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INTRODUCTION
La qualité des eaux destinées à l'alimentation est généralement apprétiéé où contrôlée par différentés méthodes bactériologiques (numération et identification des micro-organismes vivant dans ces eaux, recherche élective des espèces pathogènes où de certaines espèces considérées à bon droit commeé dés tests Jndubitables de pollution).
Pari ces méthodes, la colimétrie, où délermina tion du nombre des colibacilles contènus dans une certaine duantité de l’eau considérée, à pris üuné fmportancé de tout prèmier plan.
Les difficultés multiples qu’éprouve l’añalyste à mettre en évidente les microbes des maladies dites « hydriques » l’obligent à fonder le diagnostic de pollution d’une eau moins sur la présence de ces microbes qué sur l’existenée d’autres bactéries infinftment plus nombreuses et plus constamment rentontrées.
S'il est exact que le Bacille d’Eberth, par exemple, est fréquemment absent des éaux qui contiennent du
Bacterium Coli, il n’en est pas moins vrai que celui-ci ne manquera jamais de pulluler dans une eau capable de véhiculer l'agent causal de la fièvre typhoïde.
D'autre part, une eau habituellement exempte de Coli, dans laquelle ce bacille apparaît tout à coup, devient bien suspecte de contamination fécale et come telle susceptible de se charger à la première occasion de germes intestinaux pathogènes.
Enfin, la possibilité de doser le microbe témoin de pollution présente le plus haut intérêt parce qu’elle permet de:classer de façon relativement rapide l’eau considérée dans la catégorie inhérente à sa qualité (pure, assez pure, passable, suspecte; médiocre ou nettement impure) ou bien encoré d’apprécier les variations subies par cette qualité dans le temps, ce qui est particulièrement précieux pour la surveillance des sources captées et le contrôle répété des méthodes de
stérilisation.
Rien de surprenant, donc, à ce que les bactériologistes se soient attachés à découvrir des méthodes de colimétrie donnant une précision toujours plus grande, associée à une rapidité de manipulation sans cesse accrue. Lu
Mais les procédés de colimétrie se heurtent, eux aussi, à de sérieuses difficultés, dont la principale est la coexistence de développement de germes banaux,
ere
qui vient gêner ou masquer Je ne DS du Bacterium Coli.
Toutes les méthodes employées ViSent à ‘éliminer ces bactéries ou à caractériser le colibacille par ‘une réaction ‘spécifique. ‘Par l’emploi d’ antiseptiques ou de matières colorantes, on s’efforce de créer un milieu dans lequel le Bacterium Coli se développe seul, àfin d’en obtenir, à coup sûr, une culture pure. D’autres font appel à des réactions colorées destinées à mettre en évidence ce germe, ou utilisent des propriétés biologiques propres aux cultures de colibacilles.
Parmi tant de méthodes laquelle choisir pour obtenir d’une façon pratique un résultat rapide et exact ?
Nous nous sommes efforcé d'étudier certaines de ces méthodes parmi les plus couramment employées. Ensuite nous basant sur nos observations, en procédant différemment, nous avons essayé d’obtenir rapidement des réponses sans conteste sur la qualité des eaux à analyser.
Cet ouvrage comporte deux parties :
Une première est faite de l'exposé de tous les procédés de recherche et de numération du colibacille que nous avons pu réunir.
Une deuxième est constituée par l’exposé d’un certain nombre d'expériences portant sur la « con-
centration dés ses », l'action dés svp de pro rocédés simplifiés (eau lactosée, Indol, mé éthode d css) : un chapitre enfin sera consatré à L expos os dé notre méthode personnelle. Pour términér, dass nos conclusions, nous sépabSe ons en revüe tous s ls résultats qué nous aurons trouvés. |
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CHAPITRE PREMIER LES, PROCEDES DE COLIMETRIE $ I. — Procédés anciens
E — Procédé de Rodet. — Il est basé sur le fait que le colibacille et les bacilles typhiques se développent rapidement à 45° alors que la plupart des autres bactéries ne cultivent pas à cette température.
20 à 100 cc. de Peau à analyser sont versés dans un bouillon stérilisé et mis ensuite à Pétuva à 45°. Au bout de 20 à 24 h, si le bouillon se trouble, on admet que ce trouble est dû presque certainement à du colibacille.
Un examen de la culture ou, au besoin, un isolement sur gélatine permet de lever les doutes.
Ce procédé ne peut fournir des résultats suffisants ; il est surtout employé en combinaison avec d’autres propriétés.
II. — Procédé de Chantemesse et Widal. — Après avoir montré que le colibacille et les bacilles typhiques se développent dans les milieux de culture additionnés de 1 p. 400 d’acide phénique, et que cette addi-
tion a la propriété d'empêcher la pullulation de la plupart des autres germes, ces auteurs proposent la technique suivante : ;
Quelques gouttes d’eau sont ajoutées à des tubes contenant 20 cc. de gélatine liquéfiée et 1 cc. de solution phéniquée à 5 p. 100 ; on coule ensuite sur boîtes de Pétri. : |
Le développement d’un certain nombre de bactéries liquéfiantes vient, en général, entraver rapidement les recherches.
Etant donné la petite quantité d’eau ensemencée pour chaque analyse un grand nombre de plaques sera nécessaire. .
III. — Procédé de Vincent. — Combine les deux méthodes précédentes : l’auteur pratique des ensemencements dans du bouillon phéniqué à 10 p. 1.000 et cultive à une température de 41°5-42°.
Actuellement on n’utilise plus de bouillon, on rend l'eau directement nutritive en l’additionnant de la solution concentrée de peptone : |
peptane:fin. tir 50 grammes SeL:mMmATIN. CREUSE 25 =
COR CAUSE. AN SN AREAS 100 Ne
à raison de 1 cc. pour 50 cc. d’eau ; l’eau obtenue est donc au taux de 1 pour 100.
Les petits volumes 5 ce., 2 cc., 1 ce. et au-dessous
AS lite
sont ensemencés' dans des tubes stériles contenant 10 cc. d’eau peptonée à 1 p. 100 ; les volumes plus élevés, 10 cc. 20 cc., 50 cc., 100 cc. etc., sont directement introduits dans des tubes, des fioles ou des matras stériles.
On phénique ensuite à 0,85 pour .1000 en utilisant une solution d’acide phénique à 5 p. 100. Pratiquement on obtient un mélange conforme en laissant tomber, à l’aide d’une pipette jaugeant XXX gouttes au gramme, I goutte de solution pour 2 cc. du volume total.
On agite, on porte à l’étuve à 41°5. Les cultures sont vérifiées après 16 ou 20 h. On pourrait, d’après leur résultat, conclure à la présence ou à l’absence de - colibacille dans une certaine quantité d’eau.
On procède à un repiquage en tubes d’eau peptonée phéniquée que l’on replace à 41°5.
D’après Vincent, ce second passage donnerait, en général, une culture pure de colibacille.
Presque toujours il est nécessaire de faire, au bout de quelques heures, un deuxième repiquage dans les mêmes conditions. :
Un trouble homogène avec ondes soyeuses serait le signe de la présence de colibacille dans la dilution considérée. ù »
Pour obtenir une certitude, il sera indispensable de faire l'examen microscopique et d'identifier le
germe em eau peptonée, en eau peptonée au rouge neutre, en lait tournesolé, sur gélose laçtosée tournesokée.
Cette méthode a soulevé beaucoup. de critiques. Il est certain que beaucoup de germes ne sont pas — ou peu — sensibles à l'action de l'acide phénique; on cite le Bacillus Subtilis, le Bacillus Mesentericus, le Bacillus luteus, le Streptocoque blanc de leau, le Proteus vulgaris. Souvent on ne peut s’en débarrasser par des passages successifs en milieux phéniqués; une fois qu’ils y sont accoutumés, ils se développent aussi bien, sinon beaucoup mieux, que le Colibacille, et nous fournirons toujours, dans nos cultures, des troubles.
Au contraire, ces passages successifs font fréquemment perdre le germe recherché; l'isolement, toujours obligatoire, ne vient que lorsque tous les germes ont pullulé et masquent le B. Coli.
IV. — Procédé de Diénert et Guillerd. — Utilise la
même technique que précédemment, mais remplace leau peptonée par l'eau de levure autolysée.
Eau de levure (dilution normale) .. 20 cc.
Faui'stétile. se Eee 30 cc.
Rau d’ensemençcement .............. 50 cc.
qui nous donne une eau de levure au 1/5.
V. — Procédé de Péré. — Modification du procédé de Vincent primitif. Il permettait Fensemencement d'une grande quantité d’eau.
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Un bouillon est réparti dans des fioles de Vivien à raison de 50 cc. par récipient.
On stérilise et on ajoute à chaque fiole 8 ce. de solution phéniquée à 5 pour 100 et l’eau à analyser pour un volume total de 150 ec. On répète l'opération sur cinq à six fioles. On place à 41°5.
Dès qu'un trouble se produit (quinzième on vingtième heure), où ensemence avec le contenu des fioles des tubes de bouillon phéniqué à 1 pour 1.000. On replace à 41°5 et on termine comme dans le procédé de Vincent.
Ce procédé est évidemment sujet aux mêmes critiques que la méthode dont il dérive.
VI. — Procédé de Pouchet et Bonj jean. — Inspiré du procédé Vincent, sa technique est la suivante :
Dans des ballons contenant 100 cc. de Mt stérilisé, verser 159 çc. d’eau à analyser et5 cc. de soluiion phéniquée à 5 pour 100. Porter à lPétuve à 42°, puis ensemencer çn bouillon ordinaire.
Après huit jours de séjour à 36°, cette culture est inoculée à un cobaye à raison de 0 cc. 3 par 100 gr. d'animal. Si ke cobaye suçcombe, on fait des cultures avec le sang du cœur, la pulpe des viscères, etc.
H est évident qu’une telle méthode, en dehors &e toute critique théorique, ne peut être employée pratiquement pour une analyse d’eau. D'ailleurs elle ne
Li ARE
recherche de Colibacille que qualitativement et ne constitue pas, à proprement parler, un procédé üe
Colimétrie.
! $ IL — Procédé d'Elsner et ses dérivés I. — Procédé d'Elsner. — Il est basé sur le principe
d’un milieu sélectif; le Colibacille se développerait à l'exclusion de tout autre germe sur une gelée de pomme de terre additionnée d'iodure de potassium.
On pêle et on râpe avec soin 500 gr. de pommes de terre crues; la pulpe obtenue est mise à macérer quatre heures dans un litre d’eau; on tamise et on laisse déposer toute une nuit dans un endroit frais. Ensuite on décante et on additionne le liquide de 150 à 250 grammes de gélatine que l’on a fait dissoudre à feu doux. Avec une solution de bicarbonate de soude, on diminue l'acidité du milieu jusqu’à réaction faiblement acide au tournesol. On filtre et on stérilise après répartition par fractions de 100 grammes dans des matras.
Avant l'usage, on ajoute’ à chaque ballon 1 gramme d’iodure de potassium dissout et stérilisé dans une petite quantité d’eau; on mélange et on distribue cette gélatine iodurée à 1 p. 100 dans des tubes à éssai.
L’ensemencement se fera en ajoutant à la gélatine
fondue 0 cc. 5 à 1 cc. d’eau; le contenu des tubes est ensuite coulé sur boîtes de Pétri.
