) ;
quanti & la substance précipitable par I’alcool,
isolée de la tuberculine par M. Koch, sa nature
est indéterminée ; elle se rapproche des alcali-
albumines.

Répétons qu’en dehors des bases, on ne saurait
affirmer qu'aucune de ces maticres albuminoides
dont les dénominations mémes ne correspondent,
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dans certains cas, a aucun corps chimiquenient
défini, ait été obtenue a I'état de pureté,

Nous indiquerons maintenant quelques mé-
thodes d’extraction des principales d’entre elles.

1. Mode d’extraction des bases. — La
méthode qni sait est celle que préconise M. le
prolessenr Gautier, et dont voici ia description :

Méthade de 1. (fautier — Les ma‘icres fer-
mentées, les tissus sont broyés et épuisés
Pean boutllante (Y). Le bouillon est filtr¢, et la
liqueur privée d’ammoniaque libre par cette
legere ébullition, est précipitée par l'acctate de
plomb. On filtre et on ajoute au fltrat un léger
exces d’acide oxalique, qui acidifie la hqucur et
precipite Pexees du plomb. On filtre encore el
on ¢vapore pour chasser les acides gras, en ajou-
tant de temps @ antre un peu d'acide oxalique =1
I'odeur d'acide acétique ou butvrigne ¢ mani-
feste dans la distillation, On  traste alors la
Liqueur par un lait de chanx tres clair, de facon
aenlever la majeure partie, mais non la totalité
de Pactde oxalique libre; enfin, on concentre,
s'1l le fant, dans le vide, a P'état de sivop cpais
celui-ci est repris par Paleool a0 g8° centésimaux

qui dissout les oxalates des bases ; 'alcool est

(1) S'il y’agit de boutllon de culture, on les portera
simplement 4 P’¢bullition.

Wint, — lechoupue Bacter oo 1%
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evaporé el U'extrait sirupeux, délayé dansun pen
d’eau, esl broy¢ avee son poids d'un mélange do
deux parties de craie et de denx parlies de chaux
¢leinte en poudre. On chauffe & 35 ou jo" tanl
qu’il se dégage de I'odeur d'ammoniaque el en
recueillant, sl le faut, les alcaloides volatils,
puis on épwise par l’alcool i 83" centésimaux
bouillant qui dissout les alcaloides. On précipite
de cet extrait une trace de chaux par lacide
oxalique, on sature I’alcool par I'acide chlorhy-
drique el I'on évapore dans le vide sur la chaux
¢teinte. On obtient ainsi les chlorhydrates des
bases cherchées.

Pour les séparer, on précipile par le chlornre
mercurique les bases précipilables par ce réactil,
en altendant vingt-qualre henres. Apres ce
lemps, la hqueur filtrée est privée de mercure
par IPS (1). Elle contient les chlorhydrates des
antres bases qu’on dissout dans I'aleool absoln,
(ui laisse quelques chlorures alcalins qu’on pent
transformer en sulfate, ct qu’on sépare ensuite

(1) Ce précipité mercurique peut contenir plusieurs
familles d’alcaloides qu’on sépare aprés avoir enlevé
le mercure par H2S en précipitant la liqueur un peu
concentrée successivement : 1° l'acétate de cuivie i
froid, u° Vacétate de cuivre a chaud (bases xantiques)
52 non précipitables par ce réactif.
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geénéralement, soit par distillation en présence
de magn¢sie (alcaloides volatils et fixes), soil a
I’état de chloroplatinates solubles et insolubles,
soit par les réactifs ordinaires des alcaloides.

Le résidu calcaire ci-dessus, d’ou 'alcool & 83°
centésimaux a extrail les bases libres, peut
guelqnefois contenir des bases [ixes.

On Pacidule faiblemenl d’acide oxalique et on
le reprend par 'eau houillante. On neulralise
par quelques gouttes d’ean de chaux, on filtre et
on évapore ; les bases peu solubles dans I'alcool
restent comme résidn.

Presque toutes les ptomaines précipitent par
I'acide picrique ¢t par les réactifs généraux des
alcaloides. Pour leur classification, leurs pro-
priétés générales et leurs réactions, nous ren-
voyons aux traités de ehimie et en particulier &
celui de M. Gautier (Cowrs de chimdie, t. 111,
p. 264 ou se trouve la méthode que nous venons
de décrire).

2. Modes d’extraction et caractéres des
Protéides. — Le mot de protéides est syno-
nyme de matieres albuminoides. Ces corps ap-
partiennent tous, sauf les peplonces, a la classe
des colloides, et ne dialysent pas. Celles qui ont
¢lé isolées jusqu'a présent des produits micro-

biens sont les :
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Globulines. — Insolubles daus l'eau, solubles
dans les alcalis et les acides dilucs et dans les
solutions étendues de chlorure de sodinm ainsi
que d’autres sels neulres.

Elles précipitent par le snlfate de magnésie en
poudie et en léger crces.

Albiininates. — (Acide el aleali-albumnines).
Iusolubles dansTeau et dans une solution dilnée
de sel marin, solubles dans les alcalis et les acides
¢tendus.

Voici queile méthode Buchner employait
pour extraire cette protéine des cadavres de bac-
téries. 11 les faisait digérer dans une solution de
polasse & I—(’:’O—O (méthode de Nencki pour la my-
co-protéine). La substance extraite esl une ma-
ticre albuminoide appartenant a la classe des
caséines (alcali-albumine). Elle se dissout dans
les acides concentrés, dans les alcalis dilués d’on
elle est précipitable par les acides dilnés. Elle
supporte sans décomposilion une chaleur ¢levée
el prolongée. Ylle donne les réactions xantho-
protéiques du réactif de Millon el la coloration
violette avec l'acide acétique glacial et I'acide
sulfurique concentré. Elle n’est pas précipitable
par la chaleur ni par le chlorure de sodium
concentré, Elle esl précipitée par le sulfate de
maguésic. le sulfale de cuivre. le chlorure de
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platine, le chlorure d’or, les sels de plomb,
Pacide picrique, acide tartrique et par 'alcool
absolu.

Cette substance se rapproche beaucoup de I'an-
thracoprotéine préparée par Nencki el Fyrmont.

To.ralbimines. —- Insolubles dans un exces
de sulfate ’ammoniaque en pondre, ajouté an
liquide qui les contient en solntion a froid, les
toxalbumines s’alterent & chaud eb sous I'in-
fluence des moindres quantités d’alealis, d’acides
et de sels métalliques lourds.

Quand on veat séparer a la fois les plomaines
el les loxalbumines, apres avoir précipité ces
dernicres commme on vient de le dire, on filtre la
liqueur, on P'évapore dans le vide et on la re-
prend par 'alcool & 75" centésimaux bomllant
qui laisse insoluble la majeure partie du sulfate
d’ammoniaque el dissout les sulfates de pto-
maincs. On évapore cet alecool, on dissout le
résidu daus 'eau et on continue par la méthode
Fextraction des ptomaines, indiquée plus haul
(p- 193).

Albwmaoses (propeptones). — Les corps que
'on a nominés albumoses ou propeptones et qui
se forment durant la digestion, sous Pinfluence
du sue gastrique ou de la pepsine chlorhydrique,
sont intermddiaires entre les acidalbumines ct
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les peptones. Elles ne précipilent pas par la
chaleur ; elles sont généralement solubles dans
I'alcool froid ou chaud de 50 & 73° centésimaux.
La plupart précipitent par le sullate de magnésie
el le sel marin en poudre et en excés. Llles sont
précipitées, mais non rendues insolubles ou coa-
gulées par Palcool fort. Elles donnentla réaclion
rose du brel. Elles précipilent par l'acide ni-
trique a froid, ce précipité se redissout a chaud.

Voiel la méthode quemploie Hankin ponr ex-
traire des cultures de charbon, les albumoses
qu’il a isolées.

A une solution au millieme de bouillon Lie-
big, stérilisée, on ajoute une cerlaine quantité de
fibrine pure; on stérilise denouveau en chauflant
a 100", aintervalles répélés, pendant peu de temps
chaque fois. Si I'on chaullait trop longtemps, on
peptoniserail la fibrine. On seme le sang d'un
animal charbooneux et on lasse le fout a la
température ordinaire pendant une semnaine,
puis on extrait I'albumose. Si le ballon est placé
a Pétuve a 37°, la transformation de Palbumose
en peptone se produnit beaucoup plus vite. On
acidule avec l'acide acétique et on sature par le
sulfate d’ammoniaque, en poudre ct en exces. 1l
se précipite de Ualbumose ; on la dialyse apres
Favoir additionnée de quelques gouttes de
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thymol, et on place le boudin de dialvse dans
un cristallisoir plein d’esprit de bois. 1l n'est pas
nécessaire de changer cet alcool méthylique. Iin
une nuit, dit Hankin, j’ai réduit & 100 centi-
metres cnbes une solution de joo centimétres
cubes d’albumose, a la lempérature ordinaire.
La solution concentrée est précipitée par Laleool
absolu. Pour précipiter les diastases (ui pour-
raient agir sur 'albumose, Hankin, d'apres le
procédé de Cohnheim, ajoute & sa solution d’al-
humose de 'eau de chaux. En ajoutant une so-
lution d’acide phosphorique, il se produit un
précipité gélatineux de phosphate de chaux qui
précipite les diastases. On filtre et on a une so-
lution pure d’albumose.

Chacune des matiéres albuminoides donne
une ou plusieurs albumoses au cours de sa pep-
tonisation.

Diastases. — Solubles dans Peau, dans la gly-
cérine. Insolubles dans Ualcool. Précipitent par
le sulfate d’ammoniaque en poudre et en exces.

Elles sont éminemment alt¢rables par fa cha-
leur et par la lumiére ("). On peut les préparer :

() Il est bon de noter que cortaines de ces diastases
sont d'uve fragilité telle que laction de l'alcool peut
les détruire ou atténuer notablement leur action phy-
siologique.
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200 LVAPORATION DANS LE VIDE

1° Par précipitation par I’alcool ;

2° par entrainement (phosphate de chaux ou
alumine) ;

3¢ par digestion avec la glycérine et précipita-
tion par I'alcool ;

4o par précipitation & l'aide du sulfate d'am-
moniaque en poudre, en exces, puis on dialvse
pour enlever ce sel.

3. Technique a suivre pour isoler une de
ces substances. — Les opérations chimiques,
a exécuter pour isoler dans un bouillon de cul-
ture les substances que nous venons de décrire
bricvement, sont en petil nombre. Pour les exé-
cuter il faut savoir :

Evaporer dans le vide;

dialyser;

faire une précipitation.

Nous allons donner, d’une facon résuméde, les
indications nécessaires.

1° Evaporation dans le vide. — Pour distiller

JTHECA o ESCILA A, P. “LUIZ o= QUEIRGZ"

une culture a basse température sans chance de 3

contamination, I'appareil & distiller les liquides &%
mousseux de M. Gautier rendra les plus grandsm
services. Cest un appareil a distiller ordinaire
représenté parla fig. ~1.

I est composé d’un bain-marie, d’un ballon et
d’un réfrigérant de Liebig. Un flacon C, muni



ay,
M,

il g
i diﬁl}'v

\
"\

e \
‘Dimiqu--‘:
i de o .‘

4

b dine |

P ot

e = = E-» a3 a m

mt, b
it
s
. ‘] :
Wb
by ;

ol
dinge

o’
m

1 9

EVAPORATION DANS LE VIDE 2M

d’un bouchon & deux trous, recoit 'extrémité
inférieure du réfrigérant et un tube qui commu-
nique avec [a trompe par le tube D. Le bouillon
de culture est aspiré dans Ie ballon par Pinter-
médiaire du tube .\, qui plonge dans le milieu
de culture, la rapidité de P'aspiration sera gra-

Fie. 71

duée a laide du caoutchoue ct de la pince de
Mohr. Le renflement F, o arrive le hquide,
sert a cinpécher la mousse de se former & I'in-
térieur du ballon, et de passer a la distillation.
La mousse se forme dans le renflement. Il faut
avoir soin de chauffer et de laire le vide avant
d’introduire une goutte de bouillon dans leballon.
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Le dobit devra se faire goutle a goulle. Il ext
d'ailleurs facile de le régler avec la pince de Mohr.
) M. Guinochet, a récemment imaginé un appa-
reil trés commode pour évaporer les liquides de
cullure & basse température (fig. 72). Cest une

: Fie. 72
[

cloche a vide, reposant sur une platine en verre
percée, a son centre, d'un orifice par ol passe un
! tube de verre formant a Uinléricur de la cloche
" une spirale plate sur laquelle on pose le réci-

pient, portant le liquide a évaporer. Un courant
\ d’eau, chauflé¢ & la température voulue a Paide
du bain-marie, permet d’obtenir une évapora-
tion en peude temps.

in B est un cristallisoir plein d’acide sulfu-
rique.
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DIALYSE 203
2’ Dialyse. — Dialyseur ordinaire (/. 5

et 74).

