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un récipient protégé, d'autre part, conire les poussitres
atmosphériques par une bourre de coton (4) : il brisait la
pointe & l'intérieur de l'organe; en pro-
duisant une aspiration du colé de la
bourre, il provoquait la pénétration du
liquide dans le récipient et, quand il en
avait une quantité suffisante, il fermait
rapidement la pointe brisée, & T'aide de
la lampe d'émailleur. Le liquide ainsi
recueilli pouvait séjourner indéfiniment
dans le ballon sans se corrompre; exirait
du ballon, il ne manifestait au micro-
Fiz. 111, — Appareil SCOP® la présence d'aucun élre vivant.
pour reoueillir asep-  Ainsi tombait la dernitre objection qui
h‘&“i’;‘;ﬁfiq'l?;,“q'l“ pouvail étre faite & la théorie du pansper-
misme, qu'on peut, en résumé, énoncer

sous la forme suivante :

Dans tous les cas ow on croyait avoir observé la généra-
tion spontanée de quelque étre vivant, il a élé possible de
montrer par quelle voie le germe de cet étre vivant avait pu
étre introduit dans le milieu ot il s'était développé.

Toutes les fois qu'on fait parvenir dans un milieu favo-
rable des germes vivants d’étres organisés, ces germes €vo-
luent et donnent naissance @ des étres vivanis.

Résumons-nous encore : foul étre vivant, quelque simple
qu’il soit, dott éire considéré, dans la nature actuelle, comme
provenan! dun étre vivant de méme espéce, qui a existé
avant lut.

RECHERCHE DES BAGTERIES.

DIXIEME LECON

La technique bactériologique. — La mor-
phologie des Bactéries.

Extréme diffusion des Ractéries. — Nolre der-
nidre lecon nous a appris, & n'en pas douter, qu'il n'y a pas
d'dlres vivants, aussi simples qu'on veuille les concevoir,
qui ne proviennent du développement de germes formés par
des organismes préexistants. Les Bacléries ne fonl pas
exception A celte régle. Leurs germes, préls & poursuivre
plus tard leur évolution, sont répartis dans T'air qui nous
entoure, surle sol et les corps divers qui le recouvrent, dans
Yeau qui coule ou séjourne A sa surface, dans l'intérieur du
sol lui-méme. Le milieu o ils se trouvent portés convient-il
3 leur développement, aussitdt ils passent de la vie trés ra-
lentie, qui caractérise leur état de repos, & une vie plus
aclive : ils germent, et bientét pullule I'espce qu'ils avaient
mission de conserver.

La technigue bactériologigue. —Il convient main-
tenant de nous demander comment on doit procéder pour
faire I'6tude méthodique d’une esptce déterminée de Bacté-
ries.

Recherche des Bactéries. — La premidre chose &
faire est de reconnailre l'existence des Bactéries dans le
milieu soupconné d'en contenir et qui doit nous fournir des
éléments d’étude; ainsi se pose tout d’abord devant nous le
probleme de la recherche des Bactéries.

Supposons, pour fixer les idées, qu'il s’agisse de mellire
en évidence V'existence de Bactéries dans une de ces taches
de couleur pourpre qui se développent rapidement, dans un

‘lieu humide et chaud, & la surface de la colle de pAte ou des
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tranches de pain. On prend, avec I'extrémilé d’'une aiguille,
un peu de la matidre piieuse qui offre cette coloration rouge
et on I'étale en couche mince 2 la surface d’'une lamelle
couvre-objet. Pour élre plus certain d’oblenir une couche
uniformément mince, on peut intercaler la matitre piteuse
entre deux lamelles qu'on fait glisser I'une sur 'autre enire
le pouce et I'index, en tournant 1égérement les deux doigts
dans le méme sens : on obtient ainsi 4 la fois deux lamelles
chargées de la matidre suspecte. On laisse sécher la surface
contaminée de la lamelle, condition qui se {rouve réalisée an
bout de quelques minutes; puis, pour coaguler les substances
albuminoides et les mucilages que peut renfermer la prépa-
ration, on passe rapidement, deux ou trois fois de suite, la
lamelle, tenue & l'ex{rémilé d'une pince, au-dessus de la
flamme d’une lampe 4 alcool, en ayant soin de tourner en
haut la face chargée de Bactéries. On met dans un verre de
montre un peu duréactif colorant qu’'on désire employer, par
exemple de la fuchsine, du violet de gentiane, du bleu de
méthylene. On a toujours en réserve des solutions alcoo-
liques concentrées de ces réactifs; on verse, au moment de
s’en servir, goulle & goutle, un peu de la solution concentrée
dans de I'eau distillée. Surle réactif colorant ainsi préparé
et contenu dans le verre de montre, on dépose avec précau-
tions la lamelle traitée comme il vient d’étre dit, de manidre
qu'elle flotte, la face chargée de Bacléries en contact avec le
réactif colorant. On laisse séjourner la lamelle de dix &
irente minutes, suivant la nalure de la préparation et celle
du réactif colorant. Parfois on peut accélérer la coloration en
chauffant le réactif & une température qui varie entre 30 et
60 degrés : on emploie généralement pour cela une sorte de
ruban mélallique recourbé en S, qu’on chauffe 4 I'une de ses
extrémités tandis qu'on dépose le verre de montre & 'extré-
mité opposée; la conductibilité du métal {ransmel la chaleur
jusqu’au verre de monire. Ceci fait, on décolore la prépara-
tion par un lavage a l'eau distillée : les Bactéries seules con-
servent la matidre colorante. On sbche la préparation en
l'exposant & I'air ou, sil'on veut oblenir un séchage plus
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rapide, en la comprimant entre deux feuilles de papier
buvard. Pour I'examiner au microscope, on verse une goutie
de térébenthine ou de xylol, ou encore d'huile de ctdre, sur
une lame porte-objet; on dépose & la surface de cetle goutle
la lamelle préparée,en mettant la face chargée de Bacléries
en contact avec la goutle : 6erasée par la lamelle, la goutte
s'6tale et devient infiniment mince; la préparation peut alors
étre examinée par transparence.