D’après Elsner, sur ce milieu, le Colibacille donnerait en 48 heures, à 22°, des colonies arrondies, opaques et légèrement brunâtres; le Bacille d’Eberth fournit après quatre jours des colonies plus petites, transparentes, presqu'invisibles. La différenciation serait facile, les autres bactéries ne se développeraient pas.
En réalité, divers germes — même des liquéfiants — se développent sur les plaques et les caractères des & lonies à Colibacilles et à Bacilles d’Eberth ne sont pas aussi différenciés que le dit l’auteur. La présence de Bactéries liquéfiantes rendra en outre la numéralion presqu’impossible ou au moins inexacte. Enfin il sera indispensable, pour être certain de l’identité des germes isolés, d’en rechercher les réactions biologiques habituelles.
II. — Procédé de Grimbert. — Attribuant les insuccès de la méthode d’Elsner à l'inconstance du milieu employé et à l’indétermination de son degré d’acidité, Grimbert préconise l’emploi d’une gélatine ordinaire à condition de maintenir une acidité telle que 10 cc. de milieu soient neutralisés par 5 cc. d’eau de chaux, . où mieux un milieu de composition cons-
tante :
1 NE SD PET ER OES 27 0 Erre LP AMAR ASE RE SE SA 7 at
+ ap Maltose --....... Lg. | Sulfate de ma- Amidon solube .. 2 gr. | gnégie Aa ee A nee on MER h PER ? 87: | Binmalate d'ammo- Phosphate neutre :
À Re FL HI EE fo ce AE SE
de potassium .. 2 gr.
Sulfate de potas- | Carbonate de ma-
ST 2 2 gr. FR gnésie 4... 1 gr.
que l’on dissout dans un litre d’eau. Au mélange, on ajoute 15 pour 100 de gélatine. Clarifier au blanc d'œuf, chauffer à 115°, puis filtrer.
Ce milieu s'emploie comme celui &d'Elsner; Fapparition des colonies y est plus lente; on ne voit
- les premières qu’à partir du troisième jour.
HI. — Procédé de Rémy. — Emploie un milieu plus nutritif et moins acide que celui de Grimbert.
La gélatine différentielle de Rémy est constituée par :
Asparagine 4 .:.......1. 40. 6 gr.
Acide oxalique,/!:2" Fetes Ô gr. 5 Acide laatique 1.70 2 OS Q gr. 15 Agide citrique .......:........: 0 gr. 15 Phosphate bisodique ....... MR VE Sulfate de potassium ........... 4 gr, 25 Chlorure de sodium LAIT à EN ne AE TES 2 gr.
Peptone A CE ERA EEE AS EE 30 gr.
dissouts dans un Htre d’eau avec chauffage de 15 minutes à 110°. Le liquide est ensuite versé dans un
— Hi —
ballon tontenant 150 grammes de gélatiné. On ajoute
une solution de soude jusqu’à alcalinisation légère. Porter quinze minutes à l’autoclavé, puis acidifier ävec liné solution décindrmale d'acide sulfurique, de façon que 10 cc. dé gélatine aient uñe acidité neuträlisée par 0 cc. 2 de solution demi-normäle de soûde. Ensuite, ôn fait dissoudre 2 gr. 50 dé sulfate de magnésie par litre dé gélatine; on répartit eu lubes par fractions de 10 eéc.; on stérilisé par trois Chauffages à 190°.
Avant l’'émbploi, {ntroduiré dans chaque tubé 1 éc. dé solution de lactose à 35 pour 100 et 0 ce. 1 de solution phéniquéé à 2,5 pour 100.
L£é milieu s’emploié comme la gélatine d’Eisner. On conseille dé préparer d’abord un mélange dé bouillon et d’eau suspecté, additionné de 0,5 pour 106 d’äcide sulfuriquue et d'acide phénique. Lie mélañge ést placé 24 heurés à 30°, puis il sért à énsemencér, par la méthode des dilutions succéssives, les plaqués de gélatine.
Les éplonies apparaissent au deuxième jour.
Pour lé Bacillé Coli, les colonies profondes sont arrondies, oYoïdes du fusiformes, colorées en brun jaunâtre avec parfois de finés bulles de $az. Lis colonies superficielles, transparentes et bleutées au début, déviénnent rapidement épaques; cértaiñes restent glo-
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buleuses, brun jaunâtre; d’autres sont étalées à contours irréguliers.
Pour le Bacille d’Eberth, les colonies profondes sont blanc bleuté, plus petites que les colonies coliennes et ne donnent pas de dégagement gazeux. Bien visibles seulement au troisième jour, les colonies superficielles rappellent au début l’aspect des moisissures; elles s’étalent ensuite, prennent une teinte bleutée et peuvent atteindre 2 à 3 cm. de diamètre.
Ce milieu, si long à préparer, n’est pas pius sélectif que celui d’EÉlsner; les divers germes y poussent, même les espèces liquéfiautes. Il soulève donc les mêmes critiques que le procédé d'Elsner.
IV::— Premier procédé de Besson. —— Dérive également de celui d’Elsner; il présente l’avantage d’ensemencer de notables quantités d’eau; s'adressant à des milieux liquides, les bactéries liquéfiantes, qui viennent arrêter la recherche dans les méthodes précédentes, sont peu gêneantes. Le procédé .éliminerait d’ailleurs la plupart des germes banaux. ;
1° Préparer iavec 30 grammes de peptone et 5.grammes de sel marin un litre d’eau peptonisée à 3 pour 100. Ne pas alcaliniser, porter à 115°, filtrer, répartir en tubes par 10 cc. et stériliser.
2° Au moment de l'emploi, on ajoute à chaque tube XX à XXX gouttes de solution de, Gram récem-
ment préparée, puis 10 cc. de l’éau suspecte. On répète l’opération sur une dizaine de tubes.
La quantité de liqueur de Gram à ajouter. varie un peu avec la composition du bouillon; les premières gouttes ajoutées se décolorent rapidement; puis vient un moment où le milieu garde une légère teinte brun rose qui disparaît en cinq à six minutes; c’est là qu’il faut arrêter l'addition de liqueur de Gram.
3° Porter à l’étuve à 37°.
Le Colibacille pousse vers la huitième ou la douzième heure. Le Bacille d’Eberth vers la quinzième ou vingtième heure, mais tous deux avant les autres microbes. ‘*':
4° Arrêter la culture‘vers la vingtième heure; f aire avec le contenu des tubes qui ont troublé un nouveau passage en bouillon Gram.
5° Vers la quinzième ou vingtième heure, retirer de l’étuve les tubes de deuxième passage; faire avec leur contenu dés isolements sur gélose lactosée tournesolée et des ensemencements en bouillon ordinaire. -. : 6° Les cultures sont examinées et les colonies identifiées par les procédés habituels.
Nous reprochons à ce procédé de pratiquer des ensemencements de milieux liquides à milieux liquides. Il est bien connu que les germes qui ont survécu en premier bouillon se sont habitués au milieu et se développent bien lors des passages suivants, Ces
ss Da =-
Passages äugméütent les chances d'éliminer le Golibacille; is Sont inutiles puisqu'on affive sans eux à isoler-le Baéille Coli sur milieu solide.
$ III. — Les procédés dits dé « Conténträtion ÿ
Lors de la production d’un précipité chimiqué au sein d’un liquide contenant des microbes, béaucoup de ceux-ci sont entraînés mécaniquement avec lé précipité. On possède, alors, sous un pétit volume, les germes que renfermait le liquide.
I. — Procédé de Vallet. — Dans un tube stérile, on ajoüte à 20 ce: d'eau suspecte IV gouttes de solution aqueuse saturée d’hyposulfite de soude et ensuite IV gouttes de solution saturée d’azotaté de plomb. li se produit un précipité qu’on centrifuge; le culot est dissous dans quelques gouttes de solution d’hyposulfite de soude et le liquide obtenu est énsemencé sur gélatine d'Esner.
Ce procédé à l'avantage sur eélui d’'Elsner d'ensemencer les germes contenus dans uné grande quantité déau. Il Ÿ 4jotte une maniquIation supplémentaire. Il présente évidemment les mêmes inconvéniéntss a éolimétrié proprémient dite est encôte plus incertaine par suite de l'ignorance du pourcentage de la concentration des gérines.
IL. — Procédé de Schueder. — Evite la centrifugation employée dans la méthode de Vallet.
Deux litres d’eau suspecte sont placés dans une haute éprouvette et additionnés de 20 cc. de solution d'hyposulfite de soude à 7,75 pour 100 et de 20 cc. de solution d’azotate de plomb à 10 pour 100. On agite, on laisse au repos 20 heures, puis on décante et on dissout le précipité dans 14 cc. de solution saturée d’hyposulfite de soude. Le liquide obtenu est ensuite ensemencé, à raison de 0 cc. 5, sur des boîtes de Pétri à la gélose lactosée tournesolée.
La méthode d'identification ne pourra donner qu'une première indication. Si les germes sont très nombreux, la fermentation du lactose se fait largement et l’on peut admettre dans la zone rouge des colonies qui ne contiennent pas de colibacilles: la colimétrie, pour cette seule raison, pourra être faussée largement.
TL. — Procédé de Ficker, — On obtient la précipitation au moyen de sulfate de fer.
Partant d’un volume de 2 litres d’eau à analyser, on y ajoute 8 cc. de solution de soude à 10 pour 100, puis 7 cc. de solution de sulfate de fer à 10 pour 100. Après trois heures de réaction, on centrifuge le dépôt et on le dissout dans la moitié de son volume de solu- . tion de tartrate neutre de potassium à 25 pour 100,
Le produit est ensemencé ensuite sûr milieu de Drisalski par la méthode des dilutions successives.
IV. — Procédé de O. Muller. — La précipitation a lieu au moyen de l’oxychlorure ferreux qui opère plus rapidement que le sulfate et n’exige pas l'alcani- Jisation de l’eau. à
A trois litres d’eau, on ajoute 6 cc. de solution d’oxychlorure ferreux. Après trente minutes, on recueille le précipité sur un filtre et on ensemence directement ie dépôt sur milieu de Drigalski ou des boîtes de gélose au vert malachite.
V. — Procédé de Federolf. — On précipite par le sulfate de fer; on ensemence ensuite trois à huit boîtes de Pétri, contenant de la gélose, pour un litre d’eau avec un demi cc. ou { cc. de précipité.
On compte lesicolonies présentant l'aspect macroscopique habituel des colonies coliennes sur gélose.
VI. — Procédé de Bordas. — Une bougie filtrante plonge dans le récipient d’une eau à étudier, la tétine en haut. On fait aspiration et lorsque toute l’eau a été filtrée, on lave la crasse de la bougie dans quelques centimètres cubes d’eau stérilisée.
On ensemence ensuite d’après l’une quelconque des méthodes connues. ae
VII. —— Procédé de Diénert et: Etrillard. — Les auteurs utilisent le milieu de Teague :
NS ee
Ladidisfhilée.s;les mes ds 1.000 ce.
Peptonei Dior era a 22 10 gr.
Phosphate dipotassique ......... 1 2 gr Gélose ou gélatine .........,.:., 15 gr.
ou une autre peptone en ajustant au pH 75.