Le dialyseur ordinaire se compose d’un cris-
tallisoir contenant de
I'cau distillée, et d'un
cylindre de verre fer-
mé par un tambour
en papier parchemin,
ot 'on place la sub-

stance a dialyser; on

commence par s’assurer que le papier parche-
min ue contient pas de trous. Pour cela, apris
avoir découpé un Fig. 71

morceau de gran-
deur suffisante, on
le place sur du pa-
pier a filtre gris, et
on le mouille abon-

damment avec une
¢pouge. On regarde
au bout d'un cer-
tatn temps si le pa-
pier gris mest pas
mouillé.Onattache,

avec uuce ficelle, le

papier mouillé ¢l

souple autonr du dralyseur et on laisse secher.
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On devra mettre dans le ecnstallisoir une
quantité d’eau telle quen posant le dialyseur
dans le erislallisoir la surface du papier affleure
au niveau de I'eau distiliée. Il faul changer 'eau
distillée de femps en temps.

Dialyse auw boudin (fig. =5). — Ce procédé
consiste en 'emplot de cylindres de papier par-

. , ;
, n li
Fig, ¥ chemin, que l'on remplit de

<A

la substance & dialyser. On
les ficelle forlement aux deux

bouts, et on les latsse tremper
dans un courant d'eau distil-
I¢e. L'inconvénient de ce dis-
posilif est que le parchemin
peut conlenir des trous ou des
déchirures et qu’il est fort dif-
ficile de vérifier I'intégrité du

papier.

Enfin, on peut employer
Pappareil  suivant, plus spécialement destiné
aux recherches baclériologiques (fig. -6).

Le dialyseur A a la forme d’un entounoir; il
est porlé par trois cubes de cristal, au-dessus du
fond de la cuve B.

Un bouchon de ouale peut fermer son orifice
supérieur. La cuve porte deux ajutages, par oi
passe un courant d’eau distillée.
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Cet appareill n’a pas les inconvénients du
boudin, il n’a pas non plus ceux du dialyseur
ordinaire ; on vé-
rifiera le papier
parchemin avant
de le tendre sur

I'entonnoir-  On e
e

peut se débarras-

ser rapidement, a —

pareil, des sub-
stances telles que le sullate de magnésie ou le
sulfate d’ammoniaque, qui ont précipité des
substances colloides. De plus, la forme du dia-
lyseur met 'opération a 'abri des impuretés et
des germes de l'air.

Appareil @ dialyse stérilisable du labora-
toire de Straus. — Cet appareil se compose d’un
récipient muni d’une tubulure latérale et rodé
au goulot.

La piéce qui bouche ce récipient est un cylindre
A rodé également au goulot, el qui porte a son
extrémité inférieure la membrane de dialyse ; une
tubulure latérale permet d’aspirer le liquide que
Pon désire soumettre a la dialyse. Le tube A est
pourvu d’un petit étranglement et muni a ce ni-
veaud’une flochede ouate pourarréter les germes.
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’

Le wécipient extérieur porle  également un
tube latéral B qui permetl d'aspirer Ueau dis-

tillée.

On remplit le récipient extérieur d’ean dis-
tillée jusqu’au niveau de la membrane et on
stérilise a l'autoclave, puis on introduit avec
pureté, par aspiration, le liquide que 'on désire
dialyser.

Méthode des sacs. — Rappelons que celle mé-
thode consiste a introduire dans le péritoine
d'animaux, de petils sacs de collodion, véritahles
houdins de dialyse contenant un bouillon de
culture d’un microorganisme dont on veul exal-
ter Ja virulence.
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Ces sacs sont assez difficiles & exéculer. Voici
un procédé qui, avec de l'habitude, donue de
bons résultats. On a devant soi un flacon de
collodion, un verre contenant de I'alcool au tiers,
un autre verre contenant de I'eau distillée.

Le moule sur lequel on va faire le sac est un
petit tube a essai de g millimelres de diamétre,
bien arrondi & son extrémité inférieure (plus le
tube est fin, plus le sac est difficile a faire). On
procédera de la facon suivante : Tremper rapi-
dement, deux fois & une seconde d’inlervalle,
bien égoutter, et soufller sur le tube jusqu’a
dessiccation : Tremper trois ou quatre fois dans
'alcool au tiers, faire évaporer I'alcool par in-
sufflation, puls immédiatement dans l'eau dis-
tillée.

On n'a plus qu’a délacher le petit sac de son
moule, ce qui exige une certaine dextérité. Pour
cela, on affranchit le bord supérieur du sac avee
un bistouri ou un couteau bien affilé¢ et on dé-
gage, en tirant et en tournant légérement avec
la main recouverte d’'un linge. On remplit en-
suite les sacs d’alcool pour empécher que les
parois ne collent au fond du sac, puis on les
met dans l'eau distillée, ou ils se conservent
indéfiniment. On les stérilisera & 120°, dans un
récipient plein d’eau. Pour fermer ces sacs her-
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méliquement. on a proposé différents procédes.
Un des plus simples et des meilleurs consiste
simplement a les fermer a l'aide de fils slérilisés
dans un verre de montre, et que l'on tient avec
des pinces {(lambées. On vernit ensuite au collo-
dion. 1l va saus dire qu'un aide est indispensable
pour cette petite manceuvre. On peut encore
pincer la partie supérieure du sac & un demi-
centimétre de son extrémité (pince & pression
conlinue) et on coule de la cire noire dans le
godet formé par les parois du sac au-dessus de
la pince. Puis on serre le bout supérieur, on le
replie et on enduit de cire noire.

Voici, pour fermer les sacs, un aulre procédé
employé par M. Nocard et qui lui a donné, ainsi
qu’a M. Massol, de bons résultats.

On fait le sac d’aprés le procédé indiqué plus
liaut. Lorsqu’tl est détaché, on introduit douce-
ment un tube de verre de plus gros calibre dout
la tranche a ¢été cmoussée a la lampe. Ce tube a
Clé elivé a la lampe et porte un étranglement.

Cette opération faite, on laisse le sac bien sé-
cher al’étuve ; par la dessication il se contracle
ct adhere fortement contre la paroi du tube.
Quand le séchage estparfait onrecouvre P'extré-
mité du sac adhérant au verre, d’une légere cou-
che de collodion pour renforcer un peu le joinl.
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On introduit alors la culture avec une pipette
par Uextrémité elfilée du tube embouti dans le
sacel I'on ferme I'étranglement & la lampe. Avec
un peu de pratique, on obtient de cette facon des
sacs absolument étanches.

3. Précipitation. Filtration. — (Quant aux au-
tres opérations chimiques, telles que la précipita-
tion et la filtration, elles sont assez faciles et assez
connues pour que nous n'y insistions pas davan-
tage. Nous ne saurions donnerici une méthode gé-
nérale qui permette de faire une analyse imnmé-
diate compléte d’un bouillon de culture. 1l est
évident que les matiéres les plus altérables, les
globulines, les diastases, elc., devrontétre recher-
chées les premiéres. On devra donce précipiter par
les sels neutres, ou méme par I’alcool (si 'on ad-
met que Palcool ne détruise pas leurs propriétés),
toutes les matiéres protéiques. On divisera ainsi
les produits solubles en deux grands groupes,
donl 'un renferme les protéides et l'autre, les
ptomaines. Chacun de ces deux groupes sera
plus ou moins facile a analyser, en se reportant,
soit aux trailés spéciaux de chimie, soit méme au
tableau sommaire des propriétés de ces différents
corps que nous avons donné plus haut.

On pourra aussi, en employant une méthode
de tatonnement, traiter une certaine quantité de

Wrurtz — Technique Bactériolocique 14°

|
|
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bouillon de culture, deux litres par exemple, en
vue de la recherche d'un corps déterminé ; on
fera e meéme suecessivement ponr toutes les
aulres substances dont on soupconne la présence
dans le liquide qu'on analyse.

Préparation de la tuberculine et de la
malléine. Nous terminerons ce chapitre en
donmnant les formules de préparation de la tu-
berculine et de la malléine.

Tuberculine.— A. yeuiicre méthode de Koch
(1890). — On prépare la tubevenline biaete en éva-
porant, an dixicme de son voluwe, des cultures
en bouillon glveéring et peptonisé du bacille de
la tubereulose. Liopération se fait au bain-marie
dans nne capsule de poreelaine. On oblient ainsi
un lignide brun, limpide, d’une odeur agréable
et qui constitue la tuberculine brute.

La tuberculine pui-ifice s’oblient en mélan-
geant la tuberculine brute i une fois et demie
son volume d’alcool a 6o °/,. Il se forme un
précipité blane floconneux qui se dépose bien
apres 24 henres de repos. On décanle avec pré-
canlion, on ajoute de I'alcool 4 Go °/,» on agile
el on laisse de nouveau rveposer. On répéte ce
lavage i plusieurs reprises jusqu’a ce que l'al-
cool ne se colore plus, puis on lave plusieurs
fois a4 Paleool absolu, on filtre & nouveau et on
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PREPARATION DE LA NOUVELLE TUBERCULINE 211

desseéche dans 'exsiccateur dans le vide. On ob-
tient ainsi une masse d’un blanc de neige qui,
séchée & 100° (elle perd alors 7 & g ¢/, d’eau),
donne une poudre légérement teintée en gris.

B. Nouvelle tuberculine (1897). — Le prin-
cipe de cette préparation consiste dans la tritura-
tion, l'écrasement de cultures de bacilles tuber-
culeux bien desséchés.

« On les triture longuement dans un mortier
d’agate au moyen d’'un pilon de méme subs-
tance. Pour se débarrasser de la petile quantité
de bacilles encore intacts, on ¢mulsionne le ré-
sidu en le triturant dans ’eau distillée, et on
soumet ce mélange & la centrifugation pen-
dant trente & quarante-cinq minutes au moyen
d’une puissante machine faisant 4 o000 tours
par minute. Au bout de ce temps, I'émulsion
est divisée en deux couches distinctes : une
supérieure, formée par un liquide blanchatre,
opalescent mais transparent, qui ne contient
plus de bacilles tuberculeux; la couche infé-
rieure consiste en un précipité boucux qui
adhére fortement aux parois du vase.

« On séche ce précipité, on le retriture dans le "

mortier, on le centrifuge comme précédemment:
et on oblient de nouveau deux couches, une g
supérieure de liquide transparent et un preci-
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pité solide. En répétant plusicurs fois cette opé-
ration, on arrive a n avoir presque plus de pré-
cipité. La masse enti¢re de la culture de hacilles
tubereuleux se trouve transformée en une série
de couches liquides absolument transparentes.»

Koch a appelé TO (tuberculine 0), la couche
supérieure (obere) oblenue a la suite de la pre-
micre centrifugation et TR (tuberculine rési-
duaire) le résidu solide de la premicre centrifu-
cation, vésidu servant i la préparation de tous
lex liquides ultérienns.,

Pour la préparation de TR, il est necessaire
d’employer des cultures forlement virulentes.
Ces cultures doivent étre aussi jeunes que pos-
sible et tenues a Uabri de la lumiere. 1 faut les
dessécher dans le vide a l'exsiceateur et les uti-
liser aussitot apres leur dessiceation complete.

