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LA
RECHERCHE DU COLIBACILLE
REVUE GÉNÉRALE DES PRINCIPAUX PROCÉDÉS
L'importance de la recherche du colibacille dans les eaux n’est plus à démontrer.
Depuis les travaux de Roper et Roux (45), en 1889, et depuis les nombreuses publications que ces travaux ont suscitées, le co/ibacille a vu son importance devenir considérable au pomt de vue de l’analyse des eaux.
Le colibacille peut, en effet, dans certaines circonstances, devenir pathogène : on connait les co/ibacilloses.
Mais là n’est pas véritablement son importance : c’est comme indice de pollulion de l’eau par les
matières fécales, les urines, les purins, les fumiers, ete., que sa découverte dans l’eau a sa principale signification hygiénique. Le colibacille se trouve d’une facon constante dans tous les excreta ; toute eau qui aura été contaminée renfermera donc du colibacille et sa seule présence devra faire considérer cette eau comme impotable. (Perruscaky et Puscu (37), Vix- CENT (59).)
D'autre part, il est extrêmement difficile d’isoler le bacille d'Eberth, même des eaux qui ont engendré une épidémie de fièvre typhoïde. Le colibacille laccompagnant toujours et étant de recherche relativement facile, c’est souvent ce dernier microbe qu’on se contente de rechercher. Une eau colibacillifère, en dehors de la contamination générale dont elle a été l’objet, peut, à un moment donné, devenir typhogène.
L'analyse bactériologique qualitative d’une eau se réduil presque toujours à la recherche du colibacille. (J, Courmonr (9).)
Aussi un grand nombre de méthodes pour déceler le colibacille dans l’eau ont-elles vu le jour durant ces dernières années.
Nous allons rapidement les énumérer.
A. — Procédés par la température.
Ce procédé, très simple, a été indiqué par Ropzr (46) en 1889. Il utilise ce fait que, seuls ou à peu près, le co/ibacille et le bacille d’Eberth, parmi
les microbes des selles ou des eaux, végètent à la température de 45 degrés.
On ensemence quelques ballons de bouillon, on les place quarante-huit heures dans une étuve à + 445, Au bout de ce temps, si les ballons sont troubles, il y a de fortes présomptions pour que l’on ait affaire à du colibacille.
ErkMann (10), en 1904, propose d’ensemencer 1 centimètre cube d’eau dans 10 centimètres cubes de solution peptonée, glucosée et de mettre à l’étuve à 46 degrés.
S'il y a du colibacille, en vingt-quatre heures le glucose fermente et il y a production de gaz
Cependant, ces derniers temps, en 1913, Bor- NAND (2), étudiant cette méthode, trouve qu’elle n’est applicable que lorsque l'infection de l’eau est récente. Les colibacilles ayant séjourné un certain temps (quatre mois et demi dans le cas particulier) à des températures basses (5, 7, 18 degrés), s’y adapteraient et, dès lors, on ne pourrait les faire multiplier à 46 degrés.
ES
B. — Procédés à l’acide phénique.
CHanremesse et Vipaz ont, les premiers, utilisé (1887) la possibilité de cultiver le co/ibacille et le bacille d'Eberth en milieux à l’acide phénique pour la diagnose de ces deux microbes,
Ils ajoutent [IV à V gouttes d’une solution d'acide phénique à 1/20° par 10 centimètres cubes de géla-— tine. Ils cultivent en boites de Petri ou en tubes
d’Esmarch. Seuls, ou à peu près, les deux microbes mentionnés végètent.
VincenT (57), en 1890, combine l’action de l’acide phénique et de la température.
Il introduit dans des ballons 10, 50, 100, 150 centimètres cubes de l’eau à analyser. Il ajoute, par 10 centimètres cubes d’eau, XX gouttes d’une solution saturée de peptone et XX gouttes d’une solution concentrée d'acide phénique. Il met à l’étuve à 42 degrés et examine au bout de vingt-quatre heures. Les bal lons, troubles, contiennent du colibacille.
PEré (38) (1891) transforme un certain volume d’eau (600-700 centimètres cubes) en milieu de culture, en lui ajoutant du bouillon peptoné (150 centimètres cubes) et une solution d’acide phénique à 5 pour 100 (20 centimètres cubes). Il chauffe de + 32 degrés à + 34 degrés et, dès qu'un trouble se produit, 1l réensemence en bouillon phéniqué. Après trois passages, faits dans les mêmes conditions, tous les microbes, sauf le colibacille et le bacille d’Eberth, ont disparu.
PaRIETTI (36) (1890), dans des tubes de bouillon de 10 centimètres cubes, ajoute IT, VI, IX gouttes d’une solution à 5 pour 100 d’acide phénique et de 4 pour 100 d'acide chlorydrique. Il les ensemence en série avec I, I, IIT gouttes, etc., d’eau soumise à l'analyse.
Le colibacille ou le bacille d’Eberth amènent un trouble au bout de vingt-quatre heures, même dans les tubes où la concentration d’acide phénique est la plus forte. Dans les tubes, où la solution est plus
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diluée, les microbes ordinaires peuvent amener un trouble, mais au bout de quarante-huit heures seulement.
I faut d’ailleurs remarquer que, dans ces procédés, où l’on utilise les bouillons phéniqués, les constatations n’ont de valeur que si elles sont faites au bout de vingt-quatre heures au plus tard. Passé ce délai, les autres microbes des eaux peuvent commencer à vécéter.
G. — Procédés utilisant la concentration ou l'enrichissement.
VaLLer (1901) entraine les microbes dans un précipité obtenu en ajoutant, par 20 centimètres cubes d’eau, IV gouttes d’une solution saturée d’hyposulfite de soude et IV gouttes d’une solution saturée d’hypo— sulfite de plomb. Après décantation, il dissout le dépôt en ajoutant goutte à goutte la solution saturée d'hyposulfite de soude. On répartit dans des tubes 10 centimètres cubes de gélatine d’Elsner modifiée par GRIMBERT et IT à IV gouttes de cette dissolution.
Le colibacille pousse au bout de trente-six heures.
Borpas (1901) filtre par aspiration dans une bougie l’eau à analvser. Il nettoie la bougie avec de l’eau stérilisée et ensemence cette eau d’après les procédés usuels.
VENEMA (56) (1906) emploie le procédé que Rix- GELING avait utilisé pour le lait. Il ensemence 5 centimètres cubes d’eau dans 50 centimètres cubes de bouillon acide (bouillon ordinaire non alcalinisé). Après vingt-quatre heures à 37 degrés, 1l y a assez
PP ARE de colis pour les faire apparaitre sur des plaques de gélatine, alors qu'auparavant on n’obtenait aucun résultat.
FeperoLr (1909) précipite par le sulfate de fer et ensemence le précipité sur gélose dans des boites de Petri.
D. — Procédé de la culture filtrante.
C’est le procédé décrit par CamBiER. Dans un tube d'Esmarch, rempli au tiers de bouillon, on place une bougie filtrante à l’intérieur de laquelle se trouve le produit de filtration ou de centrifugation de l’eau à analyser.
Lesieur (30) a montré que le colibacille et le bacille d’Eberth passent de l’intérieur de la bougie dans le tube d’Esmarch au bout de dix-huit heures, les autres microbes mettant de vingt-quatre à cent vingt heures pour traverser.