Cultures pures. — En examinant une préparation
ainsi obtenue, on peut n'observer aucune forme de Bactéries;
a4 moins de supposer que la préparalion ait élé défectueuse
ou que les moyens d’observation soient insuffisants?, on
doit alors admettre que le milien suspect est dépourvu de
Bactléries. La préparation peut, au contraire, renfermer un
grand nombre de Bacléries, de forme identique, appartenant
par suite & une espéce unique. Enfin il arrive souvent quelle
contienne plusieurs formes de Bactéries, parmi lesquelles une
peut dominer. Il s'agit alors de séparer celte forme domi-
nante de toutes celles qui s’y trouvent mélangées; pour
isoler Tespece & laquelle appartient cetle forme, il est néces-
saire d’en obtenir une culture pure.

Milieux de culture.— Il faut d’abord faire choix d'un
milieu de culture. Ce milieu doit renfermer les substances
qui paraissent @ priori le plus aples au développement de
Tespice éludiée; il doil rappeler, en d'autres termes, autant
que possible, le milieu naturel sur lequel cette espéce a éLé
observée. Remarquons, d'ailleurs, que, d’une manitre géné-
rale, tous les milicux favorables au développement des Bae-
iéries onl une réaction alcaline. En méme temps que le
milien de cullure doit étre favorable au développement de
l'espice qu’on éludie, il faut aussi que ce milieu se préte fa-
cilement & I'cbservation de ce développement.

Les milieux qu'on emploie, en tenant comple de ces don-
nées générales, peuvenl étre liquides ou solides.

1. 1l est souvent indispensable d’employer, pour 'examen microscopique des
Bacléries. les abrectifs a timmersinn.
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Parmi les milieux liquides qu'on utilise le plus fréquem-
ment, il faut citer les bouillons de viande, le bouillon de
beeuf par exemple. Le bouillon qu'on prépare pour une
culture de Bacléries doit &tre 1égérement salé : il faul qu’il
renferme environ 5 grammes de sel par litre. Tl doit aussi
&lre riche en substances azolées : on assure la réalisation de
celte condition en y ajoutant environ 10 grammes de peplone
par litre. 11 doit encore étre parfaitement dégraissé : on em-
ploie, pour le préparer, de la viande minutieusement dé-
barrassée de ses particules grasses el hachée en menus
morceaux ; de plus, aprds avoir salé et peptonisé le bouillon,
on le filtre A chaud sur du papier mouillé, qui arréte les
derniers globules de graisse. Enfin la réaction du bouillon
doit 8tre alealine: on y ajoute avee précantion un peu d'une
solution concentrée de carbonate de soude jusqu'au moment
oll un papier rouge de tournesol, trempé dans le bouillon,
vire nettement au bleu.

On congoil qu’on puisse varier A I'infini la composition du
bouillon de culture en y inlroduisant telle ou telle substance
qu'on suppose favorable au développement de la Baclérie
étudiée ou dont on veut déterminer I'action sur ce dévelop-
pement.

Comme milieux solides de culture, on peut citer, parmi les
plus usités, des fragmentsde pommes de terre ou de carolles
cuites dans la vapeur d’eau. Mais on comprend aisément
que de semblables milieux offrent cet inconvénient d’avoir
une composition ahsolument fixe, que 'expérimentaleur ne
peut pas modifier 3 son gré; ces milieux sont, de plus,
opaques, ce qui, dans cerlains cas, rend difficile 'observa-
tion des organismes qui s'y développent.