Avant l’usage pour 100 cc., on ajoute :
Lactose à 20 pour 100 .......... PRIE DEA 2
Posine a 2pour 1002275430 d'A D ice:
Bleu de méthylène à 0,5 pour 100 .. 2 cc.
On coule en boîtes de Pétri à raison de 25 cc. par unité.
On concentre les germes de l’eau à l’aide, d'alumine neutre contenant 70 pour 100 d’eau et préparée en faisant agir de l’ammoniaque sur une solution de sulfate d'aluminium. Cette alumine est introduite à raison de 20 cc. de suspension pour un litre d’eau. On agite et on laisse déposer deux heures dans un endroit frais. Le liquide surnageant est siphoné et le précipité centrifugé. On obtient un culot qui contient 90 à 95 0/0 des germes de l’eau primitive.
Ce culot est ajouté, à une température de 30°, à un mélange d’un tiers de gélose et de deux tiers de gélatine de Teague; on agite et on répand le mélange sur des boîtes de Pétri contenant déjà 25 ec. de gélose de Teague. On ‘en utilise 2 cc. par plaque. On ‘obtient ainsi un ensemencement très superficiel ét à faïble: température. CAC TR RATS AT
On place à 37° et en 24 à 48 heures apparaissent des colonies.
Les colonies coliennes ont 2 à 3 mm.; par transparence, elles ont un centre bleu sombre, presque noir, couvrant plus des trois-quarts de la colonie; par réflexion au centre, une sorte de bouton surélevé, bleu noirâtre, entouré d’une rigole circulaire, la partie périphérique de la colonie prend un aspect gris métallique.
Les Bacilles du groupe lactisaérogènes ont des colonies plus larges (4 à 6 mm.), leur centre brun foncé vu par transparence est moins noir que pour le B. Coli. Par réflexion, elles apparaissent plus claires et on n’observe pas l'aspect métallique. |
Le Bacille d'Eberth (forme S) donne des colonies rouges sur ce milieu; la forme R donne des colonies bleu clair.
Toutes les autres colonies ont une coloration violette ou gris bleu.
La numération se fait, après 24 heures d’incubation à 37°, en comptant seulement les colonies présentant avec netteté les caractères précédents.
Les auteurs obtiennent de bons résultats de ce procédé. La manipulation de la concentration est longue et nécessite un appareillage supplémentaire: elle introduit pour le résultat un élément d'incertitude. Ce procédé a l'avantage de mettre le Colibacille dans
de bonnes conditions de culture et de ne pas nécessiter l'intervention d’actions exipêchantes : la chaleur, des antiseptiques. Il repose entièrement sur des carac- _tères microscopiques de colonies; il ne pourra donc être pratique que si ces caractères sont nettement tranchés et permettent une lecture rapide et correcte.
& IV. — Procédé de Parietti
Se base sur cette idée qu’une forte dose de semence de Bacille typhique ou de Colibacille peut triompher d’ure solution phéniquée qui ne une petite quantité de culture.
On prépare des tubes de 10 cc, de bouillon dans lesquels on ajoute IIL, VI et IX gouttes (XXX DRE au cc.) de la solution :
Acide phénique .......... DE 5 gr.
Acide chlorhydrique ............. 4 gr.
RTE AES T 100 gr.
Ces tubes sont ensemencés par séries avec I, IE, IL etc. gouttes d’eau suspecte, Les eaux sans Bacille iyphique ou B. Coli ne troubleraient que les bouillons renfermant peu d’acide phénique et beaucoup d’eau. Si ces microbes existent, les autres bouillons préseñteraient après 24 heures un trouble.
PE PR le ie
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$ V.— Procédé de Drigalski-Conradi
: Utilise comme antiseptique une solution de krystal violet dont le but est d'empêcher le développemént des germés associés, tout en permettant la pousse des Bacilles Coli et des Bacilles typhiques.
On fait macérer pendant vingt-quatre heures 1.500 grammes de viande de bœuf hachée dans deux litres d’eau; puis on fait bouillir la macération une heure, on filtre, on ramène à 2 litres par addition
d’eau et on ajoute :
Peptone de Witte ................ 20 gr.
NF GR st Bar er RNA RE 20 gr.
Sel MAIN 7 Nr RE et IQ 10 gr.
On reporte à l’ébullition, on ajoute 60 gr. d’agar, on chauffe jusqu’à dissolution et on alcalinise faiblement. Autoclave 1 heure à 120°, Filtrage à chaud et stérilisation. $
On a préparé d'autre part le mélange :
Téinture de tournesol .:......:..: 300 cc.
LaGlGBe: Line CL NE ER AE 30 gr.
On mélange à 75°, en veillant toujours à Falcalinité du milieu, en usant au besoin d’une solution de soude à 10 pour 100. On ajoute encore 4 cc. de cette solution chaude de soude et 20 cc. d’une solution
chaude et stérilisée de Krystal-violet (B. de Hôchst) à
0,1 pour 100.
La gélose obtenue est distribuée dans de grandes boîtes de Pétri; les ensemencements pratiqués en surface, les boîtes sont ensuite placées à l’étuve à 37°.
Sur ce milieu, le Colibacille donne des colonies opaques et rouges, le Bacille d’Eberth des colonies transparentes et bleues.
Milieu de Hagemann. — Hagemann a modifié le milieu de Drigalski de la façon suivante. Préparer : Patraitode Liebig 2, Pic CN 22 10 gr.
Fépiane WHEN LA. ce 2 10 gr.
Sean MN au Moon ane 3 ÿT.
RTENB AS he ne pe ARTE ANS 600 gr.
Porter à l’ébullition. Ajouter 500 cc. de lait. Faire bouillir et ensuite faire dissoudre dans le liquide chaud 20 grammes d’agar. Porter à l'autoclave une demi-heure à 120°, puis filtrer à chaud et répartir dans des fioles d’Erlenmeyer. Stériliser.
Avant usage, ajouter dans la gélose liquéfiée de la solution de soude pour obtenir une alcalinisation légère, puis quelques centimètres cubes de teinture de tournesol et IIT gouttes de solution alcoolique &e krystal-violet à 1 pour 100.
$ VI. — Procédé de Endo
La gélose nutritive, additionnée de fuchsine, est décolorée quand on y ajoute du sulfite de sodium. Si
l’on eñsemence du Colibacille sur cette gélose incolore, les acides produits par le microbe amènent une recoloration du milieu. Les colonies coliennes prennent une teinte rouge, les colonies typhiques restent incolores. |
Préparer un litre de bouillon peptoné, y dissoudre 30 grammes de gélose; filtrer à chaud; neutraliser exactement et ajouter 10 cc. de solution de bicarbonate de soude à 10 pour 100, puis 10 grammes de lactose et 5 cc. de solution alcoolique et saturée de fuchsine. Le milieu prend uné teinte rouge. On additionne de 25 ec. de solution ‘récente de sulfite de sodium à 10 pour 100; la décoloration commence immédiatement et est complète après une stérilisation faite après répartition dans des tubes par fractions dedôiéé.s1à :! |
Conserver à l’obscurité.
Au moment du besoin, on liquéfie le contenu des tubes pour le verser dans des boîtes de Pétri: puis on ensemence en surface. :
Après 15 heures à 37°, les colonies de Colibacilles rougissent au centre; après 24 heures, elles sont entiérement colorées avec un reflet verdâtre.
$ VIL — Procédés au vert malachite
D’après Loeffler, l'addition d’une certaine quantité de Vert malachite aux milieux de culture empêche
Etage
le développement du Colibacille et est sans action sur la pousse des Bacilles typhiques.
Kiralyfi a montré que cette propriété n’était pas exacte, mais que, dans un tel milieu, un grand nombre de germes (Streptocoque, Staphylocoque, Vibrion cholérique, etc...) ne poussent pas. Il a proposé d’employer de tels milieux pour lobtention de colonies pures de B. Coli et de de B. d'Eberth.
I. — Technique de Leuch$. — Préparer une gélose avec
Viande de bœuf .......... va 500 gr.
EAU SAR LAS LE RE AA 1 litre.
Selimarins eu" ea 5.ar.
Destrime cotes ue 10 gr.
GÉOSO MR Se AE nn NE . 30 à 40 gr.
Neutraliser au tournesol; ajouter 5 cc. de solution normale de carbonate de soude et 100 cc. de solution de nutrose à 10 p. 100. Filtrer ,stériliser, puis additionner le milieu de 16 à 18 cc. de solution de vert malachite à 1 pour 100.
Le milieu — en boîtes Pétri — est ensemencé en surface. Les colonies typhiques forment autour d'elles une zone jaunâtre caractéristique tranchant sur le
vert du milieu.
II. — Technique de Loeffler. — Pour identifier üne colonie suspecte obtenue par la méthode de
HS T. Mo
Leuchs, Loeffler en conseille l’ensemencement dans sa solution typhique. Elle est constituée par :
PAL SUN 2 TR 1.000 cc.
NULTOBE M de een nee 1 gr.
PÉDIONÉS SE Les er lee Sre er PA GIUCOSE TER OUEN NS ET 1 gr.
DAS es ne + NAN RENE d SE:
Solution à 2 0/0 de vert malachite TTÈC Solution normale de soude ...... éco
Le B. d’Eberth y donne en 16 à 20 heures une coagulation : la masse liquide se prend en bloc et au-dessus surnage un liquide coloré en vert.
Le B. Coli produit non pas un coagulum homogène, mais une masse verdâtre adhérente aux parois du tube.
III. — Technique de Peabody et Pratt. — Ensemencer dans du bouillon additionné de 1 pour 1.000 de vert malachite. Après un séjour à l’étuve de 18 h. faire des isolements sur plaques de Drigalski.
$ VIIL -— Procédés à la:bile
Ils utilisent les propriétés favorisantes de la bile pour les B. typhiques et les Colibacilles. La bile est employée seule : en nature ou à l'état de sels biliaires ou mélangée au vert malachite. On associe également
ANT, (sn cette propriété avec les réactions fermentatives du B. Coli sur les sucres.
I. -— Procéde de Dunschmann. — Préparer le milieu suivant
au be TR IL EE date 100 cc.
MÉBIDSE RAT Re Pat En 10 3 gr.
Pépione 2 TE LS OEM Et 3 gr.
Édtose us DEL BIRT ONE DR 3 gr.
Gélatine tsar Nero OT ECS 1 gr.
Faurochôlate:de soude ‘552. 2005 L'or
— Après chauffage à 120°, filtration ct répartition pär fractions de 10 cc. dans des tubes à essai. On stérilise, puis à chaque tube on ajoute 1 cc. de teinture @e tournesol.
Chaque tube sert à préparer une boîte de Pétri que l’on ensemence en surface.
II. — Procédé de Jackson et Mélia. — L'eau est enrichie en ensemençant une petite quantité dans 5 cc. de bile et en cultivant 24 heures à 37°.
On prépare ensuite une série de huit tubes à essai contenant 9 cc. d’eau stérile. Le premier reçoit 1 cc. de culture, le deuxième 1 cc. du premier, Dei.
D'autre part, on a des boîtes de Pétri contenant 10 cc. de gélose de Hesse.
Extrait: do’ Liehig "tn. Jen sn 5 gr.
Peptone) LE TS EC AMOR RE 10 gr.