I suffira donc d’examiner au bout de vingt heures le bouillon d’après un des procédés usuels.
P. Carnor et GARNIER utilisent comme appareil de filtration un tube en U à branches de diamètre inégal, et dont la plus large contient une masse de sable, surmontée d’une petite couche de bouillon, l’autre contenant le liquide à examiner. On examine dès que le bouillon se trouble.
E. — Procédés par culture sur gélatines spéciales.
La gélatine d'ELSNER (11), qu'avait proposée cet auteur pour la différenciation du co/ibacille et du
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bacille d'Eberth à perdu toute sa valeur comme moyen différentiel. Mais, pour l'isolement du co/ibaculle de l’eau, elle constitue toujours, combinée avec les milieux phéniqués, un excellent procédé employé Journellement dans nombre de laboratoires.
La gélatine de Piorkowshy et la gélatine de Remy sont utilisées comme pour une analyse d’eau ordinaire.
F. — Procédés utilisant les milieux colorés.
Nous citerons :
La gélose fuchsinée de (asser sur laquelle le colibacille pousse en rouge.
La gélose lactosée et colorée à la rubine de Ramond, et la gélose fuchsinée d’Endo, fortement préconisée par Gage (15), en 1908, milieux incolores que les colonies de colibacilles virent au rouge.
La gélose laclosée el tournesolée de Drigalsky- Conradi, où le colibacille végète en rouge sur fond bleu.
Le bouillon lactosé et tournesolé qui vire au rouge sous l'influence du colibacille.
Le milieu de Harrison (1909), à base d’esculine et de citrate de fer. Le colibacille, agissant sur l’esculine, fait dégager de l’esculétine qui, se combinant au citrate de fer, donne un sel brun noirâtre.
Toutefois, il faut signaler que KLorz et RACGHIN (27), en 1910, ont contesté la valeur de ce milieu.
G. — Procédé au rouge neutre.
C’est ce procédé que nous allons maintenant étudier en détail.
Ce —
PRINCIPE. — HISTORIQUE. — MANUEL OPÉRATOIRE
Le procédé dit au neutral-rot est basé sur ce fait que le colibacille, en culture sur mieux au rouge neutre, réduit cette matière colorante de telle sorte que la couleur rouge rubis du milieu, passe au jaune canar! avec fluorescence verte.
C'est en 1898 que ROTHBERGER (47) a attiré l’attention sur cette nouvelle méthode de recherche du cohibacille, en publiant les résultats qu’il à obtenus en cultivant ce microbe sur un milieu de gélose colorée au rouge neutre.
HeELLER, pour rendre le milieu plus transparent, remplace la gélose par la gélatine.
En 1900, ScuerrLer (51) confirme les résultats de ROTHBERGER; mais au lieu de gélose simple il se sert de gélose glycérinée.
En 1903, Wozr (61), en étudiant la gélose au rouge neutre, démontre que l’action de l’oxygène contrarie la réduction du rouge neutre et par là-même la fluorescence et la teinte jaune canari.
En 1904, OrperoPp (35) propose l'addition de
Eu — glucose. Le colibacille, faisant fermenter le glucose, produit des bulles gazeuses dans le milieu de culture.
La même année, Srokes (54) utilise le lactose à la place du glucose, pour différencier le colibacille des espèces virant le rouge neutre, mais ne faisaient pas virer le lactose.
Mais déjà, dès 1901, Savace (43) et MakaiLz avaient proposé simultanément l'emploi d’un milieu liquide au rouge neutre ; et la même année, SAVAGE, au LXIX® Congrès de la British. med. Association, exposait les résultats obtenus par l'emploi d’un bouillon au rouge neutre, connu depuis sous le nom de bouillon de Savage.
Grâce à ce procédé, on était dès lors en possession d’un moyen permettant, à l’aide du rouge neutre, non seulement de différencier le colibacille en culture, mais encore de le déceler dans les eaux.
En 1902, Gëzes (20) étudie le procédé de Savage sur diverses espèces de colibacilles, de bacilles d’Eberth, et sur des mélanges de ces deux bactéries ; il fait cette remarque importante que la température n’influe pas sur la réaction du rouge neutre donnée par le colibacille.
En 1906, Braux (3) expose le résultat de recherches ayant pour but de déceler le colibacille dans les eaux de boisson et préconise, avec beaucoup d’insistance, le bouillon de Savage.
En 1907, Lacomme (29) perfectionne le procédé en portant le milieu à la température de 445 pour éliminer les germes qui ne peuvent végéter à cette température.
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La même année, BRAUN confirme les résultats de Lacouueet sugoère l’idée que l’on pourrait combiner le procédé de SavaGs et celui d'ErrKMANN.
LacomMe combine alors ces deux procédés et, en 1910, publie le résultat de ses travaux, d’où 1l conclut que seuls les co/ibacilles typiques donnent la réaction : production de gaz et fluorescence.
En 1907, d’ailleurs, JaroMIR Burir (25) avait déjà combiné pour déceler le colibacille : la production de gaz à 46 degrés avec la production d’acide et la réduction du rouge neutre.
En 1910, Fagre-DoMerRGuE et LEGENDRE (12) recherchent le co/ibacille dans l’eau de mer et dans l’eau de divers mollusques marins ; 1ls montrent l’influence défavorable des sels de l’eau de mer sur la réaction du rouge neutre.
La même année, ces deux auteurs font connaitre un nouveau procédé de recherche du calibacille en culture anaérobie à l’aide d’un bouillon phéniqué au rouge neutre. L'année suivante ils perfectionnent leur technique.
En 1910, Rocxaix et Durourr (42) publient un travail tentant à démontrer que la réaction du rouge neutre est l'apanage des microbes de la fermentation ammoniacale, et montrent la nécessité de la production d’ammoniaque libre dans les cultures pour que la réaction puisse s’opérer.
L'année suivante, Guerper (19) complète la connaissance du mécanisme de la réaction du neutral-rot en montrant l'importance des phénomènes de réduction. Il apporte en outre des résultats sur le rôle des
oi sucres et de l'oxygène dans la production de la réaction.
En 1914, Rocnaix (44) confirme les conclusions de GUERBET en ce qui concerne le rôle de l'oxygène et montre que les bouillons non sucrés décèlent de facon constante la présence du colibacille.
Après ce rapide exposé historique de la méthode au neutral-rot, nous allons maintenant indiquer le mode opératoire, tel qu'il est utilisé dans la plupart des laboratoires.
Le milieu au rouge neutre le plus couramment employé pour la recherche du colibacille dans les eaux de boisson est le bouillon de Savage.
Voici sa préparation :
On place 125 grammes de viande de bœuf finement hachée dans un demi-litre d’eau. On porte à l’ébullition et on laisse cuire pendant une heure.
Après refroidissement, on ajoute :
Peptone Defresne . . 10 grammes
SONIA I Cr (00, == CUCOSC RE RME 2 077 00
On ramène ensuite à 500 centimètres cubes avec de l’eau distillée. On laisse refroidir, reposer et on décante soigneusement. Puis on ajoute 5 centimètres cubes de la solution suivante :
Rouge neutre. . . D grammes TR 0100 'centimetres cubes
et on porte à l’autoclave à 115 degrés pendant trente mimutes.