C’est pour obvier & ce double inconvénient que Koch a eu
I'idée d'incorporer aux bouillons liquides destinés a la culture
une substanece fusible sous 'influence de la chaleur, solide &
la température ordinaire et transparenie sous ces deux
formes, la gélatine. Ila ainsi obtenu des gélatines nuiritives,
ou, si l'on préfere ce terme, des bouillons gélatinisés, con-
stiluant des milicux solides, assez {ransparenis pour per-
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mellre I'observation et dont la composition chimique pouvait
éire variée & linfini. Pour oblenic un tel milien de
culture, on commence par préparer le bouillon dont on a
fait choix; puis, avant de 'alcaliniser, on ptse environ
10 p. 100 de son poids de bonne gélatine en feuilles, qu'on
découpe ensuite en menus fragments; on introduit bouillon
et gélaline dans un matras et on chaulle le mélange au bain-
marie & une tempéralure inférieure & 60 degrés, pour éviler
des coagulations de matidres albuminoides; une fois la oé-
latine fondue, on alcalinise le milieu par Paddition de ear-
bonate de soude, on fait bouillir une heure & feu doux, enfin
on filire le mélange a chaud; par refroidissement, il se so-
lidifie.

Les milieux & la gélatine ont un inconvénient : celte sub-
stance fond & une température relativement basse, de sorie
qu'il est impossible d’étudier, dans de semblables milieux,
le développement d’une Baclérie au-dessus d’une tempé-
rature voisine de 20 degrés. C'est pour éviter cet écueil
qu’on substilue souvent & la gélaline une substance assez
analogue, connue sous le nom d'agar-agar ou gélose, sorte
de gélatine qu'on extrait du thalle de certaines Algues du
groupe des Floridées (Chondrus, Gigartina, elc.); la gélose
a 'avantage de rester solide aux plus hautes températures:
on la mélange dans la proportion ded & 2 p. 100 au bouillm;
qu’on désire solidifier.

On emploie encore, comme milieu solide de culture, le
sérum coagulé : on sait, en effet, que la parlie liquide) du
sang, dépouillée de sa fibrine, forme un liquide transparent,
a peine teinlé de jaune, qui, sous I'action de la chaleur, se
prend en masse, se coagule en un mot.

Vases a cultures. — Apres avoir fait choix d’un mi-
lieu pour la cu}lure, il faut arréter la forme du vase dans
lequel on obtiendra celle-ci. Cette forme dépend de la
naEl.ure' du milieu. Quand on emploie un milieu liquide; on
fait généralement usage de petils matras construits spé-
cialement pour cet usage et connus sous le nom de matras
Chamberland (fig. 112). Le matras Chamberland est une

10
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sorle de pntlt ballon & fond plat dont le col est extérieure-

ment rodé & 'émeri; sur ce col peut s'engager & frotlement

un bouchon creux dont la face interne est aussi rodée a
I’émeri; la partie supérieure du bouchon se
rélrécit et se termine par un tube dans le-
quel on introduit un tampon d’ouale rous-
sie desliné & arréler les germes apportés
par l'air. Le bouillon de culture remplit
la moilié ou les deux tiers environ du
ballon.

Quand on emploie un milieu solide & la
gélatine ou  l'agar-agar, on fait usage de
simples tubes & essai dans lesquels on
verse, & l'aide d'un entonnoir, le mélange
encore chaud el liquide; on remplit incom-
plétement le tube A essai; on le ferme avec

Fig. 112. — Malras = - B S i
Chamberland. un tampon d'ouate destiné a arréler les
germes; puis on laisse le milieu de culture
se solidifier par 1ef1‘01d1ssoment si on maintient le tube
verlical pendant le refroidissement, la surface libre du mi-
lieu solide est peu considérable et de
forme circulaire; si on maintient le lube
oblique, la surface libre du milien soli-
difié est beaucoup plus étendue et possede
une forme elliptique (fig. 113).

Quand la culture doit étre faile sur un
fragment de pomme de terre ou de ca-
rolle cuite, on emploie un tube & essai
dont la forme spéciale a été imaginée par
M. Roux : ce tube esi éiranglé vers sa
partie inférieure, de maniere a se termi-
ner par une sorte de pelite ampoule. On
découpe dans la pomme de terre ou la
carolte une sorte de parallélépipede im-
parfait, plus large & une de ses extrémités qu’a l'autre el
1aill6 de telle sorfe qu'il puisse entrer dans le tube, mais
s’arréte au col infériens On lave avec soin ce bloc, on

Fig. 113. — e
& cultures sur gél Lll[LL‘
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I'introduitl dans le tube, et on ferme selui-ci avec un tampon
d'ouate (fig. 114).

Stérilisation des vases. — Rappelons-nous!’ estréma
(111?11;1011 des germes de Bactéries, soit dans

'air qui nous entoure, soit & la surface des ob-
jets qui s’y trouvent plongés, et nous compren-
drons aisément qu'il soit nécessaire, avant de
chercher & établir une culture pure dans un
des vases qui viennent d'étre décrits, de tuer
toutes les cellules végélatives et toutes les
spores de Bactéries que sa surface interne peut
recéler : il faut, en un mot, stériliser le vase
qui doit servir & la culture. 11 suffit, pour cela,
de le porter-a une tirés haute température.
L’appareil qu'on emploie le plus fréquemment
4 cel usage est connu sous le nom de four
Pasteur. C'est une sorle de eylindre en Lole
dans lequel peut étre suspendu un panier en fil
de fer qui contient les objets & stériliser. Ce
cylindre est fermé par un couvercle percé d'une
ouverlure; dans celle-ci on peul engager un Tube a cullure
bouchon qui porle un thermometre, permeitant  forh o -
de se rendre comple de la température inté-

;mure On dispose sous ce cylindre une grille & gaz qui serl

A le chauffer; les produits de Ia cnmbuaimn circulent dans
une sorte de manchon métallique qui entoure le cylindre el
s'échappent par un tuyau latéral. On a reconnu qu’il suffit
de laisser séjourner les ohjets de verrerie dans le cylindre
pendant dix minutes, & sec et & une température de 180°
pour tuer toutes les cellules et toutes les spores de Bactéries
qu'ils peuvent renfermer.