Quand on broie les bacilles, on fera bien de
recouvrir le mortier d'un papier percé, a son
centre, d’un tron laissant passer le pilon et de se
Loucher les narines avee deux tampons de ouale.
La préparation de cette tuberculine présente en
effet le danger d’exposer a l'inhalation de ba-
cilles. 11 est impossible d'ailleurs de 'obtenir
exemple d’impurelés (1), soit qu’elle ait é1é faite

(1) Celle de Pindustrie est remplie d'impuretés, sur-
tout de levures.
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industriellement, soit qu'elle ait été faite dans
un laboratoire en petite quantité.

Malléine. — La malléine est l'extrait glyce-
riné des cultures de morve. Voici comment on
la prépare d’aprés le procédé de M. Roux :

Il est indispensable d'employer des cultures
le plus virulentes possible (1).

On les ensemence daus le bouillon peploné et
glycériné. Aprés un mois de séjour a l'étuve a
35°, on stérilise les cultures & 110° al'autoclave.
On filtre sur papier, on concentre par évapora-
tion dans le vide a basse température en pré-
sence de I'acide sulfurique jusqu’a réduction au
dixieme de leur volume primitif. On obtient
ainsi un liquide sirupeux, brun foncé, d’une
odeur spéciale un peu vireuse. On 'emploie en
dilution au dixiéme dans P'eau phéniquée a
5 pour 1 000 (Nocard).

(!) On injecte, dans la veine marginale de l'oreille,
d’un lapin, une émulsion de la culture de morve dont
on veut exalter la virulence, Le lapin mort, on préleve
du sang du cceur que l'on séme largement sur des
tranches de pomme de terre. La pulpe de rate donne
encore plus siirement des cultures. Lorsque les cul.—
tures ont acquis leur plein développement, on en fait
une émulsion quel’on injecte dans la veine d’un SeCOI.ld
lapin et ainsi de suite. On obtient, aprés un certain
nombre de passages, un bacille trés virulent capable
de tuer non seulementun lapin, mais la sourls blanche
ordinairement réfractaire. C’est avec les cultures de ce
bacille que I'on fabriquera la malléine.
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Evolution des maladies, par DucaMp. — Sémiologie du sang, par A. GILBERT.S

— Spectroscepie du sang. Scémiologie, par A. HENoCQUE, — Sémiologie du cour gl
et des vaisseaux, par R. TRIPIER. — Sémiolegie du nez et du pharynx nasal,per 4%

. M. Lrrmoyez et M. BourLay. Sémiologie du larynx, par M. Lrrmovez el ¥
M. Botray. — S¢miologie des voies respiraioires, par M. LEBRETON, — Sémio”3

logie générdle du tuhe digestif, par P LE GENDRE. 4

Pour paraitre prochainement
TOME V

Par MM. ARNOZAN, CHABRIE, CHARRIN, CHAUFFARD, DEJERINE
) : PIERRE DELBET, HALLE.

B
o
|3




" " RECENTES PUBLICATIONS (Mars 1900)

Traité élémentaire
de Clinique Thérapeutique -

.- Par le Dr Gaston LYON

Ang:len chef de clinique médicale & la Faculté de médecine de Paris
o TROISIEME EDITION REVUE ET AUGMENTEE '“v‘:.\”
1. volume grand in-8° de vin-1332 pages. Reli¢ peau. 20 fr.

TRAITE DE PHYSIOLOGIE -

- J.-P. MORAT Maurice DOYON

ofesseur & I'Université de Lyon. l Professeur agrégé
4 a la Faculté de médecine de Lyor[

% val. gr. in-8 avec figures en noir et en couleurs.
En souscription 50 fr. .

‘Fonctmns de nutrition : Cuculatlon par M. Dovox; balouﬁcatmﬂ
~par. P. Morat. 1 vol. gr. in-8 avec. 173 figures cu noir cl en couleurs. 12 fr.

— Fonctions de nutrition (suite et fin) : Respiration, excrétion, par
J.-P. Morar; Dlgestxon, Absorption, par M. Dovox. 1 vol. gr. in-8, avec
6'7 figures en noir et en couleurs. 12 fr.

o Par Léon PRUNIER

A= Pharmacien en chetf des Hopitaux de Paris,
. Professeur de pharmacie chimique a 'icole de Pharmacie,
, Membre de I'Académie de Médecine.

-2 volumes grand in-8¢ avee figures dans le texte 30 fr. :

3 On vend séparément : -
i. Tour 1. Gomposés minéraux. 1 vol. grand in-S° avec 137 hgures dans

le texte g .. 18 ir.
oxE II. Gomposés orgamques 1 vol. grand in-80 avec 41 ﬁgures dans’
le texte t5 fr,

Maladies de ’Enfance

PUBLIE SOUS LA DIRECTION DE MM.
J. GRANCHER

Professeur & la Faculté de médecine de Paris, :‘;
Memhre “deé P'Académie de medecine, médecin de I'hopital des Enfants-Malades.

J. COMBY A.-B. MARFAN

Médecin Agrégé,
de l'hépital des Enfants-Malades. Médecin des hopitaux.

5 vol. grand in-8° avec figures dans le texte. -. 90 fr.
CHAQUE VOLUME EST VENDU SEPAREMENT


http://lvol.gr

- Chaque volume est illusiré de nombreuses figures, la plupart lirées-en

6  MASSON ET C, Libraires de I'Académie de Médecine ‘3§

Traité d'Anatomie Humaine-

PUBLIE SOUS LA DIRECTION \DE

P. POIRIER , A. CHARPY
Professeur agrégé Professeur d’'anatomie ..~
3 la Faculté de Médecine de Paris 3 la Faculté de Médecine ~.
Chirurgien des Hopitaux. de Toulouse. R

AVEC LA COLLABORATION DE

0. Amoédo. -— Branca. — B. Cunéo. — P. Fredet. — P. Jacques. i
Th. Jonnesco. — E. Laguesse. — L. Manouvrier. — A. Nicolas.
M. Picou. — A. Prenant. — H. Rieffel. — Ch. Simon. — A. Soulié.

5 volumes grand in-8¢. En souscription : 450 fr. -

plusieurs couleurs d'aprés les dessins originaux de
MM. Ed. CuveEr et A. LruBa:
. )

ETAT DE LA PUBLICATION AU 1°* MARS 1900
TOME PREMIER
(Volume complet.)
Embryologie; Ostéologie; Arthrologie. Deuxiéme édition. Un volume
grand in-8¢ avec 807 figures en noir et en couleurs 20 fr.

TOME DEUXIEME
1er Fascicule : Myologie. Un volume grand in-8° avec 312 figures. 42 fr, .
2¢ Fascicule : Angéiologie {Caur et Artéres). Un volume grand 3
in-8° avec 145 figures en noir et en couleurs At . 8fr.
3¢ Fascicule: Angéiologie (Capilliaires, Veines). Un volume grand
in-8° avec 75 figures en noir et en couleurs . .

TOME TROISIEME |

(Volume complet.) N

1er Fascicule : Systéme nerveux (Méninges, Moelle, Encéphale). ,

1.vol. grand in-8° avec 201 figures en noir et en couleurs . . 10fr. 5

2¢ Fascicule : Systéme nerveux (Encéphale). Un vol. grand in:80
avec 206 figures en noir et en couleurs. . . ., . 42fr.

3¢ Fascicule : Systéme nerveux (Les Nerfs. Nerfs crdniens. ;

Nerfs rachidiens). 1 vol. grand in-8° avec 205 figures en noir

NG

et en couleurs. 12 fr. -, . W

TOME QUATRIEME
(Volume complet.)
ier Fascicule : Tube digestif. Un volume grand in-80, avec

158 figures en noir et en couleurs . D g BT Y N ".>N'ﬂ.n?i
2¢ Fascicule : Appareil respiratoire; Larynz, trachée, poumons, ‘B
plévres, thyroide, thymus. Un volume grand in-8¢, avec L LY

121 figures en noir et en couleurs. . . . . . | 6fr. a
3¢ Fascicule : Annexes du tube digestif; Denis, glandes salivaires, foie, ‘é e

voies biliaires, pancréas, rale. Péritoine. 1 vol. grand in-8° avec

nombreuses figures en noir et en couleurs. '

IL. RESTE A PUBLIER f‘

Les Lymphatigues qui termineront le tome II. Les Organes génito-uri- 1
naires et les Organes des sens feront, afin d'éviter des volumes d'un manie-
ment difficile, l'objet d'un tome V qui contiendra, en outre, un chapitre d'Indica-
tions anthropométriques et la Table alphabétique des matieres de I'ouvrage.
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L'EEUVRE MEDICO-CHIRURGICAL
.Dr CRITZMAN, directeur

Suite de Monographies cliniques
} SUR LES QUESTIONS NOUVELLES
en Médecine, en Chirurgie et en Biologie
\ et découvertes vieillissent pour ainsi dire au moment méme de leur éclosion.
¥, sité de leurs matiéres, ne sauraient remédier, que nous avons fondé un recueil de
B . qﬁgf:‘le but et la portée.
¥, Chaque monographie est vendue séparément. . . . . 4 fr. 28

o~ torfait et payable d’avance de 10 francs pour la France et 12 francs pour
tl’/étranger (port compris).
ol . MONOGRAPHIES PUBLIEES

1. L’Appendicite, par le D FiLix LEcUEU, chirurgien des hdpitaux(épuisé).
2. Le Traitement du mal de Pott, par le Dr A. CHIPAULT, de Paris.
‘3. Le Eavage du Sang, par le Dr LEJARs, professeur agrégé, chirur-

gien des hdpitaux, membre de la Société de chirurgie.

4. L’Hérédité normale et pathologiq{ue, par le Dr CH. DEBIERRE,

' rofesseur d’anatomie 4 'Université de Lille. .

5. L’Alcoolisme, par le Dr JAQUET, privat-docent 4 1'Université de Bile.
6. Physiologie et pathologie des sécrétions gastriques,
: par le D* A. VERHAEGEN, assistant 4 la Clinique médicale de Louvain.
‘4. L'Eczéma, par le Dr LEREDDE, chef de laboratoire, assistant de con-.
- - sultation & I'hdpital Saint-Louis.

" INe 9. La Tuberculose du rein, par le D* TUFFIER, professeur agrégé,
; chirurgien de I'hdpital de la Pitié. . .
N° 10. L’Opothérapie. Traitementde certainesmaladiespardes

- chef du laboratoire de thérapeutique i la Faculté de médecine de Paris,
| 3 et P. CARNoT, docteur &s sciences, ancien interne des hépitaux de Paris.
v Ne 11, Les Paralysies générales progressives, par le Dr KLIPPEL,
. . médecin des hopitaux de Paris. ) e .
- N 12, Le Myxoedéme, par le D THIBIERGE, médecin de I'hdpital de 1a Pitié.
“No 13. La Néphrite des Saturnins, par le D H. LAVRAND, professeur &
ks la Faculté catholique de Lille.

: agrégé, médecin de I'hdpital Saint-Antoine.
: No 15, Le Pronostic des tumeurs basé sur la recherche du
- glycogene, par le Dr A. BRAULT, médecin de I'hépital Tenon.
¥’ No16. La Kinesithérapie gynécologique (Traitement des maladies des
i femmes par le massage et la gymnastique), par le Dr H. STAPFER, anclen
~ ‘chef de clinique de la Faculté de Paris. . ]
Ne 17. De 1a gastro-entérite aigué des nourrissons (Pathogénie et
' étwologie), par A. LEsAGE, medecin des hopitaux de Paris.
Ne 18. Traitement de I'Appendicite, par Férix LEGUEU, professeur
agrégé, chirurgien des hopitaux. L.
Ne 19, Lesg l(%is de ig’énergélique dans le régime du diabéte
sucré, par le D" E. DuFousT, médecin de I'hopital thermal de Vlchf.
Ne 20. La Pesle (Epidémiologie. Bactériologie. P_roph;’ylamq. Traitement), par le
: Dr H. BourGEs, préparateur du laboratoire d'Hygiéne ala Faculté de
médecine de Paris. i .
Ne 21, La Moelle osseuse a 'état normal et dans les infections,
' par MM. H. RoGER, professeur agrégeé de la Faculté de médecine de
Paris, médec. des hopit., et O. JosuE, anc. inter. laur. des hopit. de Paris.
'No 22. L’Entéro-colite muco-membraneuse, par le D GASTON Lyox
’ "ancien chef de clinique médicale de la Faculté de Pars.

" RECENTES PUBLICATIONS (Mars 1900) !