On répartit ce bouillon dans différents tubes et on y ajoute l’eau à analyser dans des proportions variant de 20 à 200 p. 100.
Ensuite on met à l’étuve à 37 degrés.
Au bout de quarante-huit heures, si l’on a affaire à du colibacille, le milieu prend une belle teinte jaune canari avec fluorescence.
CHAPITRE III
APPLICATION A LA RECHERCHE DU COLIBACILLE DANS LES EAUX — CAUSES D'ERREURS
BRAUN (3) a étudié tout spécialement l'application du procédé de Savage à la recherche du colibacille dans les eaux et, en 1906, a apporté le résultat de ses recherches ayant duré deux ans.
Il ensemence avec, respectivement, 1 et 10 centimètres cubes de l’eau soumise à l'analyse, deux tubes renfermant 6 centimètres cubes de bouillon de Savage. Il met à l’étuve. Au bout de vingt-quatre heures, 1l se forme des bulles gazeuses et, suivant la quantité de colis, le milieu devient fluorescent ou jaune canarti.
Si la coloration reste la même après quarante-huit heures, on peut conclure qu'il n’y a pas de colibacille.
De son expérience, il se croit en droit de conclure :
10 LA RÉACTION EST CONSTANTE. — Dans de nombreux échantillons d’eau ayant donné la réaction du rouge neutre, il a pu déceler chaque fois le colibacille par les procédés classiques : gélose glucosée, bouillon phéniqué, petit lait, tournesolé, ete.
Une seule fois il a obtenu la réaction et n’a pu déceler le colibacille.
20 La RÉACTION EST RAPIDE. — La teinte jaune canari s'obtient après vingt-quatre heures et, au plus tard, après quarante-huit heures d’étuve.
30 La RÉACTION EST SPÉCIFIQUE. — Îla expérimenté les germes les plus variés : différentes variétés de cocci, le bacille de Læffler, toutes les races de bacilles dysentériques, le bacille pyocyanique, le pneumobacille de Friedländer, différentes races de bacilles d’Éberth, toutes les variétés de bacilles paralyphiques, un grand nombre de germes isolés des eaux.
La coloration fluorescente ou jaune canari du bouillon n'aurait été obtenue que par l’ensemencement de colibacille.
BRAUN (3) se croit donc en droit de conclure que l’on peut interpréter la réaction comme indice de la présence du coli.
Cependant cette dernière conclusion n’est peut-être pas à l’abri de tout reproche.
Nous verrons, en effet, plus loin que de nombreuses causes peuvent induire en erreur dans l'interprétation des résultats et que tous les auteurs ne partagent pas la manière de voir de BRAUN.
49 LA RÉACTION EST TRÈS SENSIBLE. — Les expérlences suivantes le démontrent :
a) 100 centimètres cubes d’eau stérile sont souillés
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avec l'extrême pointe d’un fil de platine trempée dans un bouillon de culture de coli. BRAUN ensemence L centimètre cube de cette eau dans un bouillon au rouge neutre. Après vingt-quatre heures d’étuve, réaction positive jaune Canari ;
b) Même réaction positive avec 1 litre d’eau stérile ;
c) Même résultat positif avec 2 litres d’eau stérile ;
d) Réaction toujours positive en diluant à 1/10 la solution précédente. Le résultat a été négatif avec les dilutions à 1 pour 100 et 1 pour 1.000.
0° LA REÉACTION PEUT ÊTRE UTILISÉE POUR LA RECHERCHE QUANTITATIVE DU COLIBACILLE. — Pour cela, on ensemence avecune petite pipette de L gouttes au centimètre cube un certain nombre de tubes de bouillon au rouge neutre avec des doses variables d’eau suspectée (I, V, X, XX, XXX, XL, L gouttes, par exemple).
Si, après vingt-quatre heures d’étuve, le tube qui renferme [ goutte donne la réaction, on admettra qu’il y a 0 germes de coli au centimètre cube.
Si le tube qui a L gouttes donne seul la réaction, on pourra dire que l’eau renferme 1 coli par centimètre cube.
I serait donc possible, par un simple procédé calorimétrique, de déterminer en vingt-quatre heures la présence du coli dans une eau et d’avoir une idée de sa teneur en germes.
On pourrait alors diriger ses recherches immédiatement du côté du bacille d’Eberth ; et c’est après avoir
rl 2 obtenu, à l’aide de ces analyses sommaires, des résultats très nets et très encourageants, au point de vue de la prophylaxie de la fièvre typhoïde, que Braun recommande la méthode du rouge neutre pour la recherche rapide des souillures fécales dans l’eau de boisson. Le
Malheureusement tous les auteurs ne sont pas du même avis que BRAUN en ce qui concerne la valeur de cette méthode qui, à vrai dire, n’est pas exempte de quelques inconvénients pouvant amener des causes d'erreurs capables de fausser assez gravement le résultat des analyses.
Déjà en 1898, RoTHBERGER (47), le promoteur de la méthode avait remarqué que le bacille de Nicolaier et celui de l’&ædème malin pouvaient donner la fluo— rescence.
ScHErFLER (91), en 1900, a retiré des matières fécales huit variétés de germe et des eaux trois variétés pouvant rendre fluorescent le milieu au rouge neutre.
Hunrer, en 1901, publie que le B. enteritidis, le bacille télanique et le bacille du charbon font virer le rouge neutre.
SEGALE, en 1908, constate que P’acidité produite par le colibacille dans la fermentation des sucres contrarie la réaction. De plus, il constate que certains paratyphiques font virer le rouge neutre.
Rocuaix (43), en 1909, expose que le Bacillus subtiles donne une fluorescence, mais sans changement
= 25 == de tete du milieu. La présence très fréquente du Pacillus subtilis dans les eaux de boisson de notre région, fait que cette cause d'erreur doit être particulièrement évitée. La règle suivante le permet facilement ;
S'il y a un virage au jaune canari, l’erreur ne peut être faite (le Bacillus sublilis ne faisant pas virer complètement le neutral-rot).
S'il y a fluorescence verte, il faut distinguer trois cas :
S'il n'y a pas de voile à la surface et si le milieu est trouble, on peut conclure à du coli;
S'il y a un voile à la surface et si le liquide est clair, on peut conclure à du subtilis.
Enfin, s’il y a un voile et que le milieu soit trouble, on ne peut conclure à la présence du coli qu’en recherchant les autres réactions de ce dernier microbe.
SICRE (52), en 1909 également, donne une liste de microbes faisant virer le rouge neutre. Ce sont: le B. de Schotimuller, le B. de Grærtner, le BP. fluorescens, le B. subtulis, le Micrococcus versicolor, etc. Il aurait de plus constaté que certaines races de colibacilles perdent leur vitalité à 46 degrés et que des thermophiles peuvent agir énergiquement sur les sucres.
VINCENT (60), toujours en 1909, critique vivement la méthode au rouge neutre et avance que le Proteus vulgaris, le B. megaterium, le B. pyocyanique, et diverses bactéries de la putréfaction poussent bien à 38 degrés et peuvent gêner le colibacille dans son action sur le rouge neutre. Confirmant les conclusions de Sicre, il constate que dans 5 pour 100 des cas, des bactéries banales des eaux font virer le rouge neutre.