Les vases, avant d'élre introduils dans le four Pasleur,
sont fermés & I'aide de bourres de coton : en méme temps
que le verre, le coton est stérilisé el roussi par la chaleur.
Ainsi préparés, les vases peuvent élre conservés indéfini-
ment, & condilion qu'on ne les déhouche pas : ils sont tou:
jours préts & servir pour des cultures pures.
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Stérilisation des milieux. — Supposons qu'on

veuille faire une semblable culture. On prend un vase ste-
rilisé; on le débouche au moment précis oll on va y In-
troduire le milieu de culture (bouillon, gélatine, gélose,
sérum, pomme de ferre, elc.); on le charge et on le referme
aussitdt en replacant le bouchon d’ouate.

11 s'agit maintenant de stériliser le contenu. £
D On utilise
¥ pour cela l'ac-

tion de la cha-
leur humide,
sensiblement
plus énergique
que celle de la
chaleur stche,
et on emploie &
cet effel Pappa-
reil connu sous
le nom d’auto-
clave Chamber-
land (fig. 115).
(’est une sorte
de marmife de
Papin, 4 double
fond, & linté-
rieur delaquelle
on peut dépo-
ser, sur un fond
mobile percé de
irous, un pa-
nier en fil de fer
qui renferme,
cote & cote, les
objets & stérili-
ser. On verse
dans la marmite une quantité d’eau suffisante pour qu'elle
affleure au niveau du fond mobile; pnis on place le panier

QA

Fig. 115. — Autoclave Ghamberland.
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chargé sur celui-ci; on met en place le couvercle de la mar-
mile el on allume le gaz que fournit une grille placée au-
dessous de l'autoclave. L'eau entre hientdl en ébullition, ce
qu’on reconnait au dégagement de la vapeur, qui s'échappe
entre la marmite et son couvercle; on serre alors une série
d’écrous qui permettent de rendre la fermeture hermétique.
L'ébullition continue & l'intérieur de la marmite et la tension
de la vapeur y augmente progressiverent : un manometre,
fixé au couvercle, indique & chaque instant la pression in-
terne et la température qui lui correspond. On régle géné-
ralement l'arrivée du gaz de telle sorte que l'aiguille du ma-
nomelire s'arréle au trait qui correspond & une température
de 115° et & une pression d'une atmosphere et demie.

Ceci posé, on peut employer deux procédés de stérilisalion
avec l'autoclave.

On peut obtenir, en une seule séance, une stérilisation
compléte du milieu de culture : il suffit, pour cela, de main-
lenir 'appareil pendant {irois quarts d’heure & 115°. Clest
ainsi qu'on procede pour stériliser les fragments de pomme
de terre ou de carotte qui servent de milieux solides de cul-
lure : ces fragments €laient crus quand on les a introduits
dans les tubes de cullureq ils sonl cuils en méme lemps que
stérilisés; 'ean résultant de la condensation de la vapeur
se rassemble au fond de I'ampoule qui termine le tube, et
on comprend par 1a I'ulilité de I'élranglement, qui empéche
cette eau de mouiller le fragment de pomme de terre ou de
carolte.

Certains milieux solides de culture, comme les milieux &
la gélaline, souffrent de ce procédé : une élévation {rop forle
de température peut enlever & la gélaline la faculté de se
coaguler ultérieurement, ce qui est évidemment contraire
son mode d’emploi. D’ailleurs, il y a des esptces de Baclé-
ries dont les spores résistent & des températures fort élevées,
et on peul craindre qu'elles survivent méme 4 une stérilisa-
tion de trois quarts d’heure & 115°, sous une pression d’une
almosphere et demie. C'est pour éviter ces multiples incon-
vénients que Tyndall a imaginé le procédé de la stérilisation

10.
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fractionnée. Trois fois de suile, par exemple, & vingt-qualre
heures d’intervalle, on chauffe pendant dix minutes, dans la
vapeur d'eau & 100° d’'un autoclave imparfaitement fermé,
la gélatine qu'on se propose de stériliser. Chacune de ces
opérations ne tue que les cellules végélatives de Bactéries
contenues dans la gélatine; elle laisse intactes les spores;
mais si l'on a eu soin de placer la gélatine, pendant l'inter-
valle de deux stérilisations consécutives, dans une étuve dont
la température soit favorable a la germination des spores,
un certain nombre dentre elles ont eu le temps de germer el
les cellules végétatives qu'elles ont formées sont tuées par la
nouvelle stérilisation. Quand on & renouvelé celle opération
un nombre suffisant de fois, on peut s’assurer que la stéri-
lisation est compldte. Par ce moyen, on tend, en quelque
sorte, un pidge aux spores, qu'on lue par surprise : ayant
échappé & une premitre stérilisation, elles profitent de con-
ditions favorables pour se développer; mais leur développe-
ment méme assure leur perte, car les cellules végétatives
résistent beaucoup moins A la chaleur que les spores qui les
ont formées.