Chlorure de sodium ........ LL SN gr60 Gélose AE à RAS PURES LE ‘3 04 qu'on ensemence avec 1 cc. de culture PERIENS dans chaque tube.
III. — Procédés de Loeffler. — a) Bile et vert malachite. Ensemencement sur plaques préparées avec de la gélose à la nutrose de Leuchs additionnée de 3 pour 100 de bile de bœuf et de 1,9 pour 100 d’une solution à 0,2 pour 100 de vert malachite.
b) Ce milieu ayant donné des résultats très inconstants, Loeffler préconise le milieu :
Gélose nutritive liquéfiée et re-
froidie 414540 MER ae 100 cc.
Bile de bœuf stérilisée ......... 3 cc:
Solution aqueuse d’azobleu à
05:D: 400 APRES TENTQUTE <ibce Solution aqueuse de vert mala-
chite, à 0,2 p. 100 :...:...... Locei7
Le mélangé coulé en boîtes de Pétri, on pratique un enseméncement en surface.
Sur ce milieu, le B. typhique donne des colonies bleues transparentes à reflets métalliques; le Colibacille produit des colonies opaques, rouges, sans reflet métallique.
IV. — Procédé de Padlewsky. — On ensemence
sur des plaies préparées avec :
FL: à EME Kat’ dstilléen. 0 Mn Ci sea 100 cc Gélosen rt PMR EDR ours 3 gr Peéploner motard PL TR SET 2 gr.
Bile de bœuf... LR NT 5 gr.
Laclosen enr a Deals 1 gr.
Vérifier l’alcalinité, stériliser, refroidir à 65°
Ajouter d’abord :
Solution aqueuse à 1 p. 100 de
vert malachute..5 #14 0.cc. 5 Bile’de DŒnte er ee ER 0 cc. 5 Puis solution aqueuse de sulfite de sodium :
V. — Procédé de Grisez et Pierret. — Ce procédé
est basé sur l'emploi d’un milieu favorisant (bile et
glucose) et l'emploi de tubes à fermentation.
1° On prépare une solution mère :
LI LEA EE Dot PRO DU Mes LA UT 900 cc.
ÉHRCOSE NT PPS AE PI LATE? 45 gr.
AU (QU SD) PET LS RIRE 1.000 cc.
Dissoudre le glucose dans la bile et amener le
volume à 1.000 cc. par addition d’eau distillée.
tions :
2° On prépare avec la solution mère trois dilu-
a) Pour l’ensemencement de 1 cc.
Solution mère : 100 cc. Eau distillée : 700 cc. b) Pour l’ensemencement de 5 cc.
Solution mère : 100 cc. Eau distillée : 500 cc.
c) Poür l’ensemencement de 10 cc.
Solution mère : 100 cc. Eau distillée : 350 ec.
3°’ Répartir les dilutions en tubes à cloche par 10 cc. et stériliser.
4° Ensemencer 1 cc. d’eau dans un tube 4, 5 cc. dans un tube b, 10 cc. dans un tube €, puis porter à l’étuve à 37° 24 à 48 heures. É
5° Ne pas tenir compte des tubes sans gaz; ensemencer le contenu des autres en eau peptonée à 2 pour 100. 24 heures à 37°, puis faire lès épreuves d'identification : indol, réduction du rouge neutre.
Un petit nombre de germes seraient susceptibles de se développer dans ce milieu en 48 heures en produisant dés gaz. Les auteurs citent le Colibacille, le B. paratyphique, le B. de Gaëértner.
VI. —- Plus simplement, on peut employer, sur le même principe, le milieu :
Bilé dé BŒUr7 ee CARNET ER 100 cc.
Pépione ts an nee nCSSRIe 1 gr.
LACS ET dE A Eure CUS E
sur lequel on peut ensemencer üne grande quantité d’eau en en employant seulement un volume restreint : 100 cc. pour 10 cc. par exemple.
Le colibacille se développe rapidement avec fermentation provoquant l’apparition d’une couronne de fines bulles de gaz.
Ce milieu serait particulièrement sélectif et donnerait pour les analyses d'eaux d'excellents résultats.
$ IX. — Procédé d'Eigjkmann Le Colibacille, seul, ferait fermenter le glucose
Ensemencer 100 cc. d’eau dans 15 cc. du milieu :
CARÉOSE D nr tn Eee or Er PÉDIOTE TRRE NU RS PAL Mi mar 10 gr.
Chiorure dé 's0didm "2 204 5 gr.
AE el Mn ri che 100 cc.
Placer ensuite 24 heures à 46°; s’il existe du Colibacille, il se produit un dégagement gazeux. Pratiquer alors un isolement sur plaques de Drigalski.
Lorsque l'épreuve est négative, ensemencer d’abord l’eau en bouillon à 37°, puis reporter fa culture en milieu sucré à 46°.
On a mis en doute la spécificité de cette propriété au Colibacikle; en outre, certains colibacilles ne donneraient pas une réaction positive.
8 X. — Procédés utilisant des milieux colorés
I. — Gélatine colorée de Noeggerath. — On mé
lange dans l’ordre suivant :
Bleu de méthylène .............. Ace:
Violet de gentiane ................ 4 ce.
Vert de méthyle: 2:40: Lréc:
Chrysoïidine,.:..:4%2.%4.42.% | 4 cc.
Füchsineéis ir ineutres Lis mor Dué AUTO eC.
Eau distillée (qis.:p.):22 Rite: 200 cc.
On obtient une teinte brune tirant sur le bleu. On attend quinze jours. Il se produit des changements de coloration que l’on corrige en ajoutant l’une des couleurs précédentes.
VI à VIII gouttes sont nécessaires pour colorer un tube'de gélatine.
Sur ce milieu, le B. d’Eberth donne des colonies violet évêque.
Sur gélose fuchsinée de Gasser, les colonies coliennes ont une teinte rouge voisine de celle des -colonies typhiques.
Ramond emploie la gélose lactosée et colorée à la rubine. À la moindre trace d’acidité, il se produit une coloration rouge.
IT. — Procédé de Harrison. — Cet auteur recommande le milieu :
Peptoneide 'Witter.1.7.1...708 1 à 2 gr.
Taurocholate de soude ........ 5 gr.
Esculiné.: NT NRC 1 gr.
Gaitrate défense SE ar, 0 gr. O5
Fausses OS ENRAe 100 gr.
avec 1,5 pour 100 d’agar si l’on veut un milieu solide. Le B. Coli fait fermenter l’esculine (sucre plus esculétine), l’esculétine se combine au citrate de fer
pour donner un sel brun noirâtre.
Le Colhbacille noircit donc le milieu comme le B. lactis aerogenes.
On emploie 10 cc. de ce milieu pour 100 cc. d’eau et on cultive à une température de 37°5 à 40°.
IT. — Procédé au Neutral-Roth de Savage. — Ce procédé est applicable à la recherche rapide du Colibacille et ne saurait déceler le B. d’Eberth.
Il utilise la réaction positive du B. Coli en présence de milieux au rouge neutre : virage au jaune canari et fluorescence.
Beaucoup d’auteurs ont montré que ce virage était sous la dépendance d’une production momentanée d’ammoniaque et qu’il était loin d’être spécifique de la présence du Colibacille. Ont les mêmes propriétés les Bacilles paratyphiques (Segale, Schottmüller, Sacquépée, Sicre et Vincent), le B. de Gaërtner (Aërtryck, Moersele), les B. du tétanos et de l’œdème malin (Rothberger), B. Cloacoe (Ferrera, Hortu et Paredes), les Microbes de la fermentation ammoniacale (Rochaiïx et Dufourt), le B. flucrescens, certaines bactéries banales des eaux.
Par contre, d’après Sicre et Vincent, un certain
& 5 NPANTEE nombre d'échantillons, de B. Coli décolorent à peine les milieux au. rouge neutre.
On ne la manière suivante :
Tout d’abord, on prépare un bouillon au rouge neutre en faisant cuire dans un demi-litre d’eau 195 gr. de bœuf. Après refroidissement, on ajoute :
Peptone: Dufresne: 4722072000 10 gr.
Sel oem DE RU ERREURS LOS Glicoser ee RE en ARS 2 GE O0
On ramène à 500 cc. Où fait bouillir et, après refroidissement, on décante. Ensuite on ajoute 5 cc. de la solution :
Neutral-roth ee ARR UE bn NU SNAES
30 minutes d’autoclave à 115°.
Le bouillon a une coloration rouge rubis. On le répartit dans des tubes, d'Esmarch à raison de 6 à 20 cc. On ensemence avec 1,5, 10, 15 et 20 cc. d’eau à analyser et on porte à l'étuve à 44°. Il se forme — s’il y a du Colibacille — des bulles gazeuses à la partie supérieure-du bouillon qui devient fluorescent et jaune canari. Cette réaction, apparait en 48 heures; si elle ne se fait pas on peut affirmer. que l’eau en cause ne renfermait pas de Colibacille en quantité appréciable. Bar Li
IV. — Procédé de Lacomme. — Lacomme combine la méthode de Savage et celle d’Eijkmann :
ANRT LE | 1: t Î ‘44 {
Éénution du rouge neutre et production de gaz en à prés
sence de solution glucosée. Es RAS Pour Lacomme, Rochaix et Dufourt, toute eau donnant ces réactions contiendrait du Colibacille.
À. Rochaix a proposé d'employer le rouge neutre non plus en vue de la recherche exclusive du Colibacille, mais de la découverte rapide de la contamination globale de l’eau par les microbes provenant des matières d’origine intestinale. L'indice de contamination concerne l’ensemble des germes faisant virer le rouge neutre. | PA On utilise le bouillon de Savage, privé de sucre, dans le but d'obtenir une réaction constante.
L’échelle à utiliser est la même que pour les méthodes ordinaires. F, AE
V. —- Second procédé de Besson. — On prépare le
mile. PA ice Peptone AN SA QUI PER 40 gr.
FaUT. enete NAS à AIT Qu AA 1 litre On neutralise, on chauffe à 115°, on filtre, puis on ajoute : 3 Lactose pur. :....::....:..,. " DeûE:
Solution aqueuse de rouge neutre
à 1 pour. 100 ,....... FAT NA CC:
Le mélange est réparti, par : fractions de: 15 CC dans des tubes à essai contenant un tube à hémolyse
renversé. On stérilise.
MARS
L'eau à analyser est distribuée à doses croissantes : un quart de ec, un demi Go 4 cc., dans les tubes. On porte ensuite 18 à 24 heures à 37°.
Les tubes où il y a fluorescence et gaz sont comptées comme contenant du Colibacille; il est facile
d’en déduire, suivant le tube, la teneur d'une eau en B. Coli
Ce procédé demande 24 heures et, en ce laps de temps, en dehors du Colibacille seul, le Pneumobacille de Friedlander donne une réaction positive.
Les B. anthracomorphes (B. subtilis, B. mesentericus), fréquents dans les eaux, réduiraient ie rouge neutre, mais ne fermentent pas le lactose.
Les Bacilles du groupe Bacillus fluorescens (fluorescents divers, B. pyocyanique) n’attaquent pas le lactose, mais produiraient une réduction plus ou moins marquée. Les vibrions des eaux, le vibrion cholérique, ne réduisent pas le rouge neutre et n’attaquent pas le lactose. De même le B. prodigiosus.