FABRE-DOMERGUE et R. LEGENDRE (12), en 1910 et
1911, étudient une question très intéressante. C’est la recherche du colibacille dans l’eau de mer, dans les huitres et autres coquillages marins. Ils démontrent, par une série d'expériences, que l’eau de mer ralentit et diminue les cultures de cohibacille, à tel point que les procédés les plus recommandés, entre autres le bouillon de peptone glucosé au rouge neutre, perdent la sensibilité et la rapidité qui les rendaient utiles.
Rocaaix et Durourr, (42) en 1911, ont isolé de diverses urines et du purin six bacilles et deux microcoques qui donnent à la fois le virage au jaune canari et la fluorescence verte.
GuErBET (19) montre que l’oxygène de l’air a une fächeuse influence sur la production de la fluorescence. On le comprend d’ailleurs très bien depuis que l’on connait le mécanisme de la réaction.
Rocuaix (44) déduit de nombreuses expériences que les races colibacillaires produisant une forte proportion d'acide dans l’attaque des sucres empêchent le virage.
Les causes pouvant masquer ou faire disparaitre la réaction du rouge neutre dans le bouillon de Savage, ou encore celles pouvant la faire apparaitre lorsque le coli est absent, sont donc nombreuses.
Aussi pour donner plus de précision à cette méthode at-on cherché à la combiner avec d’autres, ainsi que nous l’avons rapidement indiqué dans l’historique. Mais nous allons maintenant étudier avec un peu plus de détails ces différents perfectionnements et examiner s'ils sont exempts des divers mconvénients que l’on a pu reprocher à la méthode primitive.
COMBINAISON AVEC D'AUTRES MÉTHODES
Nous avons vu, au chapitre précédent, les causes d'erreurs de la méthode de SAVAGE ; nous allons maintenant examiner plusieurs procédés qui, en se combmant avec elle, permettent d’en tirer un meilleur parti.
En 1907, LaAcOoMME (28) utilisant en même temps la méthode de SAVAGE et celle de Roper, ensemence des microbes aquatiles sur mieu au rouge neutre, et porte à la température de 44°5, pour éliminer les cermes qui ne peuvent végéter à cette température. Cette pratique est devenue courante dans les laboratoires.
De ces expériences 1l conclut qu'aucun microbe autre que le coli ne produit de fluorescence, à condition d’examiner immédiatement après vingt-quatre heures, Il fait cependant cette restriction que des colis authentiques peuvent peut-être ne pas virer le rouge neutre.
Poursuivant ces recherches, ce même auteur, sur les indications de BRAUN, combine le procédé de Savage et celui d'Eijkmann de la façon suivante :
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Il fait la solution:
Peptone . . . 100 grammes
Glucose . . . 100 —
Sel NA I ROUE
Rouge neutre. . SO1A00
Eau. . . . . 1.000 centimètres cubes
Il introduit, dans des tubes d’Eïjkmann, 15 centimètres cubes de cette solution, avec 100 centimètres cubes d’eau ensemencée avec divers microbes et constate que seuls les colibacilles typiques donnèrent, en vingt-quatre heures, production de gaz et fluorescence à la température de 45 degrés.
En 1907, JaromiR BuüLir (25) combine pour la recherche du colibacille la formation de gaz à 46 degrés, la formation d’acide et la réduction du rouge neutre.
Il opère ainsi:
Il fait macérer, pendant vingt-quatre heures, 1 kilogramme de bœuf finement haché, dans deux litres d’eau. Il prend 1 litre de cet extrait, le filtre et y ajoute :
Peptone de Witte . . 25 grammes SEL NAFR EE EI RE Ménnite ORNE UE
Après cuisson, pendant une heure et demie, il neutralise à la sonde et stérilise pendant deux heures à la vapeur.
Il mélange ensuite 100 centimètres cubes de l’eau à
analyser, 50 centimètres cubes de bouillon et 2 er. 50 d’une solution de rouge neutre à 1 pour 100 dans l’eau distillée.
[Il répartit dans les tubes d’Eijkmann et porte à l’étuve à 46 degrés.
Pour que la réaction soit positive, il faut qu'il y ait : fluorescence, production de gaz et acidité du milieu de culture.
SIGRE (52), en 1909, combine la méthode de SAvace et celle de CHANTEMESSE et WipaL en faisant un bouillon de Savage phéniqué. Il en aurait obtenu de très bons résultats.
LacommE (28), en 1910, publie le résultat de nouvelles recherches :
La formule de bouillon est la même qu’en 1907, mais 1l n’ajoute le rouge neutre que postérieurement pour éviter son altération.
Il mélange 100 centimètres cubes de l’eau à analyser avec 15 centimètres cubes de son bouillon glucosé peptoné et ajoute X gouttes d’une solution de rouge neutre saturée à chaud, filtrée et stérilisée.
I répartit dans des tubes d’Eijkmann, portés à l’étuve à 45-46 degrés.
Il a expérimenté avec des co/bacilles qui lui ont toujours donné de la fluorescence et des gaz.
Il a expérimenté avec des cultures pures des microbes suivants :
PB, pyocyanique ; PB. cinnabareus ; PB. Schotimuller ;
B. Gærtner ;
B. megaterium K.; B. proteus vulgaris ; PB. mesentericus ;
B. subtilis.
I] n’a obtenu aucune réachion.
Dans une troisième série d’expériences, 1l a expérimenté sur des mélanges de différents microbes.
Le mélange : BP. pyocyanique, PB. mesentericus fuseus, B. proteus vulgaris, B. de Schotimuller, à donné de la fluorescence, mais pas de qaz.
Le mélange : D. mesentericus vulgatus, B. megalerium K., B. proleus vulgaris, B. de Gærtlner, BP. sublilis, D. pyocyanique, PB. fluorescens non hqjuefaciens n’a donné aucune réaction.
Par contre, si à chacun de ces deux mélanges :l ajoutait des cultures de coli, la réaction apparaissait.
Il se croit donc en droit de conclure que la réaction gaz-fluorescence, en ce qui concerne le co/ibacille :
10 Est constante ;
2° Est rapide ;
39 Peut être considérée comme spécifique ; 40 Est extrêmement sensible.
La combinaison des méthodes au neutral-rot et d’Eijkmann serait donc susceptible de permettre la recherche rapide du colibacille dans les eaux de boisson.
Tous les colibacilles ne sont peut-être pas décela-
UE
bles par cette méthode, mais on peut toutefois considérer tous les germes produisant la réaction comme des colibacilles ou tout au moins comme des germes tellement voisins qu'ils indiquent sûrement une pollution d’origine fécale.
Nous venons de voir que certains colibacilles peuvent ne pas être décelés par cette méthode. Pourquoi ? C’est la question que nous allons tâcher d’élucider dans les chapitres suivants.
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MÉCANISME DE LA REACTION
Le rouge neutre, très employé en teinture, est, comme on sait, un chlorhydrate de diméthyldiaminololuphenazine symétrique, répondant à la formule :
AzH NC
ae CHE CHI D CID Ad AH PR AE ANG HI
Ce corps, soluble dans l’eau, lui communique une coloration rouge rubis.
Sous l'influence des alcalis, de l’ammoniaque en particulier, la base du rouge neutre est mise en liberté, Cette substance donne une coloration jaune orangé en solution aqueuse.