La méthode de Tyndall s'impose quand on veut siériliser
an séram desting A la coagulation*C'est, en effet, enlre 68°
et 70° que le sérum commence 4 se solidifier. II est donc im-
possible de le stériliser sans le coaguler si on cherche & obte-
nir la stérilisation du premier coup, par une forte €lévalion
de température. I1 est méme nécessaire, dans ce cas, de
multiplier les précautions et d’apporter de nouvelles modifi-
calions au procédé général de la stérilisation fractionnée.
Huil fois de suile, & un jour d’infervalle, on chauffe le sé-
rum, pendant une heure environ, & une température qui ne
dépasse pas 58° ou 60°; aprés quoi on peul considérer la
stérilisation comme parfaite. On obtient alors la coagulalion
du sérum en le maintenant, pendant un temps qui varie enire
une heure et six heures, & une température comprise entre
68° et 70°; en n'élevant pas plus la température, on est sar
de conserver au sérum toute sa limpidité.

La stérilisalion d’un liquide peut étre aussi oblenue par
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dautres procédés que par l'action de la chaleur. Imaginons
que le grain d’une substance poreuse soit assez [in pour ar-
réter, dans les liquides qui la tra- 7
versent, toutes les cellules ou les
spores de Bactéries : cette sub-
stance constituera un filtre capable
de stériliser les liquides. On a es-
sayé, dans ce but, un certain nom-
bre de substances. Celle & laquelle
s'est arrété M. Chamberland est la
porcelaine dégourdie, qui parail
capable d’arréter tous les germes
connus : une eau chargée de Bac-
{éries couler absolument dépourvue
d’'organismes, aprés avoir filtré an
travers dune plaque formdée de
cette substance. Pour en rendre
l'usage pratique, M. Chamberland
a donné au filtre de porcelaine la
forme d'une bougie (fig. 116) : c’est
une sorte de tube cylindrique (A)
en porcelaine dégourdie, fermé 2
T'une de ses extrémités et se termi-
nant, & l'autre, par un goulot (B); S/
le liquide qui doit étre filtré est Fig. 116, — Filtrs Chamberland

S = z a une seule bougis (coupe
amené 3 lextériear de la bougie, longitudinale). — A, bougie
en E, aulant que possible sous ?;ﬁnl’;’,“;ﬁ’..j‘;%‘f"’?&ﬁ‘ﬁﬁﬁ‘mBé:
pt‘ession. Il traverse les pores de Lalliq’_uc ereiix cr[Lom-:an la

5 - ougie et vissé sur le robinel;
la porcelaine, dépose au passage E, espace creu séparant la
les germes quil contenait, et s%6- Suss G o
coule absolument limpide par le ll'ia..ue_ permellant de fixer la
gOUlOL- ougie dans le cylindre.
semis. — Le milieu de culture une fois préparé, puis
introduit dans un vase stérilisé, enfin stérilisé & son tour, il
reste & y déposer le germe de la culture qu'on veul y déve-
lopper : ¢est ce qu'on appelle faire un semis. On emploie,
pour cet usage, un fil de platine selidement emmanché dans
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une haguette de verre el dont Textrémité libre est souvent
aplatie en forme de spatule (fig. 117) : le petit instrument
ainsi 6labli est ce quon appelle une aiguille @ ensemencer.
Pour faire le semis, on seplace, autant que possible, dans un
endroit calme, & I'abri des mouvements de l'air
qui pourraient avoir pour effet d’apporter des pous-
| sitres et, par suite, des germes. On débouche rapi-
dement le tube chargé du milieu de culture : si ce
milieu est solide, on peut incliner le tube de ma-
nidre A tourner son ouverture vers le sol, pour
éviler mieux encore la pénélration des poussidres
de l'air. Puis on passe rapidement dans une
flamme, celle d'une lampe & alcool, par exemple,
I'extrémité du fil de platine jusqu’a ce qu'elle soit
portée au rouge : on brile ainsi st on détruit les
germes qui pouvaient se {rouver déposés a sa sur-
f face: c'est ce qu'on appelle flamber T'aiguille. On
Wﬂ laisse refroidir a I'air'extrémité flambée jusqu’a ce
p-‘,f'”m_ que sa température ne soit plus assez élevée pour
aiguille s {uer les germes que L'aiguille est appelée & recueil-
semis. 5. On touche alors, avec cette extrémité, le point
q’on sait étre infesté par les Bactéries : l'aiguille est ainsi
chargée de germes. On porle ensuite rapidement I'exirémité
de I'aiguille dans le milieu & ensemencer. S'il s’agit d’un mi-
lieu liquide, on se coniente de I'y plonger el de l'agiter
quelques instants. §'il s’agit d'un milieu & la gélaline, & la
gélose ou au sérum coagulé, on peut procéder de diverses
facons : tantdt on pique l'aiguille dans la masse solide per-
pendiculairement & sa surface; tantdt on trace sur celle sur-
face un ou plusieurs Lraits avec lextrémité de laiguille. Le
semis est fait. On bouche rapidement le vase ensemencé,
dont on flambe, pour plus de stireté, I'ouverture en la pas-
sant deux ou trois fois dans une flamme : on tue ainsi les
germes, élrangers au semis, qui ont pu s’y déposer pendant
1'opéralion.
Développement de 1a culture. — Apres avoir ainsi
procédé au semis, on place le vase ensemencé dans une étuve