La science médicale réalise journellement des progrés incessants; les q.uestionsw L
-, “Cest-pour obvier A ce grave inconvénient, auquel les journaux, malgré la diver-

=onographies dont le titre, I'GZuvre médico-chirurgical, nous parait bien indi- .

11 est accepté des abonnements pour une série de 10 Monographies au prix A

8. La Fieévre jaune, par Je D' SANARELLI, directeur de I'Institut d’hy;,
~ -gidne expérimentale de Montévidéo. %

extrails d'organes animaux, par A. GILBERT, professeur agrégé, -

Ne 14. Le Traitement de la Syphilis, par le D' E. GAUCHER, professeur
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Legons sur les Maladies nerveuses. Deuziéme séria: W °d°,
Hopital Saint-Antoine, par E. BRISSAUD, profesipur & la [yttt

Faculté de médecine de Paris, médecin de I'hdpital Saint-Antoine, & gplsal
o recueillies et publiées pir Henry  MEIGE. 1 volume grand in-8¢° "l vis
avec 165 figures dans le texte ' 15 fr, Qi

. i
Yusir DB
. O

puleuil;. 1

Précis d’anatomie pathologique, par L. BARD, profes-'
seur & la Faculté de médecine de I'Université de Lyon, médecin’ de
I’Hotel-Dieu. Deuxiéme édition, revue el augmentée, avec 125 figures:¥
dans le texte. ! volume in-16 diamant, de X11-804 pages, cartonnd
toile, tranches rouges . 7 fr. 50 =

it 0
byando-
pleprofe
Ryl der
 punné
i, avee
s,

Traité d’Ophtalmoscopie, par Etienne ROLLET, profes-
seur agrégé & la Faculté de médecine, chirurgien des hopitaux de.

Z v Lyon. 1 volume in-8° avec 50 photograplies en couleurs et 75 fi- |
gures dans le texte, cartonné toile, tranches rouges. 9 {r, -

4
» Lunettes et pince-nez, Etule médicale et pratique, par
... George J. BULL, docteur en médecine des Facultés de M. Gill i
%ﬁ‘: (Montréal) et de Paris, avec une imtroduction par E. JAVAL,.»% me,'
- membre de 'Académie de médecine, directeur du LaboratoireS S8 tngen
w - -d’ophtalmologie & la Sorbonne. Deuxiéme édition, revue et aug- M iiu
. mentée. 1 vol. in-8° avec 66 figures dans le texte. oo 2 fr. 3 pp
R e

Les Enfants assistés de France, par Henri MONOD, con- 3

seiller d’Etat, directeur de 1’Assistance et de I'Hygiéne publiques, » el
membre de I'Académie de médecime. 1 volume in-80 3 fr. ISSUN
ki
: iutrie

?'ﬂmw

v 5

R A T

Consultations médicales sur quelques maladies

- fréquentes. Quatritme édilion, revue et considérablement
- augmentée, suivie de quelques principes de Déontologﬁe médi-
cale et précédée de quelques régles pour l'examen des malades, . Al

par le Dr J. GRASSET, professeur de clinique médicale & 'Univer- §

sité de Montpellier, correspondant de I'Académie de médecine, 2

1 volume in-18, reliure souple, peau pleine. , 4 fr. 80 -

ArE TN g

plique
: fiun |
g
- r - 3 . glende
Traité de Microbiologie, pac E. DUCLAUX, membre de ~3S Ul
VInstitut de France, directeur de Ilnstitut Pasteur, professeur a la <3 lls

2 Sorbonne et 4 I'Instifut national agronomique. ) ol W
~ Tome I : Microbiologie générale. 41 volume grand in-89, avec fi- . &
gures . . B - 45 fr. *. -El'emen
Tome 11 : Diastases, toxines et venins. 1 vol. gr. in-8°, avec fi-

N
gures . : . . . 0 415 fr. | ly:‘]TmH[
Tome Il : Fermentation alcoolique. 1 volume grand in-8, avec ‘W . U
figures dans le texte. A5 fr. W Tl

g
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rostatiques. Création d'an urithre hypogastrique :-
pplication de cette méthode aux diverses affections
: des voies urinaires, pac Antonin PONGET, professeur/de cli-
n?ique OhiPufgiUdlU a 'Université de Lyuh, ea-chiruigien eu ohicf de
I'Hatel-Dieu, membre correspondant de ’Acadéumie de médecine, et
“Xavier DELORE, chel de clinique chirargicale & 1'Université de
Ly_ul_._ Uullll.[‘:;‘l" Eaury i :u.;. ' ].l.l.':':ln.’.h |l TR T "i' oy .l-"‘4r_
" genteuil). 1 volume in-8°, avec 42 figures dins-le texte. 8 fr.

10 i
) médm
¢ 1% fo
,'es, (6 ]
Ty

Fee

Traité clinique de PActinomycose humaine, des

B, s pseudo-Actinomycoses et de la Botryomycose,
it “par le professeur A. PONCET et L. BERARD, chef de clinique a la
us ol 4 Faculté de médecine de Lyon, ancien interne des hopitaux. Ouvrage =~

ouronné par '_Z’Acacle'hzie de médecine et par U'Institul. 1 volume
in-8°, avec 45 figures dans le texte et 4 planches hors texte e
uleurs . . . .7 o . . 42 fr.

oo Bk

g, e
e L
IRUE A
Liabord s
e ¢ i |
IE ﬁfrt_

raité des maladies chirurgicales d'origine
congénitale, par le Dr E. KIRMISSON, professeur agrégé 4.

-de la Société de Chirurgie. 1 voiume grand 'in-8° avec 311 figures-
 dans le texte et 2 planches en couleurs. 15 fr.

J0, e
publgu

54 \Manuel de’ Pathologie externe, par MM. RECLUS, KIR-

MISSON, PEYROT, BOUILLY, professeurs agréges a la Faculté de
médecine de Paris, chirurgiens des hopitaux. Edition compléte

mladieSJ illustrée de 720 figures. 4 volumes in-8°. 40 fr.
bl § Chaque volume est vendu séparément. 10 fr.
it it

it
3 [T
iy
i

@'Cliniques chirurgicales de 1'Hotel-Dieu, par
_-Simon DUPLAY, professeur de clinique chirurgicale a la Faculté
**de médecine de Paris, membre de I'’Académie de médecine, chirur-
. gien de I'Hétel-Dieu, recueillies et publiées par les Drs Maurice-
CAZIN, chef de clinique chirurgicale & I'Hotel-Diea, et S. GLADO,
_chef des travaux gynécologiques. Troisieme série. 1 volume grand:

embfé dﬂ
~“in-80 ‘avec figures 8 fr.

ULE

IA
»

o &I! b- z . ) - s .
,,a;e;-[ﬁ § Eléements de Chimie physiologique, par Maurice
amﬂ-' . ARTHUS, professeur de physiologie et de chimie physiologique &

g U'Université de Fribourg (Suisse). Troisi¢me édilion recue el aug-'
' " mentée. 1 volume in-16, avec figures dans le texte. cartonne t(;l_l;’,
: 3

’ga, i) J-‘.
113 , tranches rouges

/

AL

la Faculté de médecine, chirurgien de I’hdpital Trousseau, membre :
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L’Hygiéne du Syphilitique& par H. BouUraEs, préparateur au lahoratoire
. o .

Lo
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Bibliothaque |
d’Hygiéne thérapeutique,

DIRIGEE PAR

Lie Professeur PROUST

. Al N
Membre de I’Académie de médecine, Médecin de l'Hﬁtel-Dieu,--,:»ﬁ&é;_‘ A
Inspecteur général des Services sanitaires. -

3 . a .3 ..‘\VYA'\).
Chaque ouvrage forme un volume in-16, cartonné toile, tranches rouges,
et est vendu séparément : 4 fr. '

B 3
Chacun des volumes de cette collection n’est consacré qu'd une seule maladie 3
ou 4 un seul groupe de maladies. Grace & leur format, ils sont d'un magisment g
commode. D’'un autre cdté, en accordant un volume spécial 4 chacun des grands
sujets d’hysiéne thérapeutique, il a été facile de donner & leur développement
toute I'étendue nécessaire. ' . B
L'bygiéne thérapeutique s'appuie directement sur la pathogénie; elle doit an
ére la conclusion logique et naturelle. La genése des maladies sera-donc étudide
tout d’abord. On se préoccupera moins d’étre absolument complet que d'dtre ¥
clair. On ne cherchera pas 4 tracer un historique savant, i faire préuve de
brillante érudition, & encombrer le texte de citations bibliographiques. On s'ef-
forcera de' n'exposer que les données importantes de pathogénie et d’hygitne 3
thérapeutique et 4 les mettre en lumidre. ’ s

VOLUMES PARUS :

L'Hygiéne du Goutteux, par le professeur ProusT et A. MaTnIEU, médecin .
de T'hgpital Andral. ' '

L’Hygiéne de 1’Obése, par le professeur ProusT et A. MATHIEU, médecin de
I'hopital Andral. ’ y

L’Hygiéne des Asthmatiques, par E. Brissaup, professeur agrégé, méde-
cin de I'hépital Saint-Antoine. '

d’hygiéne de la Faculté de médecine. .
Hygiéne et thérapeutique thermales, par G. DELFAU, ancien interne des -
opitaux’de Paris. ’
Les Cures thermales, par G. DELFAU, ancien interne des hépitaux de Paris.
L’Hygiéne du Neurasthénique, par le professeur PRrousT ot G. BALLET,
profes-seur agrégé, médecin des hopitaux de Paris. . ) o8 -
L’Hygiéne des Albuminuriques, par le Dr SPRINGER, ancien interns dea.
héopitaux de Paris, chef de laboratoire de la Faculté de médecine 4 la Clinique %
médicale de I'hépital de la Charité. 2
L’Bygiéne du Tuberculeux, par le D* CEUQUET, ancien interne des hopitaux, .
de Paris, avec une introduction du Dr DAREMBERG, membre correspondant de
I'Académie de médecine. -
Hygiéne et th§r_a.peutiq;)1e des maladies dela Bouche, par le Dr Cnun’rw
entiste des hopitaux de Paris, avec une préface de M. le professeur LANNE-"K
LONGUE, membre de I'Institut. 3 B
By§1éne des maladies du Coeur, par le Dr ViQuEez, professeur agréﬁé A
a la Faculté de médecine de Paris, médecin des hépitaux, avec une préface du
professeur PoTAIN.
Hygiene du Diabétique, par A. Proust et A. MaTHIEU.

L’Hygiéne du Dyspeptique, par le Dr LiNossiER, ({)rofesseur agrégé A la

Faculté de médecine de Lyon, membre correspondant de '’Académie de méde- S
cine, médecin 4 Vichy. ‘ )

. VOLUMES EN PREPARATION F
Hygiéne thérapeutique des maladies de la Peau, par le D" THIBIEBRGE,
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' PETITE BIBLIOTHEQUE DE “ LA NATURE "

i ~_ p 2 2 4 s

| I\{ecet_tﬁgs et Procédés utiles, recueillis par Gaston TissANDIER,
,T f rédacteur en chet de la Nature. Neuvieme édition.

- Recettes et Procédés utiles. Deuxiéme série : La Science
pratique, par Gaston TissanpiEr. Cinquieme édilion, avec figures
dans le texte.. ’ .

E e

. Nouvelles Recettes utiles ot Appareils pratiques. Troisieme
;- série, par Gaston Tissanpier. Troisiéme édition, avec 91 figures dans

?‘gm; ecettes ot Procédés utiles. Cinquiéme série, par J. LAFFARGUE,
" secrétaire de la rédaction de la Nature. Avec figures dans le texte. .

Chacun de ces volumes in-18 est vendu séparément

: roché . ., 2 fr. 25 | Cartonné toile 3 fr.

“toire, par Gaston Tissanpier, rédacteur en chef de la Nature.

5, Septieme édition des Récréations scientifiques. Ouvrage couronné
r a b o S, “par U Académie (Priz Montyor). Un volume in-8° avec nombreuses ?\“"
@ figures dans le texte. Broché, 3 fr. Cartonné toile, 4 fr. 4

cie il

—_—
iplhuxaﬁ e » 1 ] [ ] - " .
<> Dietionnaire usuel ses Sciences médicales
ieninléﬁf, )
e b (B PAR MM,

" DECHAMBRE, MATHIAS DUVAL, LEREBOULLET

Membres de I’Académie de médecine.