Le B. mucosus attaque le lactose — sans gaz —
et ne réduit pas le rouge neutre en eau peptonée
lactosée : le contenu des tubes rougit par acidification.
Le B. cloacae attaque le lactose en donnant une
très petite quantité de gaz et ne produit pas de réduction.
MSI
Les B. typhiques et paratyphiques n’attaquent pas le lactose; il en est de même du B. der des B. dysentériques et des Urobacilles. LA
Les cocci des eaux, nombreux et variés, ne produisent pas de gaz en vie aérobie; aux dépens du lactose, un certain nombre donnent des acides et un virage à la teinte amarante; quelques-u uns réduisent le rouge neutre.
$ XI. — Procédé au boutilion lactosé
Sur ce principe sont basées les méthodes standard américaines en vue de déterminer la présence ét le nombre de germes appartenant au groupe coliaérogènes...
Tous les Bacilles ne prenant pas le Gram, non sporulés, fermentant le lactose et se développant à la surface de certains milieux solides, appartiennént à
ce groupe.
Le milieu de base est constitué par :
2 A AURA MR AREA Va Re PMR ONE A 1.000 cc.
REDONNER NE Ru) 5 gr.
Extrait de bœufi:t.....,1. RUE 4 3 gr...
NE LENO LEL VO COR EEE RS ARC 0 gr. 5.
L'analyse se fait en trois étapes.
I. — Anal yse présomptive. — Le bouillon lactosé se réparti en tubes de Smith à fermentation de telle
manière que chaque tube contienne au moins deux ME, plus ‘dé milieu nuttitif que d’eau à étudier.
* On'ensemence plusieurs volumes différénts; pour une quantité supérièuré à 10 cc. on utilisé autant ‘de
, & l (Ta AS AT ES
tubes dé 10 cé. qu'il séra nécessaire.
He Of porte 22 à 48 heures à 37° et on lit les résul-
he orcé | hotes ASH
tats :
& Absence de formation gazeuse en ) résultat AR hRenres 0 PART ASE | négatif b) Formation gazeuse occupant moins | LE To | analyse de 10 pour 100 de la branche :
anaérobie en 48 heures ......... conte c) Formation gazeuse occupant plus de 10° pour 100 de là branche robes anaérobie en 48 heures (CS SRE Rbiate Ve En 24 heures (C2) RARE RE pOre ;
AE
Le résultat C2 est tenü pour décisif.
Pour’ b'et C1, un supplément de recherche est nécessaire. ie: SH
IT. — Analyse de confirmation. — Partant des tubes ayant donné une analyse douteuse, on pratique un réénSemencement sur milieu de Endd ou de Teagué! $i, après 24 heures à 37°! il s’est développé des tolonies types, l’analyse de confirmation est ET
tive; sinon on procèdE'äu oise tertiph” Dauedes ka nf. — Andlyse complétée, — ÊTe plaques d'Endo
‘1 Adler dre le GÉIT ÉTIT M MIN UE
ou de Teague sont vues à nouveau après 24 heures d'étuve. On repique deux colonies, d'aspect tÿpe où s'en rapprochant, en bouillon lactosé et sur gélosé inclinée.
6 Sur le premier, on vérifiera l’apparition d’une fermentation gazeuse en 48 heures; sur le deuxième, en partant des tubes correspondant ? à ceux donnant la f ermentation du lactose, on vérifiera qu ‘il S agit d'un Bacille à Gram négatif et non sporulé. Ces trois caractéres le feront classer comme Coliäérogènes. ; Un procédé légèrement différent consiste à adjoindre de la téinture de tournesol au milieu lactose. On demande pour un résultat positif le déga-
gement de gaz et le virage de je coloration du milieu.
i ë , MINE PRUE dut
$ XII. — Procédés au lait
En utilisant les propriétés coagulantes des cull tures de Colibacille pour le lait, on à proposé des méthodes de recherche basées uniquement sur cette réaction. D’autres utilisent le lait iournesolé, demandant alors à Ja fois coagulation et virage au rouge. Cette réacion biologique ne peut suffire à caractériser la présence ‘du B. Coli; d'autre part, les propriétés coagulantes des Colibacillés des ‘eaux sont loin d'être constantes. En tout état de cause, ‘on ne pourra se ‘fonder suffisamment sur une telle’ méthode
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pour le diagnostic bactériologique exact d’une eau à analyser.
$ XIII. — Procédés à l’Indol
Ils sont basés sur les propriétés indoliogènes d’une ;
culture colienne en eau, peptonée.
Ils utilisent, cette seule propriété ou la combinent |
avec d’autres réactions du Colibacille. FRA
I. — Le procédé le plus simple consiste à peptoniser à 1 pour 100 l’eau à analyser, puis à la répartir par fractions de 10 cc. en 19 tubes. Après 24 heures — ou de préférence 48 heures — d’étuve à 37°,on recherche la réaction de l'indol. Si elle est positive sur n tubes, on compte n x 10 Colibacilles au litre. .
II. — Un autre procédé combine la réaction de PIndol à la fermentation du lactose.
Il utilise une eau peptonée à 6 Sn 100 et phéniquée à k 20 p. 1.000. à
. On ajoute l’eau à analyser à parties égales et on
répartit en 20 tubes à raison de 10 cc. par tube. Après 24 heures d’étuve à 41°, on repique dans des tubes d’eau peptonée lactosée tournesolée contenant de petites cloches à gaz.
Après 48 heures d’étuve, on retire tous les tubes
de Ja première série qui sont troubles et l’on recher-
che sur eux la réaction de l’Indol.
On note d’autre part les tubes où il y a fermentation du lactose avec gaz.
Le nombre de tubes ayant donné à la fois la double réaction sera considéré comme représentant le nombre de Colibacilles par 100 cc. d’eau à analyser.
Ces procédés le premier surtout — sont d’une application très simple et pratique. Malheureusement la réaction de l’Indol est loin d’être symptomatique de la présence du Colibacille; elle est positive pour le Staphylocoque blanc de l’eau et de nombreuses bactéries indologènes de l’eau; elle est souvent négative alors que nous avons à faire à un Colibacille. On ne pourra donc en déduire une certitude ni dans un sens ni dans l’autre; on s’en servira surtout, avec les autres réactions habituelles, pour la caractérisation des germes isolés par un procédé quelconque. |
DEUXIEME PARTIE CHAPITRE PREMIER La concentration des germes
Nous avons fait l'expérience suivante : 1 litre d’eau distillée contenant + gr. de chloruré d'aluminium est stérilisé, puis souillé, de ‘facon qu il contienne environ 1. 000 B. d'Eberth. Une série de dilutions nous à permis d'obtenir une eau contenant 10. 000 germes par centimètre cube; un dixième de cc. ajouté au litre précédent permet donc la souillure voulue.
A ce litre est ajouté de la lessive de soude à raison de 40 cc. de solution à 10 0/0. Il se produit un précipité abondant. On laisse décanter, puis on siphone le liquide surnageant. Celui-ci est peptoné à 1 pour 100 et réparti dans des flacons et des tubes à raison de 100, 50, 10, 10, 5, 2 et 1 cc. et mis à l’éuve à 37°.
La culture — tardive — n'apparaît que dans les flacons 100 et 50 à l'exclusion de quantités d’eau inférieures. Le nombre de germes non entraînés est donc environ de 20 par litre.
Ce procédé donne donc une bonne concentration de germes — 98 0/0 — mais il nécessite des manipulations supplémentaires longues et assez délicates. Par l’incertitude du pourcentage de la concentration, il ne permet pas d’établir une exacte numération des germes. S'il paraît s'imposer pour des cultures sur milieux solides, alors qu’il est impossible, pour des raisons matérielles, de cultiver directement un assez grand volumé d’eau, il est superflu de'l’employer pour des cultures en milieux liquides : l’insttuction du 12 juillet 1924 prévoit que la rechèrche portera sur un volume d’eau de 100 éc. par débit de’50 litres seconde, lorsque nous faisons la numération sur un volumé total de 176 cc. (100+504#10+10+5+2+-1) cela correspond déjà à un débit horaire de 320 m° 4 et journalier dé 7:689/m° 6, ce qui est déjà conéidérable.
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CHAPITRE Il
Nous avons étudié, dans les expériences dont l'exposé constituera ce chapitre, le développement des germes d’un même échantillon d’eau, dans. des milieux phéniqués et non phéniqués. En même temps, nous avons recherché quels résultats on obtenaïit, pour ces mêmes échantillons, en employant des méthodes simples : indol, eau peptonée lactosée tournesolée, pro-
cédé de Besson. Nous exposerons ensemble tous ces
résultats, qu’on ne peu séparer, nous efforçant pour chaque expérience de tirer une conclusion et des directives pour éviter les irrégularités et les erreurs.
Tout d’abord, indiquons la façon de procéder au peptonage et au phéniquage d’une eau :
Sur un échantillon de 180 cc., on prélève 50 cc. avec une pipette stérile et on les introduit dans une fiole. Cette eau est peptonée à 1 0/0 en utilisant une solution de peptone concentrée à la dose de 1 cc. pour 50 cc. d’eau. On prélève ensuite dans le premier flacon deux fois 10 cc. qui sont mis dans deux tubes stériles,
puis 5 cc., puis 2, puis 1 qui sont ajoutés à des tubes d’eau peptonée ordinaire à 1 pour 100 de façon à avoir un volume total suffisant. 2 ce. sont rejetés pour
amener le volume du premier flacon exactement à 100 cc.
Le phéniquage du milieu à 0,84 p. 1.000 s’obtient en utilisant une solution d’acide phénique à 5 p. 100, à la dose ‘de I goutte (XXX gouttes au gramme du compte-gouttes employé) pour 2 cc. d’eau peptonée. Il en faudra donc pour :
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Finalement, notre eau est peptonée à 1 pour 100, phéniquée à 0,84 pour 1.000 dans les volumes suivants : 100 - 50 - 10 - 10° - 5 - 2 et 1 cc. Ce qui correspond à 10, 20, 100, 200, 500 et 1.000 Colibacilles par litre. ù
,. $ IL — Expérience n° 1 Le +0 ANNE VAE e LYS PRIME F . Ce'premier échantillon est réparti en deux séries = phéniquée et non phéniquée — et placé à l’étuve à 4125:
Sur les cultures examinées au bout de 15 heures, on constate : | |
1° Dans les milieux non phéniqués, la présence — partout — d’un trouble prononcé avec voile.
2 Dans les milieux phéniqués :
Tubes 10 et 5 : trouble léger homogène sans voile.
Tubes. 2 et 1 : trouble très léger avec ondes.
Un, deuxième examen fait à la dix-huitième heure de culture donne :
1° Dans les milieux non phéniqués, le même aspect que précédemment.
2° Dans les milieux phéniqués, partout un trouble plus ou moins prononcé sans voile.
A chacun de ces examens, nous avons fait, pour tous les volumes, un repiquage sur gélose.. Puis, partant des colonies ainsi obtenues, un repiquage en eau peptonée, en eau lactosée au rouge neutre (tubes B), sur gélose lactosée tournesolée et en tubes à lait.