q
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dont la température peut étre maintenue indéfiniment

_conslante, et bientdt on assiste au développement des Bacté-

ries dont les germes ont L6 déposés par le semis. Si le mi-
licu est liquide, si c’est un bouillon, par exemple, un trouble
ne tarde pas & s’y manifester. Si le milieu est solide, si c'est
de la gélatine nutritive, par exemple, on voit se former & sa
surface ou dans sa profondeur des taches qui s’étendent de
proche en proche et dontl'aspect varie suivant I'espce de
Bactéries qui les forme : chacune de ces taches constitue ce
qu'on appelle une colonie.

Séparation des espéces. — On voit ainsi se mani-
fester un des avantages que présentent les milieux solides
de culture. Les germes que l'aiguille & semis a pris dans le
milieu contaminé, au moment ¢l on l'a chargée, peuvent
¢lre nombreux et divers. Dans un milieu liquide, ils se
trouvent assez uniformément mélangés et peuvent se déve-
lopper simultanément en tous les points, de telle sorte qu'il
est assez difficile de les isoler. Si, au contraire, 1& semis a
été fait sur ou dans un milieu solide, chaque germe occupe
sur ou dans ce milieu une position déterminée : c’est autour
de lui que se développe et s’étend la colonie qui provient de
sa germination; il y a donc plus de chances pour que les di-
verses esptces de Bactéries qui ont éLé iniroduites par le
semis se séparent les unes des autres.

Mais il faut bien dire que cetle séparation des espéces ne
se produit pas toujours du premier coup et c’est ici qu'appa-
rait la supériorité des milieux 2 la gélatine, liquéfiables &
des températures relativement basses, sur les milieux dont
laliquéfaction ne s’accomplit qu'a lempérature élevée, comme
les milieux & l'agar-agar. Avant de faire dans la gélatine le
semis des diverses esptces de Bacléries que renferme un mi-
lieu suspect, on commence par fondre la gélatine & une tem-
pérature douce (30° par exemple), trés éloignée de celle qui
pourrait tuer les Bactéries ou leurs germes. On plonge 'ai-
ggille chargée dans le milieu encore liquide et on l'agite ra-
pidement de manitre & disséminer les germes dans toute la
masse. Si la quantité recueillic & Uextrémité de l'aiguille
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élait trds faible, il y a quelques chances pour que les germes
se trouvent isolés, par cette dispersion, & l'intérieur du mi-
lieu nutritif et pour que les espices soient séparées du pre-
mier coup. Si cetle premitre opération n’est pas suffisante
et que le semis initial fournisse des mélanges d’especes diffé-
rentes, on peat, en prenant dans une des cultures ainsi obte-

nues la matidre d'un nouveau semis, tenter une seconde.

séparation, et ainsi de suite jusqu'a ce qu'on obtienne des
colonies nettement distinctes. Ges colonies peuvent alors
fournir des semis qui donnent des cullures absolument pures.

Résumé. — Ainsi, pour nous résumer, voici quelle est
la série des opérations auxquelles le bactériologiste peut étre
obligé de se livrer pour oblenir une culture pure : reconnailre
I'existence des Bactéries dans le terrain qu'il suppose natu-
rellement infecté; — préparer un milieu de culture favorable
au développement de ces Bactéries; — introduire ce milieu
dans le vase oii la culture devra se faire, puis stériliser con-
tenant el contenu; — faire, dans ce milieu de culture, un
semis A 1'aide de quelques germes empruntés au terrain con-
taminé; — placer le milieu ensemencé dans des condilions
aussi favorables que possible au développement des germes;
— oblenir, si cela est néeessaire, la séparation des especes
de Bactéries qui s’y sont développées.