' TROISTEME EDITION, REVUE ET COMPLETEE

1 vol.gr. in-8° de 1.800 pages, avec 450 fig., relié toile. 25 fr.

Ce dictionnaire usuel s'adresse 4 la fois aux médecins et aux gens gu monde.
. Les premiers y trouveront aisément, & propos de chaque maladie, }exposé de
% tout ce. qu'il est essentiel-de connaitre pour assurer, dans les cas difficiles, un

'diain'bsuc précis. Les gens du monde sa familiariseront avec les noms souvent
‘barbares que 'on donne aux symptémes morbides et aux remédes employés pour
- lescombattre. En attendant le médecin, ils pourront parer aux premiers accidents,
ot, en cas d'urgence, assurer les premiers secours.

+
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Traiteé )
d’Analyse chimique
QUANTITATIVE PAR ELECTROLYSE
"Par J RIBAN

Professeur chargé du cours d’'analyse chimique . _
et maitrc de conférences i la Faculté des sciences de l‘Umyersnté de Paris.

1 vol. grand in-89, avec 96 figures dans le texte. 9 fr. = "

a
L’analyse quantitative par électrolyse acquiert chaque jour une plus™
grande importance. .. :
Le livre que l'auteur présente aujourd’hui sur ce sujet a pour b
non seulement d'initier le lecteur & 1'analyse chimique par electroly
mais encore de lui servir de guide dans ses applications journaliéres:g
Tenu au courant des derniers progrés accomplis, il résume I'état
actuel de la science sur la question qui en fait 1'objet.

Manuel pratique

PAR g

Lucien CUNIASSE

Chimiste-expert .
de la Ville de Paris.

Charles GIRARD

Directeur du Laboratoire municipal
de la Ville de Paris.

STATION DE CHIMIE VEGETALE DE MEUDON
(1883-1899 "

Chimie végétale |
et agricole

PAR

M. BERTHELOT £ et

Sénateur, Sccrétaire perpétuel do I'Académie des Sciences, . - - -
Profcsseur au College de France. ‘ :

4 volumes in-8° apec figures dans le texte 36 ir. * "l"”oidh
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4

LA

Jlnistrihuliun 0'Energie Electrique

EN ALLEMAGNE

- PAR

. Charles BOS J. LAFFARGUE

- 'Député de la Seine Ingemeur-Electmclen
AncienConseiller municipal de Paris Licencié ¢s sciences Physiques
 Ancien Rapporteur des questions Attaché au Service Mumclpal
'énergie électrique A 'Hotel de Ville. d'Electricité de la Ville de Paris.

n beau volume trés grand in-8°. illustré de 203 planches et ﬁgures
avec de nombreux tableaux:

Relié toile. .- d 22 fr.

,"La‘ Photographie Prangaise

 REVUE MENSUELLE ILLUSTREE

des Applzcatzons de la Photographie a la Science, & U'Art
et & Ulndustrie.

Louis GASTINE, DirRECTEUR —.n

ABONNEMENTS :

UN AN. — Pars, 6 fr. 50. — Provincg, 7 fr. — ETRANGER, 8 fr.’{-f»v"‘
Prix spéciaux pour les abonnés de LA NATURE
Paris : 5 fr. — Départ. : 5 fr. 50. — Etranger : 7 fr.

L3

: 3 . . 3
Envoi de numéros spécimens & toule personne qui en fait la demande. |
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Traité de Géologie
Par A. DE LAPPARENT
Membre de I'Institut, professeur & I'Ecole libre des Haules-Etudes.

QUATRIEME EDITION
entiérement refondue et considérablement augmantée.

3 vol. grand in-8°, d'environ 1.850 pages, avec nombreuses figures,
carles el croquis. . 35 fr. =

La quatriéme édition du Traité de Géologie ne se distingue pas seu-
lement par le soin que lauteur a mis & tenir son ceuvre an courant - 38
de toutes les acquisitions nouvelles de la science, soin dont témoigae
suffisamment 'augmentation considérable des chapitres consicrés aux
terrains sédimentaires. ' ' "

Ce qui caractérise essentiellement cette nouvelle édition, c'est la

refonte devant laquelle 'auteur n'a pas reculé pour substituer a la con- ¥
sidération des systémes géologiques celle des élages, divisions beau- 8
coup plus étroites, dont il s'est efforcé de suivre les variations d'une
fagcon méthodique. Pour cela, il a essayé de reconstruire, autant que
possible pour chaque étage, les contours probables des anciennes mers. . -*'
On trouvera ce dessein réalisé par environ 20 planisphéres, 30 cartes £ i
d'’Europe et 25 cartes de France. C'est la premitre fois qu'une pareille %
tentative est faite sur une aussi vaste échelle. Si I'hypothése a ngces-; - Iur
sairement une grande part dans ces Teconstitutions qui ne peuvent 1
étre considérées que comme de simples ébauches, on ne saurait mé- .
connaitre le grand intérét qu'elles donnent & I'histoire des périodes, . :
en dépouillant les deseriptions géologiques de leur aridité tradition- - Tm
nelle. On reconnaitra en méme temps qu'elles sont de nature & sim-- "%
plifier beaucoup la tache des étudiants. o

Aussi avons-nous la confiance que P'ouvrage ainsi amélioré, aug-'

menté de plus de 200 pages et enrichi d'une centaine de dessins nou- 5 Pl
veaux, méritera de plus en plus le crédit exceptionnel dont il a joui ;&
~jusqu’a ‘présent. V2l G che

Les tertres funéraires d’Avezac-Prat (Hautes-Pyrénées), §*
par Ed. PIETTE <t J. SACAZE. 1 albuw grend in-&. contenant

4 feuilles de texte et 29 planches lithographiées en couleurs, par
J. Puroy 25 fr. “% pyyg
P 5 . ! ‘tB'loloU‘]e]
L’Anthropologie et la science sociale, Scienceel fo: %

par Paul TOPINARD, ancien secrétaire général de la Société d'an- .

thropologie de Paris. 1 vol. in-8° écu de 578 pages ... 61

D~ Gilhert BALLET, professeur agrégé & la Faculté de médecine [ ALl
de Paris, médecin de I'hdpital Saint-Antoine, membre de la Société -
de neurologie et de la Société médico-psychologique. 1 vol. in-16, |

Swedenborg : Histoire d'un visionnaire au XVIIe siccle, par 1e': EU
avec un portrait de Swedenhorg ‘

N
2 tr. 50 °
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Traité de Zoologie

"Par Edmond PERRIER
Membre de 'Institut et de I’Académie de médecine, . 3%
isroteSSeur au Muséum d’Hijstoire Naturelle. T

ETAT DE LA PUBLICATION

s ol
il ., wFascicure 1: Zoologie générale. 1 vol. gr. in-8° de 412 p. avec 438 figures. .
s dang le texte. . .. ... ... ... . 12 fr,

" M, Fascicure 11 Protozoaires et Phytozoalres 1 vol. gr 1n-8° de

452 p., avec 243 figures. . . . . . .. L0 ..., 10 fr.

'AschULE 111 . Arthropodes 1 vol. gr. in-8° de 480 pages, avec
AT 2B figures. . o L. L L 0L, 8 fr.

: Ces trois fascicules réunis forment la premiére partle 1 vol. ‘in-8
~ de 1344 pages, avec 980 figures. . . . . . . 30 fr. S
, ~;F‘Ascrcum IV : Vers et Mollusques. 1 vol. gr. in-8 de.792 pages :
7 ravec 566 ﬁgures dansletexte. . . . . . .. 16 fr. ¢
FascicuLe V: Amphioxus, Tuniciers. 1 vol. gr, in- 80 de 221 pages, ¢
avec 97 figures dans le texte v 8 fr. 'n
\

. g Cours pré arat01re au Certificat '
it I d'Etudes Physiques, Chimiques et Naturelles (P. C. N.)

“:f COURS ELEMENTAIRE DE Z0OLOGIE

alious diy i}
. At gy
1e1me>mb ‘

s S Par Rémy PERRIER
b > Maitre dé conférences a la Faculté des Sciences de I'Université .de Paris,
m paret Chargé du Cours de Zoologie

4 16
1t paul §
sauralt o, |
s piies

il
12 4 S

Pourle certificat d’études physiques, chimiques et naturelles.

1 vol. in-8¢ avec 693 figures. Reli€ toile : 10 fr.

Traite de Manipulations de Physigue

Par B.-C. DAMIEN

Professeur de Physique &1a Faculté des sciences de Lille.

el R. PAILLOT

Agrege chef des travaux pratiques de Physique 4 la Faculté dessciencesde Lille.
' 1 volume in-80 avec 246 fiqgures dans le texte. 7 fr.

 Himnts de Cuimie Organiue ot do Chimis Biooiqu

Par W. (ECHSNER DE CONINCK
Professeur 4 la Faculté des sciences de Montpellier, Membre de la Société
de Biologie, Lauréat de I'Académie de médecine et de 'Académie des scienees.

1 volume in-16 2 fr.

VIENT DE PARAITRE

- ELUEMENTS DE CHIMIE DES METAUX

* A L’USAGE DU COURS PREPARATOIRE AU CERTIFICAT D’ETUDES P.C.N.

_ Par le Professeur W. (ECHSNER DE GONINCK

"Membre delaSociétéde Biologie, lauréat de I'’Académie de Médecine
et de 'Académie des Sciences.

1 volume in-16 2 fr.

fiot, 1 -
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LA GEOGRAPHIE

BULLETIN

DE LA

LT

M. CnariEs RABOT, Secrétaire de 1la Rédaction .

La Société de Géographie a, jusqu'a la fin de I'année 1899, consacré
4 la publication des comptes rendus de ses séances et des communi- ¥
cations de ses membres deux recueils distincts : le Bulletin (rimestriel &
et les Comptes rendus. La Société a désiré, & partir de 1900, en agran- |
dir le cadre et faire de la 8¢ série de ses publications, sous le nom de §
La Géographie, un organe plus complet, et 3ui- deviot & proprement ¥
arler un journal digne d'elle, digne aussi de 'importance que prend
e jour en jour en France la science géographique, .
Chaque numéro, du format grand in-8°, composé de 80 pages et *- ,
accompagné de cartes et de gravures, comprend des mémoires, une ﬁ UATER
chronique, une bibliographie et le compte rendu des séances de la
Société de Géographie. . ) 4
Dans le nouveau recueil, les explorateurs exposent les résultats i
techniques de leurs voyages; les savants, leurs études sur les phéno- -
“ménes actuels, et leurs recherches-dans le domaine des sciences natu-
relles connexes 4 la géographie. La nouvelle publication n’est pas un
recueil de récits de voyages pittoresques, mais d'observations et de
renseignements scientifiques, Elle s'efforce de suivre la grande tradi=*
tion géograghique de la France, illustrée par les d’Abbadie; les Du-
veyrier, les Grandidier, et continuée avec éclat par de jeunes explora-~
teurs. L'étude de la terre, a tous les points de vue et considéréesous @
tous ses aspects, tel est le programme de la Société de Géographie, :
tel sera celui de son nouvel organe. .
La chronique rédigée par des spécialistes pour chaque partie du
monde fsit connaitre, dans le plus bref délai, toutes les nouvelles re-
cues des voyageurs en mission par la Société de Géographie, et pré-
sente un résumé des renseignements fournis par les publications étran-
geéres : elle constitue, en un mot, un résumé du mouvement géogra-
phique pour chaque mois. x

PRIX DE L'’ABONNEMENT ANNUEL
Panis : 24 fr. — DipARTENENTS : 26 fr. — ETrANGER : 28 fr.
Prix du numéro : 2 fr. 50 )

B coand.
. et eapl

3 ng? prineips

Du vobime

Léy
Orand ing

I}

U vl

Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. — 18083.
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"LIBRAIRIE GAUTHIER-VILLARS
. Bh. nnA_r DFS GRANDS-AURUSTINS, A- PARIS,

' . e

A Envoi franco contre mandat-poste ou valeur sur Paris.