L’examen fait au bout de 24 heures (48 heures du
début de l’expérience) nous donne les résultats suivants :
1°, Cultures de 15 heures..— «) En milieu non phénique, un développement microbien présentant les caractères morphologiques et les réactions de fermentation du Colibacille.
b) En milieu phéniqué des cultures qui ne pré-
sentent aucun de ces caractères.
2° Cultures de 18 heures. — Dans les milieux non phéniqués, le même résultat que. pour les cultures de 15 heures; dans les milieux phéniqués, fe B. Coli ne peut être mis en évidence par aucun de ses caractères. |
Il est à constater que l’acide phénique a provoqué la disparition du Colibacille dans cet échantillon d’eau. Il est remarquable aussi que les culittres souillées. d'impuretés dans lesquelles le, B. Coli était bien visible au bout de 15 heures est, dans les culture: correspondantes de 18 heures, difficile à retrouver.
Enfin, les caractères indologènes vérifiés cadrent exactement avec les résultats précédents.
$ II. — Expérience n° 2 \
Un deuxième échantillon d’eau est ensemencé en eau peptonée non phéniquée et phéniquée, en milieu de Besson, en eau peptonée lactosée.
On obtient les résultats suivants :
QUANTITÉS ensemencêes
Milieu
non phéniqué
Très trouble, sans voile.
Quelques bulles
Odeur fécaloïde
Pas d'indol
Très trouble, sans voile
Odeur fécaloïde Pas :d'indol
Milieu phéniqué
Moins trouble Sans voile
Pas d'odeur
Pas d'indol
Milieu
de Besson
Réduction franche ét rapide Dégagement abondant de gaz
Moins trouble Sans voile
Pas d'odeur Pas d'indol
Ni réduction
Ni gaz
Moins trouble Voile épais
Pas d'indol
. [Trouble léger
Voile abondant Grimpant sur parois
Pas d'indol
les
Ni réduction
Ni gaz
Moins trouble Voile épais Pas d'indol
Trouble léger Voile
Pas d'indol
Ni réduction
Ni gaz
Trouble léger Voile
Pas d'indol
Trouble très léger, blanchâtre. Pas de
voile
Pas d'indol
Ni réduction .
Ni gaz
Très trouble Pas de voile Bords irisés
Pas d'indol
Trouble très léger, blanchâtre. Pas de
voile
Pas d'indol
Ni réduction
Ni gaz
Trouble très léger Pet voile
Pas d'indol
Trouble très léger
Voile Pas d'indol
Ni réduction
Ni gaz
eau peptonée lactosée
Sur 10 tubes ensemencés avec
10cc d'eau cha-
cun, tous ont donné une décoloration du tour-
nesol
Un a donné un dégagement abondant de gaz; un a donné un dégagement très
léger de gaz
DE Le Gp ER j Ces cultures de 18 heures, repiquées sur gélose, nous donnent après 12 heures environ :
. 1° Milieu non phéniqué.
100 : Culture coliforme. Petit bacille faiblement mobile. Gram négatif.
50 : Culture coliforme (impure) constituée également d’un petit bacille peu mobile à Gram négatif.
10: Culture coliforme d’un petit bacille peu mobile à Gram négatif.
25 et 2: Même aspect à l’examen macroscopique et microscopique. |
1 : Culture en grandes colonies plates et sèches. Bacille de grande taille à Gram positif.
2° Milieu phéniqué.
100 : Culture en grandes colonies plates envahissantes. Gros bâtonnets à extrémités carrées. Gram positif.
50 : Culture en grandes colonies plates envahissantes. Bacilles en longs filaments. Gram positif.
10 : Culture en grandes colonies plates envahissantes. Bacille Gram négatif sporule.
10° : Culture en grandes colonies plates envahissantes. Grand bacille Gram' positif. |
Voile corné et sec. Grand bacille Gram négatif
Repiquées sur gélose lactosée tournesolée, tubes B et eau peptonée pour Indol, les cultures nous donnent:
MILIEU NON PHÉNIQUÉ MILIEU PHÉNIQUÉ = —
Gélose |
Que Gélose lattosée : à Tube B lurnsrolée Tube B lactosée tournesolée
Réduct. Gaz Virage Gaz | Réduct. | Gaz |Virage| Gaz :
FERA R PERRET Pr PRES LR Te +++ ++ ++ | ++ o | o +++ ++) ++ oo +++ + ++ | ++ +4 ++ ++ ++++++ ++
Les germes isolés des milieux: non phéniqués,
outre qu’ils ont tout à fait l'apparence morphologique, la mobilité et les affinités tinctoriales du Colibacille, en présentent les réactions caractéristiques.
Pour l'instant, ne retenons de cette expérience que les différences trouvées entre les résultats obtenus dans les milieux phéniqués et non phéniqués.
Ici, comme dans la première expérience, lé Colibacille à disparu Sous linfluence de l'acide phéni-
AGEN
que; pourtant, dans les deux cas, on est arrivé à l’iso; ler en quantité très appréciable — 1.000 et 500 au litre — en s’abstenant de faire usage d’un antiseptique; Sans doute s’agissait-il d’un germe ayant perdu, par son séjour dans l’eau, une partie de ses qualités, en particulier sa résistance à l’action inhibitrice aë l'acide phénique. |
$ III à
L'action de l’acide phénique n’est d’ailleurs pas toujours aussi marquée.
Voici un échantillon d’eau ensemencé suivant la technique habituelle en deux séries : phéniquée et non phéniquée.
Après dix-huit heures de culture, on constate :
1° Dans les milieux non phéniqués, partout existence d’un trouble allant du très prononcé pour 100 à une opacité plus atténuée pour 1. Partout des grumeaux; des voiles, irrégulièrement,
20 Dans les milieux phéniqués, partout également trouble très prononcé; des voiles sur les tubes 100, 50 et 2.
Les cultures très souillées obtenues après repiquage sur gélose sont reportées sur milieux différentels et nous donnent :
Milieu non phéniqué Milieu phéniqué °° A ——
Tube B Indol Tube B | Indol
pee
Il est à remarquer que le Colibacille a bien poussé dans les milieux phéniqués, mais que sa présence se manifeste plus loin — dans le tube 1 certainement, dans le tube 53) avec une réaction de Besson douteuse, probablement — en milieu non phéniqué. |
D'autre part, l’absence de B. Coli dans les grandes quantités d’eau ensemencées peut s'expliquer, _ nous-semble-t-il, par le fait que nous étions en présence d’un échantillon très souillé; la surabondance des germes a fait disparaître le Colibacille ‘sous l'influence de la concurrence vitale.
IV
Venant s'ajouter au même processus, l'acide phenique ne serait-il pas la cause d’irrégularités dans la
présence ou l'absence du Colibacille suivant: les volumes d’eau ensemencés ?
Voici une eau qui nous donne en milieu peptoné ordinaire, régulièrement des tubes 100 à 2, des colonies de bacilles ayant l'aspect morphologique et les réactions du B. Coli. Ensemencée en milieu phénique, tous les tubes donnent en dix-huit heures un: trouble homogène.
Sur gélose, l’aspect des colonies est le suivant :
colonies coliformes
10, 10°, 5, 2, 1 : nappe grumeuleuse opaque. :
Par les milieux d'identification, gélose lactosée tournesolée, tubes Besson et eau peptonée à 1 0/0 pour Indol, nous avons :
400 |\ferment. —-
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La recherche de l’Indol sur les premières cultures n'était positive que pour les tubes 10 et 1.
Les colonies isolées ne permettent pas de faire une colimétrie précise. La réaction de l’Indol non plus. Notons que l'échantillon semblant contenir le plus certainement du Colibacille (10) ne donne pas de réaction de l’Indol sur le premier bouillon, mais la donne nettement sur le repiquage: Nous reviendrgns ailleurs sur ce fait.
Il nous semble que ces résultats constituent un exemple de perturbation profonde apportée dans la colimétrie par l'introduction d’un antiseptique, 10 ou 200 Colibacilles au litre ?
Sur l'échantillon n° 3 — 1.000 Coli-litre dans les milieux ordinaires et 200 dans les milieux phéniqués — et sur une autre eau nous donnant dans les mêmes conditions 1.000 et 500 B. Coli — nous avons pratiqué la méthode de Vincent des trois passages en milieux phéniqués à 1 pour 1.000. |
Toutes les cultures au deuxième et au troisième passage sont troublées de façon homogène et présentent des ondes et parfois des voiles. Pourtant, repiquant sur gélose et sur milieux différentiels, nous
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W’avons pu mettre en évidence la présence du B. Coli : examen des cultures ne décèle pas de colonies coliformes, ne permet pas de trouver sous le microscope de bacilles ayant les caractères morphologiques du Colibacille. Aucune réaction d’indol positive, aucun virage ou dégagement de gaz au tube B. Toujours nous avons retrouvé des cultures abondantes de souillures dont la principale semble être constituée par um bacille du genre Subtilis.
Nous avons perdu par des repiquages successifs un bacille résistant pourtant à l’action de l’acide phènique puisqu'il existait encore abondamment dans le _ premier bouillon phéniqué — mais toujours nous avons réensemencé les germes que nous voulions
éliminer.
Ceux-ci sont peu sensibles à l’action de l'acide
phénique.
Dans deux séries de tubes contenant 10 cc. d’eau peptonée à 1 pour 100 et, O, IL IV, etc., XX gouttes de solution d’acide phénique à 5 pour 100, on ensemence un Colibacille et une souillure, isolés d’une des eaux précédentes et non encore habitués aux milieux phé-
_niqués.
Après 24 heures d'étuve à 41°5, on trouve, à l'examen des tubes, l'absence de pousse du B. Coli au tube VIII; la souillure cultive encore dans le tube XIIT.
Donc, une dose de 1,33 pour 1.000 d’acide phénique a fait disparaître notre Colibacille; il nous a fallu 2,33 pour 1.000 d’antiseptique pour agir sur notre germe banal. ; k Fr
Le résultat de cette expérience vient confirmer ce que nous laissait supposer les expériences précédentes. Pourquoi employer un antiseptique qui nous laisse, après trois passages dans un milieu le contenant, les mêmes souillures que dans une culture en milieu nutritif ordinaire?
Combien il serait vain de vouloir faire le diagnostic bactériologique d’une eau sur la simple existence d’un trouble homogène après deux repiquages successifs en milieu phéniqué. |
Pourquoi donc employer ces trois passages sans utilité apparente et ne pas faire l'isolement (il faut toujours y arriver) dès la première culture ?
Cet emploi d’un antiseptique n’est, en outre, pas sans inconvénient. Rappelons que, sur deux échantil- Jons d’eau, il a éliminé le Colibacille; sur un autre, il a réduit l'étendue de son apparition et que, sur un dernier enfin, son emploi est peut-être la cause de : résultats irréguliers. |
Aux doses employées (1 pour 1.000), l’action inhibitrice de l’acide phénique sur un Colibacillé, ayant
séjourné parfois longtemps dans l’eau et, par ce fait, amoindri dans sa vitalité — et dans ses propriétés biologiques — est certaine. Fe
Ces faits ont été signalés par beaucoup d’auteurs; ils leur ont fait abandonner l’addition de tout antiseptique à leurs milieux de culture.
Nous estimons qu’il est sage de les imiter.
CHAPITRE II
Avant d'étudier les « procédés simplifiés », ajoutons à notre documentation les résultats de l’analyse d’une eau ensemencée selon quatre méthodes.