Applications de 1a technigue Dactériologique.
— L’importance des méthodes de culture que nous venons
d’exposer, bien sommairement, n’échappera & personne. Ce
n'esl pas, en effel, au seul groupe des Bactéries qu’il est
possible et nécessaire de les appliquer. Toutes les fois qu'on
voudra suivre avec cerlitude le développement total dun
organisme inférieur, sans craindre qu'une observation défec-
tueuse fasse attribuer & celle espece des formes qui luiseront
tout & fait élrangdres et proviendront du développement si-
multané d’especes différentes, il faudra recourir & la mé-
thode des cullures pures, des cultures Pasteur, comme on
les appelle aussi pour reporter I’honneur des résullats que
cette méthode a fournis sur I'illustre savant qui, le premier,
en a saisi toute imporlance et en a formulé les lois.
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On peut, en particulier, appliquer la métliode des cullures
pures & I'élude de I'évolution des Champignons. Glest ce
quont fail en France, dés 1873, MM. Van Tieghem et Le
Monnier, en Allemagne M. Brefeld, et, apres eux, de nom-
breux expérimentateurs. Mais nous devons remarquer, en
passant, que, siles milieux de cullure que recherchent les
Bacléries sont des milieux alcalins, les Champignons pa-
raissent préférer, au contraire, les milieux acides.

l]o-rplm!ogie des Bactéries. — Mainlenant que nous
connaissons a la fois l'origine des Bacléries qui pullulent
autour de nous et les procédés qu'il convient d'employer
pour en faire une étude rationnelle, nous devons passer ra-
pidement’en revue quelques-uns des résultats auxquels celte
étude a conduit.

Est-il possible de définir rigoureusement la forme de la
cellule dans chaque espdce du groupe des Bacléries, et
peut-on de celle étude purement morphologique lirer une
classification de ce groupe? i

La premitre tentalive quiait 6t6 faite dans ce sens est due
4 un botanisle allemand,

Cohn; la elassification quil 1 —=
a proposée a da subir, par la

suite, de nombreuses modi- ¢ m
fications.

Chez certaines espbees de
Bacléries, la cellule végéla-
tive a la forme d'un biton
cylindrique, & peu prés deux
ou trois fois plus long que
large : on ratiache ces es-
ptees au genre Bacillus (fig. Fis. 118, — Diversos formes de Bactéries.
118, 1). Chez d'aulres, le bi- ;;:{; i e S astortine 6. A
lon est enroulé sur lui-méme  gogrecus; T Boploeocius; 8, Meristai
de manitre & décrire un ou
plusieurs tours de spire : elles appartiennent au genre Spi-
rillum (2). Dans ces deux genres, la cellule végétative peut,
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dailleurs, &lre cloisonnée transversalement. Dans le genre
Microspira (3), la cellule a la forme d'un batonnet arqué
de manidre & offrir quelque ressemblance avec une virgule.
Dans le genre Vibrio (£), c'est encore un arc, mais & cour-
bure beaucoup plus faible el qui semble animé d'un mou-
vement de vibration autour de sa corde. Le genre Bacte-
rium (5) se distingue de tous les précédents par la forme
plus gréle de ses bitonnets. — Bacillus, Spirillum, Micro-
spira, Vibrio, Bacterium présenient ce caractére commun
qu'ils sont susceptibles, dans des conditions déterminées, de
former des spores endogenes; leurs cellules végétatives se
ressemblent d’ailleurs par leur forme générale, qui est tou-
jours celle d'un cylindre plus ou moins rectiligne. A ce
double titre, ces genres méritent d’etre réunis dans un pre-
mier groupe.

Chez les Microcoques (Micrococcus), la cellule végétative
a une forme arrondie el & peu prds sphérique (6) : c'est & ce
genre qu'appartient, sous le nom de Micrococcus prodigio-
sus, l'espece qui produit & la surface de la colle de pate ces
taches pourpres dont mous avons eu l'occasion de parler.
Chez les Streptocoques (Streptococcus), les cellules, encore
sphériques, restent unies en files longitudinales qui forment
des sortes de chapelets (7). Chez les Méristes (Merista), une
cellule initiale, de forme sphérique, se cloisonne successive-
ment dans deux directions perpendiculaires, de manitre &
former, dans unplan, quatre cellules disposées aux sommets
d’un carré (8). Dans le genre Sarcine (Sarcina), le cloisonne-
ment dela cellule initiale se produit successivement suivant
trois directions rectangulaires el donne lieu A huit cellules,
qui occupent les sommets d’un cube (9) : une espece de ce
genre (Sarcina ventriculi) se trouve communément & l'inté-
rieur de I'estomac humain. — Micrococeus, Streptococcus,
Merista, Sarcina ont ce caractere commun de posséder des
cellules sphériques, isolées ou groupées de diverses facons;
leurs spores sont inconnues; ces deux caracléres, 'un po-
sitif, autre négatif, permettent de les réunir dans un second
groupe.
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Les Leptothriches (Zeptothriz), les Bégiates (Beggiatoa)
ont des cellules cylindriques, associées en files longitudi-
nales (10). Chez les Leptothriches, les filaments ainsi formés
sont rectilignes et dépourvus de motilité; chez les Bégiates,
les flaments sont ondulés et capables d'un mouvement derota-
tion autour de leur axe. Une espdce de Leptolhriche (Lepto-
thriz buccalis) habile la cavité buccale de I'Homme et parait
jouer un certain role dans la production de la carie dentaire.
Les Bégiates se rencontrent fréquemment dans les eaux sul-
fureuses : elles sont souvent connues sous le nom de Sulfu-
raires.