Si l’on fait agir sur le « neutral-rot » des réducteurs, tels que l'hydrogène naissant, en solution acide, le liquide devient rouge groseille, en même temps qu’apparait une légère fluorescence verte, visible par réflexion.
En solution alcaline, les réducteurs transforment
no
le rouge neutre en son hydrobase! par rupture du noyau azoté de la phénarine ; le corps obtenu donne, en solution aqueuse, une coloration jaune serin par transparence, avec fluorescence verte par réflexion.
Il est d’ailleurs facile de produire cette réaction : on place dans un tube à essai 10 centimètres cubes d’eau, additionnée de X gouttes de solution de rougé neutre à 25 pour 100. On ajoute quelques parcelles de limaille de zinc et une dizaine de gouttes d’acide acétique ou lactique. Ce mélange est légèrement chauffé : un dégagement. d'hydrogène apparaît. En continuant à chauffer, le dégagement devient régulier et abondant ; la coloration rouge, légèrement violacé, qu'a prise le neutral-rot sous l'influence de l’acidification, passe au rouge rubis, puis au rouge brique. On voit, en même temps, apparaitre une fluorescence verte, qui va s’accentuant au fur et à mesure que là réduction se produit. |
Sous l’influence de la réduction, un des deux éléments de la réaction, la fluorescence verte, a apparu. A ce moment, on décante la liqueur pour la séparer du zinc et on ajoute, goutte à goutte, un alcali, ammoniaque ou potasse. La teinte rouge brique fait place à une teinte orangée, puis à une teinte jaune canarti, quand l’alcali est en excès. |
En même temps, la fluorescence augmente jusqu'à ce que l’excès d’alcali dissolve le précipité gélatineux
1 Cette hydrobase répond à la formule suivante : AZHPX AM Se CH?
CH? C6HS — A CHEQUE 7 NX CH:
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nt d'oxyde de zinc. La fluorescence est exagérée par la présence du précipité gélatineux *.
La réaction est alors complète : coloration jaune canari par transparence, avec fluorescence verte par réflexion.
Elle est due, comme on l’a vu, à la réduction du rouge neutre en milieu alcalin.
Dans les cultures de colibacille en bouillon au rouge neutre, le mécanisme est le même.
1° FLUORESGENCE VERTE. — La réduction du rouge neutre par le colibacille est certaine. Nous n’avons pas à étudier ici le pouvoir réducteur de ce microorganisme, qu’il nous suffise de rappeler qu’il est capable de réduire un très grand nombre de substances.
CassEDEBAT (6) obtient la décoloration de la chrysoidine, de la fuchsine, du vert brillant, du violet de gentiane, du bleu de méthylène, Wursr (62) du tournesol. ELSNER (11) étudie son pouvoir réducteur sur un milieu de pommes de terre avec l’hydroquinone. CapaLpr et PROSKAUER (4) utilisent le molybdate d’ammoniaque. SMirx (53) reprend l’étude de la décoloration du tournesol et du bleu de méthylène. Wor (52) étudie l’action du colibacille sur l’oscéine. ScARZELLA (50) utilise plus de trente-quatre matières colorantes. Puis ce sont les travaux de Bucanozz (4), avec l’orseille, de Gurx (22) avec l’alizarine, de FREGONNEAU (4) avec le méthyl-orange, Lrppens (33)
! Dans les cultures, la présence des bactéries joue le rôle du précipité, en augmentant la fluorescence.
nr avec l’hémoglobine, de WicHerN (63) avec le bleu de méthylène.
Le colibacille réduit le rouge neutre au même titre que les substances précédentes, Mais il possède visà-vis de cette substance une affinité particulière, alors que beaucoup d’autres bactéries, cependant réductrices, restent sans action sur elle.
D'ailleurs, la fluorescence dans les cultures aérobies, disparait assez rapidement, l'oxygène de Pair agissant sur la matière colorante, alors que dans les cultures anaérobies, la réaction persiste très longtemps. Cette dernière observation confirme donc le rôle du phénomène de réduction dans la production du virage des cultures de colibacille en bouillon au neutral-rot,.
2° COLORATION JAUNE CANARI. — C'est sous l'influence de l’alcalinité, due à l'apparition d’ammoniaque dans les cultures, que le rouge neutre passe au jaune canari, comme l'ont montré RocHaix et Durourr (42).
Cependant cette condition n’est pas suffisante; il faut, pour obtenir le virage complet, l'intervention de phénomènes réducteurs, ainsi que l’a mdiqué GuEerBET (19.) Sous l'influence de l’alcalinité seule, on n'obtient souvent qu’une coloration jaune brique.
L'intervention du pouvoir réducteur du bacille est démontrée par les faits suivants :
1° On sait que la réaction du rouge neutre en aérobie, même quand elle s’est présentée avec toute sa netteté, disparait assez rapidement. La fluorescence disparait d’abord; cette disparition indique que les
Te processus de réduction sont terminés et que l’oxygène de l’air influe sur la matière colorante. En même temps que la fluorescence s’atténue, la coloration jaune canari tend à virer au jaune rougeûtre. Dans une culture de coli vieille de huit jours, il ne reste plus qu'une coloration pelure d’oignon. Cependant, au début de la culture, le virage jaune canari s'est produit alors qu'il n’y avait pas d’ammoniaque libre en apparence dans la culture (il s’en forme cependant des traces qui sont suffisantes pour aider les phénomènes de réduction); d’autre part, la teinte jaune disparait, malgré les proportions croissantes d’ammoniaque, en même temps que le pouvoir réducteur des bactéries s’atténue.
2° Prenons une culture anaérobie (de trois jours) de colibacille, ouvrons le tube et agitons-le à l’air ; en l’espace de quelques minutes, sous l’mfluence de l'oxygène de l’air, la fluorescence disparait et la temte jaune canar1 fait place à une teinte jaune rougeàtre ; c’est cette teinte rougeätre qui correspond à l’action de l’ammoniaque seule sur le rouge neutre.
Quelle est l’origine de lammoniaque ?
A. RocHaix et Durourr (42), au cours de recherches sur les urobactéries, ayant reconnu que ces microorganismes agissent sur le rouge neutre, ont pensé qu'il pourrait y avoir une relation entre cette action et la fermentation ammoniacale. On sait, depuis HazLé et Dissarr (23), que le colibacille est capable de transformer l’urée en carbonate d’ammoniaque.
Plusieurs faits, d’après ces auteurs, paraissent montrer les relations qui unissent les deux propriétés :
1° En faisant varier le pouvoir de faire férmenter l’urée, on observe des variations parallèles dans le pouvorr de faire virer le neutral-rot. Des cultures qui, par une série de générations artificielles, perdent leurs propriétés fermentatives, voient également disparaitre leur pouvoir de faire virer le neutral-rot. Lorsque, en reprenant ces cultures, on les excite par des passages successifs sur divers milieux appropriés, comme de l'urine par exemple, ou par des passages sur des animaux, on voit qu’elles récupèrent les unes assez vite, les autres plus difficilement, et leur pouvoir sur l’urée et leur action sur le neutral-rot. Il y a une constance presque absolue et réciproque dans l’exaltation et la disparition de ces deux propriétés.