' ENCYCLOPEDIE DES TRAVAUX PUBLICS

ET ENCYCLOPEDIE INDUSTRIELLE.

 TRAITE DES MACHINES A VAPEUR

PAR
- ALHEILIG, l Camille ROCHE,
“Ingénieur de la Marine. Ancien Ingénieur de la Marine.
DEUX BEAUX VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT (E. L.) :

TOME Ivi Thermodynamique. Puissance des machines, diagrammes et formules. Indi-,
cateurs. Organes. Régulation. Epures. Distribution et changement de marche. Alimen-
tation etc. ; X1-604 pages, avec 412 figures; 1895.......... T TS [ s - 20 fr.

ToME II: Volants régulateurs. Classification des machines. Moteurs i gaz, a pétrole

revient, d’exploitation etde construction ; Iv-560 pages, avec 281 figures;1895. 18 fr.

CHEMINS DE FER

MATERIEL ROULANT. RESISTANCE DES TRAINS. TRACTION.

PAR .
A. PULIN,
Ingr Inspr pal aux chemins de fer du Nord.

"t E. DEHARME,
. [hgr principal 4 la Compagnie du Midi.

Un volume grand in-8, xx11-441 pages, 95 figures, 1planche; 1895 (E.I1.). 151r.

VERRE ET VERRERIE

PAR
Léon APPERT et Jules HENRIVAUX, Ingéniéurs.

Grand in-8, avec 130 figures et 1 atlas de 14 planches; 1894 (E.1).... 20 fir.

INDUSTRIES DU SULFATE D’ALUMINIUNM,
DES ALUNS ET DES SULFATES DE FER,

Par Lucien GESCHWIND, Ingénieur-Chimiste.
Un volume grand in-8, de vii-364 pages,avec 195 figures; 1899 (E.1I.). 10fr.
1

REDIGE CONFORMEMENT AU PROGRAMME DU COURS DE L'ECOLE CENTRALE. iy
’ o

" ¢t A air chaud. Graissage, joints. Montage et essais. Passation des marchés. Prix de | -

v

g
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LIBRAIRIE GAUTHIER-VILLARS , 1

COURS DE CHEMINS DE FER

PROFESSE A L'ECOLE NATIONALE DES PONTS ET CHAUSSEES,

Par C. BRICKA,
Ingénieur en chef de la voie et des batiments aux Chemins de fer de l’Etg,t. ]

DEUX VOLUMES GRAND IN-8; 1894 (E. T. P.)

ToMmE I : Etudes. — Construction. — Voie et appareils de voie, — Volume de viil- s
634 pages avec 326 figures; 1894 ... ... ...l ET S - S 20 fr.
ToMe If : Matériel roulant et Traction. — Exploitation technique. — Tarifs, — Dé-
enses de construction et d’exploitation, — Régime des concessions. — Chemins de
er de systémes divers. — Volume de 709 pages, avec 177 figures; A89%4. .... 20 fr.

COUVERTURE DES EDIFICES

ARDOISES, TUILES, METAUX, MATIERES DIVERSES,
Par J. DENFER,

Architecte, Professeur a PEcole Centrale,

UN VOLUME GRAND IN-8, AvEC 429 r16.; 1893 (E. T. P.).. 20 Fr.

o Togl D)
S i, Cha
L dlifg.e
Tnel:
Hes prafique
e, — Ve
Pods ¢ réss

CHARPENTERIE METALLIQUE

MENUISERIE EN FER ET SERRURERIE, PQ‘:\T

Par J. DENFER,
Architecte, Professeur a I’Ecole Centrale.

DEUX VOLUMES GRAND IN-8; 1894 (E. T.P.).

ToME I : Généralités sur la fonte, le fer et Pacier. — Résistance de ces matériaux.
— Assemblages des éléments métalliques. — Chainages, linteaux et poitrails. — Plan-
chers en fer. — Supports verticaux. Colonnes en fonte. Poteaux et piliers en fer. —
Grand in-8 de 584 pages avec 479 figures; 1894.. ... covei i 20 fr.

ToME II : Pans métalliques. — Combles. — Passerelles et petits ponts. — Escaliers -
en fer. — Serrurerie. ( Ferrements des charpentes et menuiseries. Paratonnerres. Cl6- .
tures métalliques. Menuiserie en fer. Serres et vérandas). — Grand in-8 de 626 pages .
avec 571 figures; 1804........... -..... . s e A AT, B 20 fr.

ELEMENTS - ET ORGANES DES MACHINES

Par Al. GOUILLY,

Ingénieur des Arts et Manufactures,

5
£ =

GRAND IN-8 DE 406 pAGES, AVEC 710 r1c.; 1894 (E.1.).... 12 ra.

GRAN
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Lﬁ?RAI—RIE- GAUTHIER-VILLARS-
- BLANCHIMENT ET APPRETS
TEINTURE ET IMPRESSION

Ch.-Er. GUIGNET, ’

Directeur des teintures Aux Manufac-
' tures nationales
des Gobelins et de Beauvais.

N

F. DOMMER,

Professeur’ & I'Ecole de Physique
"et de Chimie industrielles
de la Ville de Paris.

E. GRANDMOUGIN,

' Chimiste, ancien Préparateur a YEcole de Chimie de Mulhouse.

TILLONS DE TISSUS IMPRIMES; 4895 (E.L.)....... 30 ¥r.

CONSTRUCTION PRATIQUE des NAVIRES de GUERRE

Par A. CRONEAU,

Ingénieur de la Marine, .
Professeur 2 ’Ecole d’application du Génie maritime,

DEUX VOLUMES GRAND IN=8 ET ATLAs; 1894 (E. L).
" TOME I: Plans et devis. — Matériaux. — Assemblages. — Différents types de na=~

'\ vires. — Charpente. — Revétement de la coque et des ponts. — Gr. in-8 de 379 pages

avec 305 fig. et un Atlas de 11 pl. in-4¢ doubles, dont 2 en trois couleurs;1894. 18fr.
ToMmE II : Compartimentage. — Cuirassement. — Pavois et garde-corps. — Ouver-

- tures pratiquées dans la coque, les ponts et les cloisons. — Piéces rapportées sur la
" coque.-— Ventilation. — Service d’eau. — Gouvernails. — Corrosion et salissure. —
- Poids et résistance des coques. — Grand in-8 de 616 pages avec 359 fig.; 1894. * 15 fr.

PONTS SOUS RAILS ET PONTS-ROUTES A TRAVEES
METALLIQUES INDEPENDANTES.

_UN VOLUME GRAND IN-8 DE 674 PAGES, AVEC 368 FIGURES ET ECHAN- =~

-

FORMULES, BAREMES ET TABLEAUX

Par Ernest HENRY,
Inspecteur général des Ponts et Chaussées.
/ UN VOLUME GRAND IN-8, AVEC 267 Fic.; 1894 (E. T. P.).. 20 rr.

Caleuls rapides pour I'établissement des projets de ponts métalliques et pour le con-
tréle de ces projets, sans emploi des méthodes analytiques ni de la statique graphique
(économie de temps et certitude de ne pas commettre d’erreurs).

TRAITE DES INDUSTRIES CERAMIQUES

TERRES CUITES.,
PRODUITS REFRACTAIRES. FAIENCES. GRES. PORCELAINES.

Par E. BOURRY,
Ingénieur des Arts et Manufactures,

GRAND IN-8, DE 733 PAGES, AVEC 349 Fi1c.; 1897 (E. 1.).

20 Fr
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RESUME DU COURS
MACHINES A VAPEUR ET LOCOMOTIVES °

PROFESSE A L'ECOLE NATIONALE DES PONTS ET CHAUSSEES.
Par J. HIRSCH,

Inspecteur général honoraire des Ponts et Chgu_lssées,
Professeur au Conservatoire des Arts et Metjers.

DEUXIEME EDITION.
Un vol. gr. in-8 de 510 p. avec 314 fig.; 1898 (E. T. P.).... 18 fr.r-m

LE VIN ET L’EAU-DE-VIE DE VIN

Par Henri DE LAPPARENT,
Inspecteur gén_éral de I'Agriculture.

INFLUENCE DES CI::P.AGES, DES CLIMATS, DES SOLS, ETG., SUR LA QUALITE DV
VIN, VINIFICATION, CUVERIE ET CHAIS, LE VIN APRES LE DECUVAGE, ECO=- .
NOMIE, LEGISLATION,

GRAND IN-8 DE X11-333 PAGES, AVEC 111 FIGURES ET 28 CARTES DANS
LE TEXTE; 1895 (E. L).. ........ .... Y i 12 FR.

TRAITE DE CHIMIE ORGANIQUE APPLIQUEE

Par A. JOANNIS,
Profesgeur & la Faculté des Sciences de Bordehux,
Chargé de cours i la Faculté des Sciences de Paris.

DEUX VOLUMES GRAND IN-8 (E. I.).

ToMmE 1 : Généralités. Carbures. Alcools. Phénols. Etheérs, Aldéhydes. Cétones.
Quinones. Sucres. — Volume de 688 pages, avec figures; 1896.............. 20 fr. %
Tome II : Hydrates de carbone. Acides monobasiques a fonction simple. Acides -
polybasiques & fonction simple. Acides a fonctions mixtes. Alcalis organiqucs. Amides. .
Nitriles, Carbylamines. Composés azoiques et diazoiques. Composés organo-métal-
liques. Matiéres albuminoides. Fermentations. Conservation des matiéres alimentaires..
Volume de 748 pages, avec figures; 1896 . .......c.ovviiivrrinerrenennnne 16 fr

MACHINES FRIGORIFIQUES |
PRODUCTION ET APPLICATIONS DU FROID ARTIFICIEL, -

8w

il

Inge
© TAITDE

Irletgenr

U volun
Sy

Ingénieur, Professeur i 1'Université de Halle. i
TRADUIT DE L’ALLEMAND AVEC L’AUTORISATION DE L’AUTEUR. : B D’E
PAR -

P. PETIT, i

Professenr & la Faculté des Sciences J. JAQUET,
de Nancy ' . o
Directeur de I’Ecole de Brasserie. A E L
Un volume de 1x-186 pages, avec 131 figures; 1898. ........ 7 fr.

5 Thige




_‘ LIBRAIRIE GATjTHIER VILLARS

' MANUEL DE DROIT ADMINISTRATIF

SERVICE DES PONTS ET CHAUSSEES ET DES CHEMINS VICINAUX,
Par G. LECHALAS, Ingénieur en chef des Ponts et Chaussées.
DEUX VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT (E.T.P.).
ToME 1;1889; 20 fr. — ToMmE II ('1r°partie' 1893); 10 fr. 2epartie;1898; 10 fr.

'COURS DE GEOMETRIE DESCRIPTIVE

ET DE GEOMETRIE INFINITESIMALE,

Par Maurice D’OCAGNE,
Ingret Prof* 3 IEeole des Ponts et Chaussées, Repetlteur 2 PEeole Polytechnigue.

GR. IN-8, DE X1-428 p., AVEC 340 FiG.; 1896 (E. T. P.).. 12 FR.

\ qracn pf
CUVAGE, iu};

LES ASSOCIATIONS OUVRIERES '

ET LES ASSOCIATIONS PATRONALES,

Par P. HUBERT-VALLEROUX,
- Avoeat & la Cour de Paris, Docteur en Droit.

GRAND IN-8 DE 361 racEs; 1899 (E. LYo... .. .... 10 FR.

- TRAITE DES FOURS A GAZ
] A CHALEUR REGENEREE.

DETERMINATIO‘N DE LEURS DIMENSIONS.
Par Friedrich TOLD,
i\ Ingénjeur, Professeur & l'Académie impériale des Mines de Leoben.

TRADUIT DE L’ALLEMAND SUR LA 2¢ EDITION REVUE ET DEVELOPPEE PAR L’AUTEUR,

Par F. DOMMER,
i Ingénieur des Arts et Manufactules :
* Professeur i 1’Ecole de Phy51que et de Chimie industrielles de la Ville de Paris,

i |
i

Un volume grand in-8 de 392 pages, avec 68 figures; 1900 (E. I.). 11 fr.