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1° au E ; bout de au peptonée 24 heures | non phéniquée 100! Trouble légervoile 50| Trouble légervoile 10) Aucune pousse 10° ; 5 »
2° au bout de 40 heures Voile corné clair 100|/Pas d'odeur Pas d'indol 50 id.
10 Trouble léger, pas de voile 10° | Aucune pousse 3 »
Eau peptonée
phéniquée
Aucune pousse
ee Milieu de Besson
Amarante-Gaz
Amarante Amarante Amarante Inchangé »
Eau
peptonée lactosée
Aucun phénomène
noter
Trouble Pas d’'odeur Pas d'indol
Aucune pousse)
Virage
Gaz Fluorescence
‘Odeur putride
Virage Fluorescence
(Pas de gaz
Amarante
Gaz Gun
Gaz
Rouge Gaz
He
Gaz
Amaran te
Pas de gaz
Aucun phénomène
noter
EU
On repique sur gélose en partant des ensemencements de 40 heures en milieu non phéniqué, en milieu phéniqué et en milieu de Besson. "Voici les résultats de ces cuitures après 12 heures environ. ,
1° Milieu non phéniqué. — Seul le tube 10 donne une colonie coliforme. Au microscope : petit bacille plus long et plus fin que le B. Coli, très mobile (plus que ne l'est habituellement le Coli), Gram négatif, groupement en dispositions parallèles,
Bacille fermentant le lactose, mais donnant une culture faible en eau peptonée et pas d’indol.
2° Milieu phéniqué. — Le seul développement apparu (100) nous donne, sur gélose, de grandes colonies plates dentelées en forme de corolles de fleurs. Ses éléments sont constitués d’un gros bacille à spore centrale,
3° Milieu de Besson. — Tous les tubes ont été, après 40 heures, le siège d’une réaction : virage, changement de teinte, gaz.
Les colonies sur gélose se présentent ainsi. Pour :
100 : Enduit de petites colonies extrêmement fines et rapprochées, émaillées de colonies plus opaques,
franchement jaunes.
Microscope : bacille Gram positif; coccus Gram, négatif. |
Ce dernier germe ne fermente pas le lactose et ne donne pas d’indol.
50 : Petites colonies translucides fessemblant assez à du B. Coli contenant des impuretés.
L'impureté est un gros bacille Gram positif.
Les petites colonies sont formées d’un cocobacille légèrement mobile, Gram négatif.
10 : Grandes colonies plates jaunâtres, aspect franchement crémeux. |
Bacilles (Gram positif) et cocobacilles (Gram négatif) faiblement mobiles. Ces derniers ne fermentent ni ne virent le lactose tournesolé et ne donnent pas d’indol. Pare -
10° : Comme pour 100, grosses colonies de bacilles Gram positif et fines colonies de cocci Gram négatif.
5 : Colonies coliformes, mais très confluentes, tendance au développement en nappe.
Petit coccobacille (presque coccus) très faiblement mobile à Gram négatif.
Pas de fermentation du lactose, pas de production d’indol. | :
2 : Colonies voisines du Colibacille, un peu plus fines et confluentes. à
Tout petit coccobacille faiblement mobile à Gram négatif, ne produisant pas d’indol.
1: Petites colonies claires et grandes colonies grenues. HEURE
_ Ces dernières sont constituées de grands fila-
ments à Gram positif. Les petites colonies ont pour
élément un bacille Gram négatif, plus gros que ne l’est habituellement le B. Coli et affectant un groupement en dispositions parallèles.
Nous avons obtenu sur milieu phéniqué des germes n'ayant aucune analogie avec le B. Coli, sur milieu non phéniqué la culture d’un bacille morphologiquement non colibacillaire et, sur milieu de Besson, une pousse dans les quantités 100, 50, 10, 10°, 5, _2.et 1.
Le résultat des contrôles effectués sur ces cultures — et dont nous avons cité une partie — est le suivant:
Quantité ensemencée et milieu Gélose lactosée Täbe B Lai : Eau choisi au| ,tournesolée peptonée 1° ensemencement
Ferment. - Gaz| Virage-fluor-gaz 100 (B) O OS » » » »
0 1B 04 1070 0. 0 SR D aa 10 (NP) Oo! © © Oo O Pas d'indol | Coagulation forte 10 (B) O O |Orange O + IRétetn intense | Pas d'indol (et rapide du caillot 4 Coagulation forte 10° (B) O O O O + Ré:raction rapide| Pas d'indol
5 ‘du caillot Coagulation forte Rétraction intense | Pas d'indol et rapide du caillot Coag. très forte \Rétraction très intense du caillot
2 (B) O O! O O ++4 Transudation irès| Pas d'indol
5 (B)|._ © OMROLO-L Er
jrapide et très tabondante du sérum 1 (B) UE (4 OHOTO O Pas d'indol
Ne RAS PEN, DUT, LISE OS AUS "ARR 2 NO RU ee Er DEL QAR SE TE AR
Les germes qui ont produit ces réactions de con- è trôle ont été vétifiés au microscope. Partout où nous avions primitivement des impuretés, celles-ci ont été éliminées au cours du deuxième reépiquage. Donc, nous n’étudions, exclusivement, dans le tableau précédent le germe qui avait appelé primitivement notre attention.
Voici les résultats du contrôle microscopique :
1°" repiquage k k (le germe étudié est souligné) D répiquage
1) Bacille, Gram positif Coccobacille très faiblement 2) Coccobacille, Gram négatif| mobile. Gram négatif
1) Grand bacille. Gram po- Très petit coccobacille, Gram sitif négatif, faiblement mobile 2) Très petit coccobacille fai- | blement mobile, Gram né-
gatif
| |Bacille nettement plus long et 10 (N.P.) plus fin que ne l'est le Coli.
Beaucoup plus mobile |
1) Grand bacille, Gram po-|Petit coccobacille. Gram nésitif gatif
2) Petit coccobacille, Gram négatig
10’ (B) 1) Gros bacille, Gram positif Petit coccobacille faiblement 2) Petit coccobacille, Gram| mobile. Gram négatif négatif
Tout petit coccobacille, Gram|Petit coccobacille. Gram nénégatif gatlf
Tout petit coccobacille faible-|Tout petit bacille à mobilité
ment mobile. Gram négatif| assez marquée, mais sur
place
1) Grands filaments Gram positif 2) Bâäcille Gram négatif un) Col.
| peu plus grand que ne l'est\Complètement immobile
häbitüellément le B. Coli
Bacille de dimensions un peu supérieures à celles du B.
En conclusion : partout, la culture précoce nous avait démontré l'absence de B. Coli et les contrôles ne démentent en aucun cas le premier diagnostic posé. Il est intéressant de remarquer en passant l’action nettement favorisante des composants du milieu de Besson (et très probablement du glucose) sur la pousse d’une flore spéciale de germes à morphologie coccobacillaire ayant comme principal caractère de coaguler fortement et rapidement le lait.
Le Besson nous a donné deux réactions entièrement positives (100 et 10) alors que le germe en cause n’était pas un B. Coli.
SII
Nous n’avons que peu l'expérience des procécés à l’eau peptonée lactosée — tournesolée ou non — ia séule comparaison que nous ayons faite (exp. n° 2) nous donne un résultat de 10 Coli, alors que nous en isolons 500. Par contre, sur une eau ne contenant pas de Goli, ce procédé donne aussi un résultat négatif.
Cette propriété de fermenter le lactose avec dégagement de gaz ne semble pas constante chez les B. Coli des eaux.
Remarquons comme, dans les vérifications ellesmêmes, elle est souvent absente ou se manifeste incomplètement.
N'oublions pas non plus qu’elle est loin d’être
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spécifique du Colibacille. Un tel procédé, basé à la fois sur une propriété inconstante d’une part et non spécifique d’autre part, ne saurait, à notre avis, être
retenu.
S III
Nous avons plus d'éléments pour apprécier les procédés à l’Indol.
La réaction de l’indol se recherche très simplement en ajoutant à une culture — en eau peptonée — 1 cc. de solution de nitrite de potassium à 0,02 pour 100, puis 1 ce. d’acide sulfurique pur dilué au quart (réaction de Salkowski). On peut rendre plus évidente Ja coloration rose obtenue en la rassemblant à l’aide de quelques centimètres cubes d’alcool amylique.
Mais suivant que cette réaction nous donne un résultat positif ou négatif, pouvons-nous en déduire qu’il y'a ou qu’il n’y a pas de B. Coli ?
1° Positive, — Le staphylocoque blanc de l’eau, des bactéries putrides (dont la signification est sensiblement la même que celle du Colibacille) et des bactéries indologènes, n’ayant aucun point commun avec le Coli, la donnent. de
2° Négative. — Si nous nous reportons à nos résultats nous trouvons qu’une eau contenant 500 Coli (expérience n° 2) ne nous a pas donné d’Indol, une eau contenant certainemet du coli ($ IV) ne donne
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une réaction positive qu'aux tubes 10 et 1, enfin qu'une eau ne contenant pas de Coli (dernier échantillon) ne donne pas d’Indol. Nous y voyons aussi (n°1, n° 3) que cette réaction a été en concordance avec les résultats de l’isolement.
En examinant plus attentivement les résultats, nous voyons que pour l’analyse n° 4, la réaction de l’Indol qui n’avait été positive sur les premiers bouillons que dans les tubes 10° et 1, apparait sur les repiquages au tubes 100 et 10. L'expérience n° 2 nous montre que l’Indol qui n’apparaissait pas dans les premières cultures, peut être mis en évidence dans le tube 100 des repiquages.
Il semble que cette propriété indologène du Colibacille soit inconstante, mais que le germe cultivé longtemps — (d’où l'intérêt d'attendre 48 h. ou 4 jours) — récupère cette propriété qu’il avait perdu par son séjour dans l’eau.
SAV
Le procédé de Besson nous a donné, en général, des résultats un peu inférieurs à ceux donnés par l'isolement du colibacille ; mais il est des cas où il est franchement en défautsoit. qu'il pêche par excès
(dernier échantillon analysé) ou par défaut (eau: n° 2).
Remarquons que dans cette dernière analyse les
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repiquages, en tubes B, donnent partout une réaction franche. à | |
Le colibacille en cause avait-il perdu ses qualités fermentatives et sa propriété de faire virer le rouge neutre ? ou bien est-ce parce que se trouvant à l’état pur et en quantité considérable, la seconde fois, que la réaction s’est produite facilement ?
I1 nous semble que l’on peut expliquer ces résultats par le fait qu'un colibacille qu’on retire d’une eau n’est pas analogue à un B. Coli cultivé au laboratoire. S’il se présente sous la même morphologie, les propriétés fermentatives ou la propriété indologène sont fréquemment absentes. Elles peuvent réapparaitre à la suite de passages sur divers milieux.
Le résultat le plus déconcertant que puissent donner les techniques simplifiées ou les méthodes qui visent à assimiler la colimétrie à une colorimétrie — et également les procédés franchement « truqués » au moyen d’antiseptiques — est la constatation d’un colibacille authentique et certain dans de faibles quantités d’eau ensemencées et son absence dans des quantités 20, 50 ou 100 fois supérieures.