2° Dans certaines circonstances exceptionnelles, 1l est arrivé aux deux auteurs précités de voir certaines cultures non récentes, mais n’ayant pas cependant séjourné pendant très longtemps au laboratoire, ne pas donner lieu au virage connu, lorsqu'on les ensemençait dans le bouillon de Savage. Ils ont pu faire réapparaitre cette propriété en additionnant la culture d’une petite quantité d’urée. |
Rocaix et Durourr (42) ont tiré de ces faits la conclusion que la réaction du neutral-rot est spécifique du groupe des microbes qui transforment l’urée en carbonate d’ammoniaque, comme nous l’avons indiqué ailleurs.
Ils ont conclu, en outre, que ces faits pouvaient éclaircir le mécanisme intime de la réaction du _neutral-rot. Han 4
On sait que les microbes, comme d’ailleurs tous les
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tissus vivants, déterminent, par leurs réactions vitales, la production d’urée.
Or, il est probable que les microbes de la fermentation ammoniacale, qui, seuls, sont capables de transformer l’urée en carbonate d’ammoniaque, soit aussi les seuls à transformer ultérieurement dans les cultures cette urée en composés ammoniacaux qui, par suite de réactions secondaires, donneraient momentanément de l’ammoniaque libre. L’ammoniaque, ainsi mis en liberté, agirait sur le neutral-rot, pour le faire virer au jaune.
GuERBET (19) soutient de son côté que la réaction du neutral-rot serait spécifique des bactéries ayant un pouvoir réducteur et capables de produire de lammoniaque, aux dépens de laliment azoté. Cette affirmation, comme le fait remarquer l’auteur lui-même, ne tendrait rien moins qu’à nier toute spécificité à la réaction du rouge neutre.
En effet, la plupart des microbes sont capables de phénomènes de réduction ; c’est une fonction générale de toutes les bactéries qui vivent dans la profondeur des milieux de cultures.
D'autre part, en dehors même des microbes de la fermentation ammoniacale, il en est un très grand nombre qui donnent de l’ammoniaque aux dépens des substances protéiques du milieu de culture.
Mais ce qui conserve à la réaction sa spécificité, c’est l’affinité du colibacille pour le neutral-rot, cas particulier de la règle générale d’affinité des espèces microbiennes pour telle ou telle matière réductible.
En somme, on peut dire que le virage au jaune canar!i avec fluorescence verte des bouillons au neutralrot par les eaux colibacillifères est dû à la réduction du rouge neutre, en miliea alcalin. Cette alcalinité est due à ammoniaque libre produite dans la culture et dont l’origine est encore discutée.
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ROLE DES SUCRES DANS LA RÉACTION
Divers auteurs ont préconisé les uns l’addition de elucose, les autres celle de lactose, d’autres enfin l’absence de sucre dans le but de favoriser la réaction du rouge neutre. Ils ont obtenu ainsi des résultats contradictoires.
Guerbet (19) s’est préoccupé de cette question et a fait quelques expériences en aérobie et en anaérobie d’où il résulte que l’acidité des cultures, c’est-à-dire la présence de sucres fermentescibles, est nuisible à la réaction en aérobie (voir mécanisme de la réaction, chap. V).
La présence des sucres, si elle permet de surprendre la formation des gaz dans les cultures, gêne considérablement le virage du milieu au jaune canari avec fluorescence verte.
Il est facile de le comprendre depuis que le mécanisme de la réaction du rouge neutre est connu: le virage et la fluorescence sont dus à un phénomène de réduction en milieu alcalin. Or, la fermentation des sucres aboutit à la production d’acides, le virage sera
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donc forcément gêné s’il n’est pas totalement empêché. On risquera donc d’avoir des résultats négatifs alors que l’eau renferme du colibacille.
Pour vérifier le fait, nous avons pratiqué avec M. le D' Rocxaix une série de recherches du colibacille dans l’eau comparativement au milieu du neutral-rot sucré (glycose ou lactose) et en milieu non sucré (tableau [).
Le tableau I, p. 42, nous montre que le bouillon au neutral-rot, glycosé ou lactosé, est souvent en défaut, alors que les bouillons non sucrés décèlent de façon constante la présence du colibacille.
Si nous faisons abstraction des n° 12, 14 et 21, où nous n’avons pas isolé de colibacille typique, nous trouvons que sur 43 échantillons d’eau, renfermant du colibacille, 27 fois seulement, c’est-à-dire dans la proportion de 62, 79 p. 100, le bouillon au neutral-rot sucré a donné la réaction positive, alors que le bouillon non sucré ne fut pas une seule fois en défaut. Les milieux phéniqués (milieux de Vincent) donnèrent une fois (eau n° 18) une réaction négative alors que l’eau renfermait du colibacille.
D'autre part, le virage en bouillon au neutral-rot sucré est fugace; il apparait pendant quelques heures et disparaît. Il est souvent incomplet et se réduit à la fluorescence sans production de la coloration Jaune canari. Le virage en bouillon au neutral-rot sucré est au contraire persistant ; il n’exige pas une surveillance de tous les instants pour surprendre le moment du virage. Cette différence s'explique très bien par le mécanisme de la réaction,
Tableau !
BOUILLON BOUILLON mueux | ISOLEMENT ECHANTILLON au au Te et identification Genaun 3 neutral-rot neutral-rot ha du d'eau sucrè non sucré (de Vincent) colibacille 1 Eau n° : | —+ _ + + — 2 = 3e un Sn = 3 : = + de Qi — 4i — + + :
NE ENE ge de + 60e + 4 + — 7) + + + + HA LT "i me = rh) me xp Le À — w| — + + + CE = ce Lt = — 12 Er + —- — Te Ne mr UE a 7 Li _ sa PR ES 16 We 7 SA ne es eu ds - — 17 + —- + —+ He Es a an LE ne Es LS F dE iles Fo — | + + le + =. Ai == cu 3 È 3 De ayant Sn 50 — 2e he sa tous les carac- = dE ie + | mas natté Hole | PR 5 nà — 25 = + 4e +- ait et ne fai- — 26 à de + | amet = 27 — à — 8| + <- = :
29 te a 5e Eu = 0 de LE + + — 4. + + + + — à| + . + .
1 299 + + + + nr oi ie 3 = te — 3} + . + + AVEC RE + 7e Fe 007 = Se ne de NE LE “ + 3.
200 Le Se Se Lu mn + + + on No + + + re Se 3e ete te — BB) + + : + — | — + + + HE + + + 0 SE 4e Su SE
1 Ont été considérés comme colibacilles, les bacilles ayant présenté les ca” ractères suivants : colonies rouges sur milieu d'endo-mobilés, ne prenant pas le grain, faisant coaguler le lait, virer au rouge le bouillon lactosé, tournesolé ne liquéfiant pas la gélatine, donnant de l'endol (procédé de Salkowsky).
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On peut, par contre, se demander si le milieu non sucré n’est pas trop sensible et si le rouge neutre, dans ce cas, ne se laisse pas trop facilement influencer par des microbes réducteurs autres que le colibacille. L’échantillon d’eau n° 12 en effet a donné une réaction positive, alors que nous n’avons pu isoler de colibacille de l’eau. Pour répondre à cette question nous avons ensemencé en bouillon au neutral-rot non sucré un grand nombre de microbes; seuls, des microbes de la fermentation ammoniacale, les paratyphiques Aertryck, Kurth, Para-B. (Rennes), Para-B. (Lyon), Conrad, Schootmiüller, nous ont donné le virage complet. Le Bacillus subtilis, le Mesentericus vulgatus, le Mesentericus niger ont produit, dans les vingtquatre heures, un peu de fluorescence. Les autres microbes, pathogènes ou saprophytes, ensemencés (environ une soixantaine) n’ont donné ni fluorescence, ni virage au jaune canari.