PREMIERS PRINCIPES

D’ELECTRICITE INDUSTRIELLE

PILES, ACCUMULATEURS, DYNAMOS, TRANSFORMATEURS,
' Par Paul JANET,
Chargé de cours A la Faculté des Sciences de Paris,
Directeur de I’Ecole supérieure d’Electricité.

Troisiéme édition entiérement refondue. — In-8, avec 169 figures; 1899. 6fr.

Ui
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UNE EXCURSION ELECTROTECHNIQUE

EN SUISSE,
PAR LES ELEVES DE L'ECOLE SUPERIEURE D’ELECTRICITE,
AvEc UNE PrErAcE pE P. JANET,

Directeur de V'Ecole supérieure ’Electricité. ,
Un volume grand in-8, avec 48 figures; 1899..............00ivv. 2Ir. 75 ¢,

"4
2

DEUXIEME EXCURSION ELECTROTECHNIQUE EN SUISSE,
PAR LES ELEVES DE L’EGOLE SUPERIEURE D'ELECTRIGITE.

I faseie

Tndhuct

At

COURS DE PHYSIQUE s
Lauits

DE L’ECOLE POLYTECHNIQUE, K WY

. Dessu

Par M. J. JAMIN. meg{

" Sow

QUATRIEME EDITION, AUGMENTEE ET ENTIEREMENT REFONDUE ?.Prsoéis;
Par M. E, BOUTY, Jar B

Professeur & la Faculté des Sciences de Paris. " Y (") Les

SR S )

tiles; T

Quatre tomes in-8, de plus de 4000 pages, avec 1587 figures et v
14 planches sur acler dont 2 en couleur; 1885-1891. (OUVRAGE &
COMPEET) .t P T 5 A T A S i G B Senin ¥ Pt BB 1 il 72fr. '

On vend séparément :

ToME 1. — 9 Ir.
(*) 1°* fascicule. — Instrumenis de mesure. Hydrostatique; avec

150 figures et 1 planche.......ovvvrvnrunenerennnns vepen. BT »ig&" {
2¢ fascicule. — Physique moléculaire; avec 93 figures... 4fr. ;;3 h:‘\
ToMg 1I. — CHALEUR. — 15 fr. ¥
‘ [
(*) 1+ fascicule. — Thermométrie, Dilatalions; avec 98 fig. 5 fr.
(*) 2 fascicule. — Caloriméirie; avec 48 fig. et 2 planches... 5 fr. i
3+ fascicule. — Thermodynamzque Propagatwn de la cha- i
letn; aues AT eINeS: a ot bid 12w 1% Rda St n 90 . K wl B0 . 5 fr. f B
y
.- 'u,‘




LIBRAIRIE GAUTHIER-VILLARS

b

ToMmE III. — AcouUsTIQUE: OPTIQUE. — 22 fr.

© 1i=fasciculs. — Acoustique; avec 123 figures............ 4 fr.

o 1 *) 2 fascicule. — Optique géométrigque; avec 139 figures et 3plan-
e = A T T e P R IT TP T 1 . 4 fr.
3¢ fascicule. — Etude des radiations lumineuses, chimiques

. et calorifiques; Optique physique; avec 249 fig. et 5 planches,

dont 2 planches de spectres en couleur. ............... 14 fr.

_ToME IV (1% Partie). — ELEGTRICITE STATIQUE ET DYNAMIQUE. — 18 fr,

i 1= fascicule. — Gravitation universelle. Electrzczle statique;
A STl avec 155 figures et 1 planche ............... ... 0 ccveue., . TIr.

2¢ fasclcule. — La pile. Phénoménes électrothermiques et
électrochimiques; avec 161 figures et 1 planche......... 6fr.

- g, " ToMEe IV (2° Partie). — MAGNETISME; APPLICATIONS. — 13 fr.

‘3¢ fascicule. — Les aimants. Magnétisme. Electromagnetzsme
Induction ; avee 240 fEOres.. o ivppbisasaanstbotshnssonds 8 1r.

4 fascicule, — Meteorologze élecirique; applications de Uélectri-
- cité. Theorzes generales; avec 84 ﬁgures et 1 planche..... 5 fr.

TABLES GENERALES.

Tables generales, par ordre de maliéres et par noms d’auteurs
des quatre volumes du Gours de Physique. In-8; 1891... 60 c. =

Des suppléments destinés & exposer les progrés accomplis: viennent compléter ce
grand Traité et le maintenir au courant des derniers travaux.

1* SUPPLEMENT. — Cha.leur Acoustique. Optique, par E. Boury,
" Professeur a la Faculté des Sciences. In-8, avec 41 fig.; 1896. 3fr.50 c.
] v

?2° SyupPLEMENT. — Electricité. Ondes hertziennes. Rayons X;

par E. Boutv. In-8, avec 48 figures et 2 planches; 1899. 3fr.50c.

{*) Les matiéres du programme d'admission & I'ficole Polytechmque sont comprises
dans les parties suivantes de ’'Ouvrage : Tome I, 1er fascicule; Tome II, 1er et 2 fas-
cicules; Tome III, 2 tascicule.

fonsd 1

2l cours DE PHYSIQUE

1 A L'USAGE DES CANDIDATS AUX ECOLES - SPECIALES
(conforme aux derniers programmes),
PAR
James CHAPPUIS, Alphonse BERGET,

Agreve Docteur &s Sciences, Docteur és Sciences,
ique géneérale , .
Professeur de Physique g 1 Attaché au Laboratoire des recherches

3 I’Ecole Centrale i
des Arts et Manufactures. physiques & la Sorbonne,
UN BEAU VOLUME, GRAND IN-8 (23 < 16°®) DE 1v-697 PAGES,

AVEC 463 FIGURES.

e, it

b

1
5
g o

s Broché............... .G - -ex 14 fr. | Relié cuir souple......... . 17f1r.
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LEQON% ELE‘VIDNTAIRDS

D’ACOUSTIQUE ET D’ OPTIQUE

A L'USAGE DES CANDIDATS AU CERTIFICAT D'ETUDES PHYSIQUES,
CHIMIQUES ET NATURELLES (P. C. N.).

Par Ch. FABRY,

Professeur adjoint & la Faculté des Sciences de Marseille, .
Un volume in-8, avec 205 figures; 1898............ cee. 7 fr.80c¢,

TRAITE ELEMENTAIRE

METEOROLOGIE

Par Alfred ANGOT,

Météorolo§1ste titulaire'au Burean Central météorologique, . =
Professeur a l'lnstitut natlogal 1z;wrononmque et A1'KEcole supérieure
e Marine

UN VOLUME GRAND IN-8, AVEC 103 ri6. ET 4 pL.; 1899. 12 FR.

MANUEL DE L’EXPLORATEUR

PROCEDES DE LEVERS RAPIDES ET DE DETAILS

1

~ Unvolim

DETERMINATION ASTRONOMIQUE DES POSITIONS GEOGBAPHIQUES;
PAR ) Lﬂ
E. BLIM, f M. ROLLET DE L’ISLE,
Ingépieur-chef du service des Ponts Ingénieur hydrographe
et Chaussées de Cochinchine. ~de la Marine,

UN VOLUME IN-18 3ESus, AVEc 90 FIGURES MODELES D'OBSERVATIONS
OU DE CARNETS DE LEVERS; CARTONNAGE sovpLtk; 1899.. 5 ¥m.

TRAITE DE NOMOGRAPHIE.

THEORIE DES ABAQUES. APPLICATIONS PRATIQUES.

Par Maurice A’GCAGNE,
Ingénieur des Ponts et Ghaussées,
Professeur a4 I'Ecole des Ponts et Chaussées,
Répétiteur a4 'Ecole Polytechnique.

UN VOLUME GRAND IN-8, AVEC 177 riGURES ET 1 pLANCHE; 1899.
BrOCHEI . 8 s e AT . oW . 14 fr. | Relié (cuir souple)........... 17 fr.

1 . vl
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TRAITE

DE LA

FABRICATION DES LIQUEURS

ET DE LA

DIST[LLATION DES ALCOOLS
Par P. DUPLAIS Aine,
SEPTIEME EDITION, ENTI}‘ZI}EMENT REFONDUE
PAR

Uareo gl ARLIN, Répét]'::tz.lll':'e(?: 'I‘I(:c(lznnogiiEel:g;iéole
Ghimiste industriel. & I'Institut agrono?nique.

DEUX VOLUMES IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT; 1900.

ToMEI : Les Alcools. Volume de vir-613 pages avec 68 figures.......... ~8fr.
ToMETII : Les Liqueurs. Volume de 606 pages avec 69 figures............. 10 fr. .

LA TELEGRAPHIE SANS FILS,

Par André BROCA,
Professeur agrégé de Physique & la Faculté de Médecine.

* ,'_Un volume in-18 jésus, avec 35 figures; 1899........... .ot 3 fr. 50c.

LA BIGYCLETTE

SA CONSTRUCTION ET SA FORME,
Par C. BOURLET,

Docteur és Scieuces,
Membre du Comité technique du Touring-Club de France.

;|

'ISLE,

he

TN
in’

Un volume grand in-8, avec 263 figures; 1899 ...........5...... 4 fr. 50c¢c.

HISTOIRE ABREGEE

" DE LASTRONOMIE

Par Ernest LEBON,

i' Professeur au Lycée Charlemagne.
00, ’ ~  Un volume petit in-8, caractéres elzévirs, avec 16 portraits
y1, et une Carte céleste; titre en 2 couleurs; 1899. 8 fr.

1
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LECONS SUR L'ELECTRICITE

PROFESSEES A L'INSTITUT ILDCTROTECIINIQU,E MONTEFIORE
annexé a I'Université de Liége,

Par Eric GERARD,
Directeur de cet Institut.

6° EDITION, DEUX VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT.

TOME I: Théorie de PUElectricité ct du Magnétisme. Electromdtrie. Théorie et
construction des générateurs et des lransformateurs étectriques; avec 388 fi- “
gures; 4B99.. .. .. . i i e st 12f. . %

ToME II : Canatisalion et distribution dre tenc)gm élecirique, Ipplications de =
lFlectr:czte a la telcpllome a la télégr aphw ala producnon etala t)unsmlssion i ;‘
de la puissance motrice, & la traction, a I’ ecltmage ala métallalrgw et a la chimis’
industrielle ; avec 387 ﬁgmes 1900............. BeSd. cdd . P - o S T ) 12 fr.

i

E
L y DE m
(2 lusage des Eléves de Mathématiques spéciales)
Par Henri GAUTIER et Georges CHARPY,
Docteurs é&s Sciences, Uvnvol

Anciens Eléves de I'Ecole Polytechnique.

TROISIEME LDITION, ENTIEREMENT REFONDUE

UN VOLUME GRAND IN-8 DE VI-300 pAGEs, AVEC 93 FiGUREs; 1900.
Broché...... .. - B -G 9 fr. | Relié (cuir souple).... 12 fr.

LA LIQUEFACTION DES GAZ

METHODES NOUVELLES. — APPLICATIONS, i :
Par J. CAURO, ARV
Ancien Eléve de 'Ecole Polytechnique, \
Agrégé des Sciences physiques, Docteur és Sciences.

Un volume grand in-8, avee 40 figures; 1899.................... 21{r. 75 c.

PREMIERS PRINCIPES

GEOMETRIE MODERNE

A Yusage des Eléves de Mathématiques spéciales
et des Candidats a la Licence et a I'Agrégation,
Par Ernest DUPORCGQ,

Aucien Eléve de I'Ecole Polytechnique,
Ingénieur des Télégraphes.

Un volume in-8, avec figures; 1892... . .......... ........ L - . R - 3 fr. 1

>4
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IIF  LECONS D'OPTIQUE GEOMETRIQUE
Fiopg b s o "t .
a Vusage des Eléves de Mathématiques spéciales,
~ Par E. WALLON,
/ ’ . . .
i Anclen Eléve de I’Eeole Normale supérieure,
;Em“m j Professcur au Lycée Janson de Sailly.
i, Ty /. Un volume grand in-8, avec 169 figures; 1900................ 5 e e - 9 fr.
e B : .
...... 12“ 4
fl'zllmztimmJ

LECONS

SUR LA THEORIE DES FONCTIONS

EXPOSE DES ELEMENTS DE LA THEORIE DES ENSEMBLES
AVEC DES APPLICATIONS A LA THEORIE DES FONGTIONS,

1 Par Emlle BOREL,
7, ' Maitre de Conférenees a I'Ecole Nmmale supérieure.

s Un volume grand in-8; 1898 ... .. ...... ...l . 38fr. 50c.
£ LEGCONS
126

~SUR LES FONCTIONS ENTIERES,
GAZ' o ( Par Emile BOREL, )
~ \ Maitre de Conférenees & I’Ecole Normale supérieure.
)"\b’ . Un volume grand in-8;1900. . ........cooiiiiis i 3fr. 50 c.
i 75¢ ELEMENTS"
DE LA

THEORIE DES NOMBRES

Congruences. IFormes quad1atzques Nombres incommensurabies.
Questions diverses.