Variabilité de la forme chez les Baciéries. —
I.’6lude purement morphologique des Bacléries ne fournit
que des motions incerlaines sur la valeur spécifique de leurs
formes. La variélé de ces formes est, en effet, infinie, et
entre deux formes, quinous paraissent au premier abord trés
différentes, il est aisé de trouver un grand nombre d’inter-
médiaires qui conduisent de I'une & l'autre par gradations
insensibles. D’aulre part, en.variant expérimentalement les
conditions dans lesquelles
se développe une forme
donnée, il n’est pas rare de
la voir se modifier assez
sensiblement pour devenir
au premier abord mécon-
naissable. La figure 119
mel en évidence quelques-
unes des formes les plus
dissemblables que peut re-
vélir une espéce connue
sous le nom de Bacille du Fig. 119. — Bacille du pus bleu, eultivé
pus bleu (Bacillus pyo- Sasiepopilon debeut: nermai(h) o0
cyaneus), a cause de la co- Eﬁ;?; )Pof.asse (3). (D'apreés Guignard et
loration particulitrequ'elle =~ °
communique aux liquides purulents. Il est donc nécessaire,
pour définir rigoureusement l'esptce en bactériologie, de
faire appel A d’autres indications que les caracléres pure-
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ment morphologiques. C'est ainsi qu'on distingue certaines
espoces voisizes de Bacléries par la différence des actions
qu'elles produisent sur la gélatine des cuhurefs : tel}es es-
peces laissent 4 la gélatine sa consistance solide; d autres
la liquéfient; dans la fagon dont celles-ci hqué{‘ae_nt la géla-
tine, on peut encore établir des distinctions précieuses, par
exemple d’aprds la forme et I'aspect que présentent les ré-
gions déja liquéfiées au milieu de la masse encore soht’]e.
Clest aussi en éludiant la physiologie des Bactéries quon
arrive A les caractériser plus aisément. Celte étude fera
'objet de notre prochaine legon.

ONZIEME LECON

Les Bactéries (fin). — Fermentations
et maladies.

Physiologie des Bactéries. — L’'étude physiolo-
gique des Bactéries demanderait, pour étre complele, des
développements considérables. Nous ne pouvons songer qu a
acquérir une connaissance sommaire des principales fone-
tions qu'elles remplissent dans la nature. . .

On désigne sous le nom de Bactéries banales ou inactives
les especes trés nombreuses dont le role parail nul ou, du
moins, n'a pas 616, jusqu'd ce jour, défini d'une fagon
précise. -

Bactéries chromogénes. — Parmi les especes ac-
¢ives, dont le role est mieux connu, certaines sont ehromo-
génes, cest-d-dire qu'elles sont capables d'élaborer des
malidres colorantes, qu'elles diffusent dans le milieu ol elles
se développent; de ce mombre sont Micrococcus ],J.?"Odc—
giosus el Bacillus pyocyaneus, dont nous avons déja eu
T'occasion de parler.
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Bactéries ferments. — D'autres Bactéries doivent
éire considérées comme des ferments. En étudiant la Levure
de biere, nous avons déja eu I'occasion de voir un exemple
de fermentation, la fermentation alcoolique, que d’auires
plantes, comme les Mucor, sont capables aussi de réaliser
dans certaines circonstances. Les phénomenes de fermenta-
tion, qui sont exceptionnels et, en quelque sorte, anormaux
chez les Champignons, répondent au contraire, chez beau-
coup de Bactéries, aux conditions normales de leur existence.
Le nombre des fermentations aujourd’hui connues est trés
considérable; nous nous bornerons & I'étude d’un type trés
commun et trés simple.

Si on expose & l'air, dans un vase largement ouvert, une
boisson alcoolique, telle que du vin, du cidre, du poiré, on
ne tarde pas & voir paraitre & la surface du liquide une sorte
de voile grisilre, qui s’épaissit peu A peu et devient résis-
tant, mais ne se plisse pas : au fur et & mesure que ce voile
se développe et que 'espace qui lui est offert devient insuf-
fisant, il peut s'étendre et en quelque sorte grimper le long
des parois du vase. Si on soutire alors une partie du liquide
contenu sous le voile, on reconnait que son gofit a 6t6 com-
plétement modifié : il est devenu acide; le vin a été remplacé
par du vinaigre, I'alcool par de l'acide acétique. Glest le
phénomene de la fermentation acétique. S'étant passé au
contact de Iair, il peut élre assimilé & une ozydation que
représente la formule suivante :

GHEO + 20 — CQ*H'O? _I__ H20.
Aleool. Acide
acétique.

Si on prend, & I'extrémité d’une baguette de verre, un peu
de la malidre qui constitue le voile, on y voit pulluler des
Bactéries extrémement petites dont chacune présente ordinai-
rement une forme arrondie & ses extrémités, étranglée vers
son milieu, assez analogue, par conséquent, i celle d’un 8
(fig. 120). On peat reconnaitre, par I'espérience, que ce sont
ces Baciéries, el elles seules, qui réalisent la transformation