Pourquoi certaines eaux colibacillifères font-elles virer le neutral-rot 2lycosé ou lactosé, alors que d’autres restent sans effet et ne font virer que le bouillon au neutral-rot non sucré ?
Nous avons isolé des cultures en bouillon au neutral-rot sucré, un certain nombre de races de colibacilles dont nous avons étudié la fonction acidogène.
De l’échantillon n°7, nous avons isolé cinq races de coli, pour les soumettre à cette étude (tableau IT).
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Tableau Il RACES BOUILLON BOUILLON BOUILLON de au neutral-rot au neutral-rot tournesolé- LAIT OBSERVATIOMS colibacilles glycosé non sucré lacté Coli À — + Je _e Résultats Coli B |Virage complet ue _ == au bout au jaune canari de 48h avec fluorescence. Coli G | Fluorescence. + 4e _ Pas de virage au jaune canari.
Coli D |Légère fluores- + de ce cence. Pas de virageau jaune canari.
Coli E — CT AE es
Nous avons isolé de l’eau n° 19 deux races de colibacilles (tableau IT) :
Tableau III
RACES BOUILLON BOUILLON BOUILLON de au neutral-r0t au neutral-rot | tournesolé- LAIT OBSERVATIONS Colibacilles glycosé non sucré lactosé Coli A — se ne de Coli B — . 2 Coagulation non complète
De l’eau n° 35 nous avons isolé huit races de coli (tableau IV) :
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Tableau IV RACES [l BOUILLON BOUILLON BOUILLON OBSERde au neutral-rot au neutral-rot lactosé LAIT colibacillee glycosé non sucré tournesolé VATIONS Coli À | Fluorescence. Do cu as Pas de virage au jaune canari.
Coli B Id. + 2e 4e Coli C |Légère fluores- + A Coagulation cence. Pas de incomplète virage aujaune canari. Coli D Id. + + Id.
Coli E Id. ia ie ee Coli F Id. 25 2e EE Coli G Fluorescence + + — Pas de virage au jaune canari. |
Les tableaux II, II et [IV montrent d’une façon très nette que les colibacilles à fonction acidogène très accusée (coli À et E du tableau IL, A et B du tableau III, A et B du tableau IV) ne font pas virer, ou seulement d’une façon très incomplète, le bouillon au neutral-rot sucré. Par contre, les colibacilles à fonction acidogène faible (coli D du tableau Il; E et F du tableau IV) ou nulle (coli B du tableau Il) font virer les bouillons sucrés.
Les bouillons au neutral-rot, non sucrés, ont viré dans tous les cas et ne sont pas influencés par la fonc tion acidogène des bacilles.
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Si donc les eaux n° 7 (tableau IT) et n° 35 (tableau IV) ont donné un résultat positif dans la recherche directe du colibacille dans l’eau (tableau I), c’est qu’elles renfermaient des colibacilles à fonction acidogène faible ou à peu près nulle: seules ces races colibacillaires ont été décelées ; les races de colibacilles à fonction acidogène accusée,renfermées également dans ceseaux, n’ont pas été décelées par le bouillon au neutral rot sucré.
IUERBET (19) a montré qu’en présence du glycose, l'apparition de l’acidité est retardée par l’anaérobiose. On pourra donc, dans ce cas, utiliser comme élément de diagnostic la fermentation des sucres et le virage. De cette façon seulement, on pourra obtenir, à peu près certainement, le virage en même temps que la production de gaz. Mais si l’on pratique les cultures en aérobiose, ilest de toute nécessité de supprimer les sucres, qui gènent ou empêchent le virage.
En somme, pour nous résumer, nous pouvons dire que :
1° La présence des sucres (glycose ou lactose) dans le bouillon de Savage gêne ou empêche le virage du bouillon au neutral-rot ou jaune canari avec fluorescence, lorsque l’eau ensemencée dans ce bouillon contient du colibacille.
2° L'apparition ou l’absence de virage dans le
ee bouillon au neutral-rot est fonction de l'aptitude plus ou moins grande des colibacilles ensemencés, à attaquer les sucres et à produire des acides. Les races cohbacillaires, produisant une forte proportion d'acide, empêchent le virage.
3° Pour les cultures aérobies, 11 vaut mieux supprimer les sucres et se contenter, comme élément de diaenostic, du virage au jaune canari avec fluorescence, qui dans ce cas sera complet et persistant. Si l’on veut toutefois utiliser les deux éléments de diagnostic (production de gaz par fermentation des sucres et virage au jaune canari avec fluorescence) il faut faire la culture en anaérobiose.
C'est ce point que nous allons maintenant étudier.
ee
ROLE DE L'OXYGÈNE DANS LA RÉACTION MÉTHODES ANAËROBIES
Nous avons vuau Mécanisme de la réaction chap. V, que l’un des facteurs du virage du neutral-rot était la propriété réductrice que possède le colibacille.
Mais cette propriété peut être contrariée par l’oxygène de l’air dans les cultures aérobies. En effet, en quelques minutes le rouge neutre viré et fluorescent prend une teinte rougeâtre si nous ouvrons un tube de culture et si nous l’agitons à l’air.
Rocxaix et Durourr (42) ont d’ailleurs déjà constaté que le colibacille ne fait virer que le haut de la branche verticale des tubes d’'Eijkmann, tandis que le B. subtiles, qui est un aérobie strict, ne fait virer que les couches superficielles.
Il fallait donc chercher à obtenir la réaction en l’absence de l’oxygène de Pair en ensemençant l’eau à analyser en cultures anaérobies.
Cela permettait, d’autre part, d'utiliser le glucose dans le milieu de culture (l’apparition de l’acidité venant de la fermentation du glucose étant retardée
MTS par lanaérobiose) et d’avoir ainsi un élément de plus de diagnostic (production de gaz).
GUERBET (19), d’une part, Fagre-DoMERGuE et R. LEGENDRE (13), d'autre part, se sont occupés de celte question et ont indiqué de nouveaux procédés pour la recherche du colibacille.
Voici la technique de GuERBET :
Dans 1 litre d’eau on fait dissoudre :
Extrait de viande. . 30 grammes Éepionoibree os at 2 50 CHUCOSE REA 50 bu
On alcalinise légèrement à l’ébullition avec une solution de carbonate de soude; on filtre, on ajoute :
Solution de rouge neutre à 0,25 pour 100, 70 centimètres cubes.
En principe, on met 40 centimètres cubes du bouillon de culture pour 100 centimètres cubes d’eau à analyser.
On distribue le milieu dans des tubes, dont la contenance variera avec la proportion d’eau sur laquelle on opère la recherche du colibacille.
GuerBET, dans ses recherches, utilise 30 centimètres cubes d’eau et emploie le dispositif suivant :
Dans un gros tube à essai de O m. 20 de long et O m. 028 de diamètre intérieur on dispose 20 centi-— mètres cubes du milieu de culture, puis on y Jette une petite cloche faite d’un tube à essai coupé (0 m. 040
Verre de long et O m. 022 de diamètre intérieur), de telle manière que l'extrémité fermée regarde en haut. On bouche au coton et on passe à l’autoclave à 115 degrés pendant quinze minutes.