Par E. CAHEN,

Ancien Eleve de I'Eeole Normale supérieure,
Professeur de mathématiques spéeiales au Collége Rollin.

| UN VOLUME GRAND IN-8 pE vii-403 paces; 1900.. .... 12 Fr.
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BUVRES SCIENTIFIQUES

DE

GUSTAVE ROBIN,

Chargé de Cours & la Faculté des Sciences de Paris.

3 T Th
Réunies et publiées sous les auspices du Minislere
de Ulnslruction publique, n;:nﬁ
o
Par Louis RAFFY, 1
- Chargé de Cours d-la Faculté des Sciences de Paris, e
*7  Physique mathématique (Distribution de I'Electricité, Hydrodynarﬁique.;';‘tg_' :
' Fragments divers). Un fascicule grand in-8; 1899............... vee. BT
Ld
: Quy
-\ ”~ . b
’ < < |
/ ] . In
1l
Par Henri WEBER, %

Professeur de Mathématiques & ’Université de Strashourg.

Traduit de I'allemand sur fa deuxiéme édition

Par J. GRIESS,

Ancien Eléve de ’'Ecole Normale Supérieure,
Professeur de Mathématigues au Lycée Charlemagne.

PRINCIPES. — RACINES DES EQUATIONS. .
GRANDEURS ALGEBRIQUES. — THEORIE DE GALOIS. it

Un beau volume grand in-8 de xm-764 pages; 1898........ 22 fr.
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* LES METHODES NOUVELLES

DE LA

MECANIQUE CELESTE,

. Par H POINCARE,
Membre de lInstitut, Professeur a la Faculté des Sciences,

TROIS BEAUX VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT :

" ToME I : Solutions pérlodlques Non-existence des mtégrales umformes Solutions

' asymptotiques; 4892.... ...l 12 fr.

.ToME II : Méthodes de MM. Newcomb, Gyldén; Lindstedt et Bohlin; 1894, 14 fr.

ToMmE III : Invariants mtégraux Stabilité. Solutions périodiques du deuméme
genre, Solutions doublement asymptotiques; 1898..... .. ke [0« e -+ - - oG 13 fr.

LEQONS NOUVELLES

D’ANALYSE INFINITESIMALE

ET SES APPLICATIONS GEOMETRIQUES.

Par Ch. MERAY,
Professeur i la Faculté des Sciences de Dijon,

Ouvrage honoré d'une souscription du Ministére de I'Instruction publique.
4 VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT :

Ire PARTIE : Principes généraux;18%% ... ... ... oo e, 13fr.
IIe PARTIE : Etude monographlque des principales fonctions d’une variable ;-

ABD5... . urese ore « seevers o FERE .oy . SE e e oV WL LEET « (B « [Fene - S « il 14 fr.
II[ PARTIE : Questions analytiques classiques; 1897.. ...... ... iiill, Gfr.
IVe PARTIE : Applications géométriques clasanues 1898 ... .. ... 7 fr.

1

TRAITE I’ASTRONOMIE STELLAIRE

Par CH. ANDRE,

Directeur de l’Observatmre de Lyon Professeur d’Astronomie
2 PUniversité de Lyon.

TROIS VOLUMES GRAND IN-8, SE VENDANT SEPAREMENT :

Irs PARTIE : Ktoiles simples, avec 29 figures et 2 planches; 1899..... 3 6T « o 9 fr.
I PARTIE : Ktoiles doubles et multiples..........coveeeienn.. ve..  (Sous presse.)
IIIe PARTIE : Photométrie, Photographie. Spectroscopie.. ... +.. (Enpréparation.)




LIBRAIRIE GAUTHIER-VILLARS
BI BLIOTHEQUE

PHOTOGRAPHIQUE '}

i

La Bibliothéque photographique se compose de plus de 200 volumes et - &
embrasse ’ensemble de IaLI Ph?tugraphge considérée au point de vue de la. -

ience, de I’Art et des applications pratiques. — ~8ik
SGA cbté d'Ouvrages d'un%pcertaine étendue, comme'le Traité'de M. Davanne, \
le Traité encyclopédique de M. Fabre, le Dictionnaire de Chimie photogra-. &
phique de M. Fourtier, la Photographie médicale de M. Londe, etc., elle #
comprend une série de monographies nécessaires a celui qui veut étudier , 48
4 fond un procédé et apprendre les tours de main mdlspensabl'es pour-le %
‘metire en pratique. Elle s’adresse donc aussi bien & 'amateur qu'au profes. 4
sionnel, au savant qu'au praticien., : x

PETITS CLICHES ET GRANDES EPREUVES.

GUIDE PHOTOGRAPHIQUE DU TOURISTE CYCLISTE.
Par Jean BERNARD et L., TOUCHEBEUF.

In-18 jésus; 1898.....cciivveviiviannn.., + G e 2 fr. 75 ¢.

REPRODUCTION DES GRAVURES, DESSINS, PLANS,
MANUSCRITS,

Par A. CourrEcrs, Praticien.
In-18 jésus, avec figures; 1900 ..........cuniiin..! T S 2 fr.

LA PHOTOGRAPHIE. TRAITE THEORIQUE ET PRATIQUE,

Par A. DAVANNE.

2 beaux volumes grand in-8, avec 234 fig. et 4 planches spécimens ... 32fr.
Chaque volume se vend séparément................................. 18 fr. .

PRINCIPES ET PRATIQUE D’ART EN PHOTOGRAPHIE,
LE PAYSAGE,
Par Frédéric DILLAYE.
Un volume in-8 avec 32 figures et 34 photogravures de paysages;1899. &fr.

FORMULES, RECETTES ET TABLES POUR LA PHOTOGRAPHIE
ET LES PROCEDES DE REPRODUCTION,

Par le D¢ J.-M. EpER.

Edition revue par l'auteur et traduite de I’allemand,
Par G. Braux f{ils.

Un volunie in-18 jésus de 185 pages; 1900........... ............. %, . P 4 fr.
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'LIBRAIRIE GAUTHIER-VILLARS

TRAITE ENCYCLOPEDIQUE DE PHOTOGRAPHIE,

7% - Par C. FaBrE, Docteur &s Sciences.

. N ¥ 4 F '
- 4,be‘a1'1x vol. grand in-8, avec 724 figures et 2 planchgs; 1889-1891... 48 fr,

Chaque volume se yend séparément 14 fr.

.. Des ‘suppléments destinés & exposer les progrés accomplis viennent compléter ce
Traité et le maintenir au courant des derniéres découvertes.

“{er Supplément (A ). Un beau vol. gr. in-8 de 400 p. avec 176 fig. ; 1892." 14 fr.
2 Supplément (B). Un beau vol. gr. in-8 de 424 p. avec 221 fig.; 1897, 14 fr.

" Les 6 volumes se vendent ensemble.................. L. 72 fr.

LE FORMULAIRE CLASSEUR DU PHOTO-CLUB DE PARIS.

Collection de formules sur fiches renfermées dans un élégant cartonnage et
classées en trois Parties: Phototypes, Photocopies et Photocalques, Notes
et renseignements divers, divisées chacune en plusieurs Sections; -

Par'H. FourTiER, P. Bourerors et M. BucQueT.

Premiiére Série; 1892................ ... . e afr.
Deuxiéme Série; 1894. ... ... . e s 3 fr. 50 ec.

L’OBJEGTIF PHOTOGRAPHIQUE,
ETUDE PRATIQUE. EXAMEN. ESSAI. CHOIX ET MODE D'EMPLOIL.

Pdr P. MOESSARD,

Lieutenant-Colonel du Génie,
Ancien Eléve de I’Ecole Polytechnique.

Un volume grand in-8, avec 116 figures et1 planche; 1899..... 6 fr. 50 c.

MANUEL DU PHOTOGRAPHE AMATEUR,

Par F. Panajou,

, Chef du Service photographique & la Faculté de Médecine
de Bordeaux.

3¢ EDITION COMPLETEMENT REFONDUE ET CONSIDERABLEMENT AUGMENTEE.
Petit in-8, avec 63 figures; 1899...... ... L, 2 fr.."75 c.

MANUEL PRATIQUE D'HELIOGRAVURE EN TAILLE-DOUCE,

Par M. ScHILTZ.

Un volume in-18 jésus; 1899............ooe it fEr 1fr.75¢.

LA PHOTOGRAPHIE ANIMEE,
Par E. TRUTAT.
Avec une Préface de M, MAREY.
Un volume grand in-8, avec 146 figures et 1 planche; 1899............ 5 fr.
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DIX LECONS DE PHOTOGRAPHIE,
Par E. TRUTAT.
Un volume in-18 jésus, avec figures; 1899........cc0vvinvese o

TRAITE PRATIQUE g
DES AGRANDISSEMENTS PHOTOGRAPHIQUES |
A L'USAGE DES AMATEURS, 1

Par E. TRuTAT.

2e édition, revue et augmentée. 2 vol. in-18§ésus..veeneenininie v, 5 fy
On vend séparément : . 4

Ireo PARTIE Obtention des petits clichés, avec 81 figures; 1900.... 2 fr.-78 ¢

II- PARTIE: Agrandissements, avec 60 f‘gures 1897............. 2 fr. 7534

ENSEIGNEMENT SUPERIEUR DE LA PHOTOGRAPHIE.
CONFERENCES FAITES A LA SOCIETE FRANCAISE DE PHOTOGBAPHIE
EN 1899.

Brochures}in-s; 1899. — On vend séparément”

LA PHOTOGRAPHIE STEREQSCOPIQUE, par R. Corson.. 1 frll

LA PHOTOCOLLOGRAPHIE, par G. BALAGNY.... .. 1 fr. 250
CONSIDERATIONS GENERALES SUR LE PORTRAIT EN PHOTOM
GRAPHIE, par Frédéric DILLAYE..... ..... 1 fr. 25’ c !
LA METROPHOTOGRAPHIE, avec 17 ﬁcrures et 2 planches, pa
le Colonel A. LAUSSEDAT........ ..  ..... 21fr.75cH
LA RADIOGRAPHIE ET SES DIVERSES APPLIGATIONS avedlt
29 figures, par Albert LONDE.. .. .... . ...... 1 fr. 50 c
LA PHOTOGRAPHIE EN BALLON ET LA TELEPHOTOGRAPHIE ]

avec 19 figures, par H. MEYER-HEINE...... ... 1fr.50 (&'

SUR LES PROGRES RECENTS ACCOMPLIS AVEC L'AIDE DE LA
PHOTOGRAPHIE DANS L'ETUDE DU CIEL; avec 2 planchesille:
par P. Puisgux... ..... ... ohiE

LA CHRONOPHOTOGRAPHIE, avec 23 fig., par MAREY, 1 fr. 50c. 98

LA PHOTOGRAPHIE DES MONTAGNES, avec 19 figures, pailll
J.VALLOT ..ovv eoviivaarnennnn . 1ir. 750

LES AGRANDISSEMENTS, avec fig., par E. WALLON. 1 fr. 75 c.]
LA MIGROPHOTOGRAPHIE avec 2 planches, par MONPILLABDF.’ i

LE ROLE DES DIVERSES RADIATIONS EN PHOTOGRAPHIE, avec
8 figures, par P. VILLARD...... ....... .......... 1 fr.

LES PROGRES DE LA PHOTOGRAVURE avec ﬁgures par- Léon 1 “
ViDaL........ " (Sous presse.) 3.
28188. — Paris, Imp. Gauthier-Villars, 55, quai des Grands- -Augustins.
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