Ce phénomène paradoxal peut ccbétdänt s’expliquer : |
Si le colibacille existe dans 20, 10 ou 5 cc. d’eau il existe sûrement dans 50 et 100 cc., mais l’abondance des germes associés le fait passer inaperçu. Comment quelques unités colibacillaïires parviendraient-elles à réduire de façon complète 200 cc. de bouillon au rouge neutre alors qu’elles se trouvent en concurrence vitale avec une profusion de microorganismes acidifiant le milieu ? Pourtant l’observateur concluera à l'absence du B. coli dans l’échantillon d’eau ensemencé et attribuera le virage intense obtenu dans une plus petite quantité à l'effet du hasard !
Cet inconvénient majeur, l’inconstance des propriétés sur lesquelles se base tout procédé posant le diagnostic dé présence du colibacille sur l’apparition de Fune de ses réactions biologiques, sous l'influence qui est supposé le contenir, nous feront rejeter de telles méthodes.
II ne sera qu’un moyen certain de diagnostic, c’est d'obtenir par l’isolement une souche du germe en cause, d’en étudier la morphologie et les affinités tinctoriales et, plus accessoirement, d’en rechercher les réactions de différenciation (elles sont plus constantes dans les repiquages que dans les premières culiures) sans s'attacher à en exiger la concordance. abso-
lue.
CHAPITRE IV
Nous venons de voir les inconvénients des méthodes dites « simplifiées », se basant sur une réaction colorée ou une propriété spécifique — ou réputée telle — du colibacille.
Précédemment nous avons abandonné l’usage de l’acide phénique pour l’élimination des souillures et la mise en évidence — élective — du B. coli.
Nous avons aussi attribué aux repiquages successifs de milieux liquides à milieux liquides, la perte d’un germe existant dans la première culture et qu'il est impossible de mettre en évidence après le 3 passage.
Nous avons insisté sur la nécessité qu’il y a à isoler le colibacille et à en faire un examen microscopique direct, en chercher les réactions habituelles mais sans trop se laisser influencer par des résultats irréguliers où des propriétés absentes qui peuvent réapparaître après un certain temps de culture. se
De plus nous savons qu’à cette température de 41°5-42° les cultures de colibaciHes sont des premières
à apparaître et qu’il y a avantage — 1" expérience — à en faire le repiquage le plus précocement possible. Si nous voulons nous résumer, il nous faut :
1° Ne pas employer d’antiseptique ;
2° Isoler le B. coli ;
3° En faire l’examen direct après culture, puis en rechercher les réactions d'identification habituelles.
Nous procédons ainsi :
1° Un échantillon après peptonage à 1 pour 100 — en utilisant, à la dose de 1 cc. pour 50 cc. d’eau, une solution de peptone concentrée — est réparti dans des ballons, fioles et tubes stériles dans les volumes suivants : 100 cc., 50 cec., 10 cc., 10 cc. 5 ce 2 cc. et 1 cc. (ces trois dernières valeurs ajoutées à 10 cc. d’eau peptonée ordinaire stérile, pour un volume total suffisant) :
2e Après 15 à 18 heures d’étuve à 41°5, 42 on repique les tubes présentant un trouble sur gélose inclinée. | :
Cette opération doit être faite avec beaucoup de soins. Il faut se servir d’un fil et non d’une ôse, le plonger à peine dans le milieu peptoné, puis bien laver l’extrémité du fil dans l’eau de condensation de la gélose et étaler ensuite le plus possible en frottant dans le sens transversal tout en retirant le fil. (I y a
avantage à couler la gélose dans de grands tubes de 20 mm. de diamètre sur 20 cm. de longueur).
Après un étalement fait de cette façon. on peut voir à côté de colonies diverses et, notamment à côté de grosses colonies envahissantes, quelques colonies de coli plus ou moins nombreuses (quelquefois il n’y en a que de rares unités). Il est alors facile d'isoler le
germe à l’état pur.
3° Il faut s’efforcer de faire un diagnostic de présomption sur l’aspect des colonies examinées à l’œil nu ou à la loupe. |
Quand on trouve une colonie bien caractéristique, on la repique soigneusement si l’on craint les souillures cnvahissantes, et on regarde au microscope les germes qui la composent. Si on a l'aspect du colibacille : petit bâtonnet droit à bouts arrondis de 2 à 4 mm. de long sur 0 mm. 6 à 0 mm. 7 de large avec quelques formes en diplobacilles (et bien rarement de courtes chaînettes), mobilité moindre que le bacille typhique (plutôt mouvements de vibration, de giration sur place) — et si la coloration présente un Gram négatif et pas de spores, on peut identifier presque à coup sûr un colibacille. Les réactions de différénciation (quand elles veulent bien marcher) -ne viennent que confirmer un ‘diagnostic fait sur la gélose et au microscope.
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Cette méthode est rapide; il faut 24 heures pour un diagnostic de présomption, 36 à 48 heures pour un “iagnostic de certitude (avec les résultats obtenus sur milieux différentiels). |
Elle met le colibacille sur un bon milieu de culture et le laisse se développer normalement à l’abri de toute substance inhibitrice.
Elle permet, à coup sûr, l’isolément du germe en cause et donne des réponses rigoureusement exactes lorsqu’elles sont positives. Lorsqu’elles sont négatives on peut ‘affirmer qu’il n’existe pas de colibacille en quantité appréciable dans l’eau en cause. C’est en employant cette méthode concuremment avec d’autres procédés que l’on peut s’apercevoir combien on risque de laisser passer le B. coli même par la méthode basée sur :e milieu de Besson (qui est une des meilleures) et surtout par les méthodes basées sur l'emploi d’anti-
septiques.
Qu'on n’objecte point que cet isolement entraîne à des recherches longues puisqu’en opérant sur des milieux non additionnés d’antiseptique la première culture est vite obtenue et qu’on doit la repiquer dès son apparition. En réalité, cela occasionne moins de peine et moins de dépenses, fait passer moins de temps que de multiples repiquages en milieux prétendus sélectifs ou différentiels. Le travail se fait sur-
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ADIe eau ne. au rouge neutre, ia latine, etc.
CONCLUSIONS
De cette étude sur la colimétrie des eaux, nous
pouvons déduire un certain nombre de conclusions :
1° Les « procédés de concentration » ne permettent pas une colimétrie exacte.
Ils présentent une difficulté d'application du fait des appareils supplémentaires et des manipulations longues et délicates qu’ils nécessitent. De plus on ne sait pas exactement la quantité de germes entraînés par le précipité d’alumine (ou autre), car il reste dans le liquide surnageant, dans une portion du culôt qu’on n’a pu reprendre, un certain nombre de germes qu'on ne peut évaluer que très approximativement.
Tous ces procédés se terminent par une numération sur milieux solides dant les résultats sont souvent aléatoires : par exemple en milieux gélatinés on se heurte à des liquéfactions qui empêchent la numération.
Is sont inutiles si l’on veut se servir de milieux ïiquides —- il est rarement demandé d’opérer sur des quantités d’eau supérieures à celles employées dans les cultures directes.
2° Les procédés faisant usage d’un antiseptique — tel l’acide phénique —,ne sont pas recommandables. Les expériences qui ont $ervi à les fonder ont
été faites sur des germes vivaces, doués de toute leur résistanse et de toutes leurs qualités. Il en va tout autrement lorsqu'on s'adresse à des eaux naturelles ; le colibacille y a perdu souvent une partie de ses .Propriétés et devient très sensible à l’action. de toute substance inhibitrice. à
L’acide phénique nous s semble ne pas donner des cultures moins souillées que celles faites dans les milieux simplement nutritifs ; mais il présente parfois le très grave inconvénient de tuer ou d'empêcher le développement de certains colibacilles des eaux.
Ces inconvénients sont encore plus marqués en utilisant le procédé de Vincent. L’usage prolongé de l’antiseptique, mais surtout les repiquages fréquents de milieux liquides à milieux liquides fait perdre souvent le colibacille (2 fois sur 2 dans nos expériences), alors que d’autres germes ont continué à pulluler.
3° Les méthodes simplifiées ne donnent pas une sécurité suffisante pour conclure : elles sont infidèles par excès ou par défaut.
Par excès si l'on veut considérer comme colibacilie, authentique toutes les cultures présentant certaines réactions du B. coli, dont ce germe n’a pas ia propriété exclusive. L'ÉOREEE
Par défaut si l’on se hâte de conclure à l’absence de B. coli sur l’absence des dites réactions ou encore si, en recherchant la coïncidence de plusieurs de ces
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réactions, certaines d’entré elles: viennent à manquer.
Les procédés à l’eau peptonée: lactosée, tournesoléé ou non, sont trop incaustants, DOME qu’ils soiént pris en considération. si
Les procédés à. l'indol .. plus simples —— sont sujets à des causes d'erreurs. Posilifs, il peut ne s’agir que de staphylocoque blanc de l’eau ou de bactéries indologènes autres que le B. Coli. N égatifs, il peut y avoir dans l’eau des colibacilles qui ont pérdu momentanément cette propriété mäis qui sont susceptibles de la recouvrer après un certain temps de culture.
Le procédé de Besson —- plus fidèle — se trouve lui aussi en défaut de temps en temps. Nous donnant en général des résultats un peu inférieurs, il est parfois nettement insuffisant suivant les échantillons d’eau. d CES
Il ne saura donc être employé: comme nid de certitude. La certitude exige d’une part de mettre les colibacilles dans de bonnes conditions de culture, d'autre part d'isoler une souche pour en caractériser la morphologie et en rechercher les réactions d’iden- ; tification. #1
4° Pour répondre à ces conditions nous cultivons sur milieu peptoné ordinaire avec repiquage aussi précoce que possible (dès l’apparition de la pousse vers la 15° heure et avec possibilité d’une révision après 24 ou 30 heures), sur gélose inclinée.
Sa
L’ensemencement, fait très largement, permet d'obtenir des colonies isolées qu’on s’efforce de reconnaître. Un examen microscopique, avec recherche des caractères morphologiques et tinctoriaux du colibacille, donne presque une certitude. à
Un ensemencement sur milieux différentiels vient (lorsque les résultats concordent) apporter une confirmation à l’examen direct.
Cette méthode est basée :
a) Sur la non utilisation d’un antiseptique dont on peut redouter l’action inhibitrice ;
b) Sur l'apparition précoce de la culture du colibacille dans ces conditions de température ;
c) Sur le repiquage immédiat de cette culture sur gélose inclinée ;
d) Sur le diagnostic, à l’œil nu ou à la loupe, des cultures coliformes ;
e) Sur l’examen microscopique de. la morphologie et des affinités tinctoriales des éléments de ces cultures plutôt que sur la recherche des réactions habituelles d'identification qui viendront corrober — plus ou moins complètement — les résultats obtenus à l'examen microscopique.
Le tout demande 24 ou 48 heures au maximum pour obtenir un élément absolu de certitude.
L'interprétation de cette méthode est absolument comparable à celle de tous les procédés qui.se pro-
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posent de dénombrer les colibacilles par la plus petite quantité d’eau ensemencée qui a donné un développement microbien. Elle n’a, par conséquent, ni plus lii moins de précision à ce point de vue qu’une autre; mais elle permet de déceler plus vite et plus sûrement les colibacilles d’une eau.
Quelques analyses viennent mettre en valeur les résultats obtenus.
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