Pendant le séjour à l’autoclave, l’air de la cloche disparaît, de telle sorte qu'après refroidissement du milieu la cloche pleine de liquide est tombée au fond du tube.
50 centimètres cubes d’eau à analyser sont introduits avec une pipette plongeant au fond du tube, afin de faciliter le mélange des liquides même sous la cloche.
On verse ensuite à la surface du liquide 2 ou 3 centimètres cubes d'huile de lin stérile.
L'appareil est porté à l’étuve à 37 ou 40 degrés (il faut que la température soit au moins de 37 degrés); après se1ze ou vingt-quatre heures, rarement trente-six heures, si l’eau renferme du colibacille on constate que la réaction du rouge neutre a eu lieu et que la cloche est remontée à la surface du liquide grâce aux gaz dégagés.
Si, après quarante-huit heures, on n’a pas obtenu à la fois le virage du rouge neutre avec fluorescence et le dégagement de gaz, on peut conclure que l’eau ne renferme pas de colibacille.
Ce procédé possède de réels avantages. Il n’est pas compliqué, est très facile à mettre en œuvre, est très rapide et, d’après GUERBET, est très sûr.
Il favorise la réaction du rouge neutre et permet de rechercher, avec autant de certitude que possible, le colibacille dans les eaux potables.
Nr —
La méthode qu'ont préconisée FABRE-DOMERGUE et R. LEGENDRE est un peu plus compliquée. Elle exige un matériel spécial, mais, par contre, elle a l'avantage de réunir la plupart des procédés d'isolement et de caractérisation préconisés pour la recherche du colibacille : température élevée, culture en milieu phéniqué, culture en milieu glucosé, culture au rouge neutre et, enfin, anaérobiose,
Voici cette méthode :
Le matériel se compose de deux tubes, l’un (le tube à culture) contenu dans l’autre. Le tube à culture remplit presque entiérement son enveloppe et se trouve arrêté, à une certaine distance du fond, par un étranelement limitant un réservoir inférieur où l’on place un mélange absorbant l'oxygène.
Les auteurs obturaient primitivement le tube extérieur par un bouchon en caoutchouc. Ils l’ont remplacé depuis, d’abord par une plaque de verre rodée et scellée, puis, plus simplement, par une fermeture de canette à bière.
Il en résulte donc une atmosphère très limitée, dont tout l'oxygène s’extrait sûrement en même temps que la dépression produite facilite le dégagement des gaz dans le milieu de culture.
La composition du milieu de culture est la suivante :
On prépare un bouillon très nutritif de chair et d’intestin de bœuf peptoné à 2 pour 100 et glycosé à 4 pour 100. Ce bouillon est réparti par doses de 30 centimètres cubes dans des tubes de 20 centimètres de long et de 2 centimètres de large, bouchés assez lâchement à l’ouate et stérilisés à 110 degrés
Fr pendant quinze minutes. Après refroidissement, on additionne les tubes de XV gouttes d’une solution de rouge neutre à 0,50 pour 100, phéniquée à 5 pour 100, en agitant avec une fine baguette de verre stérilisée. Au moment de l’emploi, on ajoute la quantité voulue’ de l’eau à analyser.
Le mélange absorbant, placé dans le réservoir Inférieur du tube extérieur, est un mélange d'acide pyrogallique et de potasse que l’on emploie de la façon suivante : on prépare une solution d’acide pyrogallique à 40 pour 100, préservée de l’oxydation par 5 centimètres cubes d’acide phénique à 5 pour 100. Au moment d'introduire le tube de culture, ensemencé dans son enveloppe, on verse dans celle-c1 10 centimètres cubes de la solution pyrogallique, puis on y fait tomber 5 ou 6 pastilles de potasse caustique.
L’absorption de l’oxygène commence assez tardivement, si l’on n’agite pas, pour laisser tout le temps nécessaire à l’introduction du tube de culture et à sa fermeture avant la réaction utile.
On porte ensuite à l’étuve à 41-42 degrés. Il est prudent de ne pas laisser dépasser 42 degrés et même de se tenir en deçà de cette température, car la réaction du rouge neutre cesse en milieu phéniqué lorsque l’on dépasse cette température.
Au bout de vingt-quatre heures, on obtient un virage du rouge neutre très net, une fluorescence, une production de mousse à la surface, une culture homogène, des ondes soyeuses dans le liquide, si Feau à analyser est cohbacillifère.
Ü y a lieu cependant de faire remarquer, ainsi que
AVE MiqueL l'avait d’ailleurs déjà signalé, qu’il peut se produire quelquefois des cultures pures de Streptococcus pyogenes qui vont gêner ou masquer la réaction. FABRE-DoMERGUE et LEGENDRE ont d’ailleurs rencontré, eux aussi, un streptocoque voisin du S'. pyogenes.
Aussi dans les cas douteux faudra-t-il faire un réensemencement dans le même milieu.
À part cette remarque, la méthode parait sûre et extrêmement sensible, D'ailleurs, ses deux promoteurs l'ont utilisée pour la recherche du colibacille dans les huîtres et en ont obtenu les meilleurs résultats.
Pour la recherche dans les huîtres, au lieu de l’eau à analyser on emploie le liquide retiré d’une huitre et comprenant l’eau de sa coquille et le liquide résultant de la dilacération de son Intestin.
La méthode anaérobie, pour la recherche du colibacille en milieu au rouge neutre, est donc, actuellement, celle à qui l’on s’adressera, car c’est elle qui, orâce à la connaissance du mécanisme de la réaction, permet d'éviter les principales causes d'erreur.
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CONCLUSIONS
I. — La méthode au neutral-rot a pris rang, depuis quelques années, parmi les moyens de recherche rapide du colibacille dans l’eau de boisson.
IT. — De l’eau colibacillifère ensemencée en bouillon au neutral-rot, mise à l’étuve à 445, donne dans les 24 heures (36 ou 48 au plus tard) un virage au jaune canari avec fluorescence verte.
III. — Un certain nombre de microbes sont capables de donner la réaction sans être cependant des colibacilles (le bacillus subtilis en particulier).
IV. — Pour éviter autant que possible ces erreurs, quelques auteurs, LAGOMME en particulier, ont proposé de combiner la méthode d'Eijkmann avec celle du neutral-rot.
V. — La réaction est due à la réduction du rouge neutre en milieu alcalin (ammoniaque).
VI. — Les sucres gênent la réaction. Il est donc
préférable de les supprimer dans la composition du milieu, contrairement à ce qui s’est fait jusqu'ici.
VII. — Il en est de même de la présence de l'oxygène de l’air. Aussi est-il préférable de faire les cul tures en anaérobie, comme l'ont proposé FABrE- DoMERGUE et LEGENDRE.
VII. — En se plaçant dans toutes les conditions énumérées, on réduira au minimum le nombre des erreurs.
Malgré tout, on ne devra jamais affirmer la présence du colhibacille dans l’eau, sans l’avoir isolé, et en avoir établi les caractères culturaux, bio-chimiques et les caractères de coloration.
Var Va : LE PRÉSIDENT DE LA THÈSE, LE DOYEN, Ca. LESIEUR.
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