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DETERMINATION METHODIQUE DES BACTERIES 39

ou en parenthése ou s’ils décrivent un demi,un ou plu-
sieurs tours de spire. Toutefois un bacterium peut, en
s'allongeant, s'incurver et méme devenir onduleux. On
reconnaitra qu’il n’appartient pas au genre spirillum par
les caractéres suivants : 1° Uincurvalion des éléments
n'est pas conslante ; elle ne se produit que dans certai-
nes conditions de culture et il est toujours possible de
restituer au microrganisme sa forme restiligne origi-
nelle en le réensemencant sur d'autres milieux;2" les
flexuosilés dun bacterium devenu filamenteux sont
irréquliéres. Au contraire, ce qui caractérise les spiril-
les c’est que ce sont des éléments réguliérement incurvés
et que cette incurvation est constanle.

Comme la plupart des auteurs actuels, nous appelle-
rons bacillus les batonnets des especes sporogenes, bac-
terium ceux des espéces non sporogéenes.

Les dimensions d’une espece varient selon les races
et surtout selon les milieux nutritifs. Pour s’en convain-
cre 1l suffit de considérer les divergences considérables
des bactériologistes qui se sont appliqués a préciser en
micron les dimensions des especes .

Nous préférons donc renoncer & des précisions qui ne
sont qu'apparentes et de peu d'utilité au cours des déter-
minations bactériologiques courantes. En général, nous
nous contenterons d’indiquer qu'un bétonnet est gréle,
d’epaisseur moyenne ou épats. C’est la une imprécision
intentionnelle qui nous parait conforme & la réalité des
faits. Nous dirons d’un batonnet qu’il est mince, lorsque
sa largeur ne dépasse pas 0,5 p.; nous le qualifierons d’é-
pais s’il dépasse 1 p. Nous appellerons moyenne une
épaisseur de 0,6 a 1 p.

1. Un autre facteur explique ces divergences : certains auleurs me-
surent les bactéries vivantes en suspension dans 1'eau ou le bouillon ;
d’autres font porter I'examen micrométrique snr les bacilles tués el
colorés dont le corps a été rétracté par la fixation,
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DETERMINATION METHODIQUE DES BACTERIES 53

Technique). Le réactif d’Ehrlich ', que I'on doit emplq}:e?
pour décrire des espéces nouvelles, ne sera pas utilisé
dans un but diagnostique. In effet, les résultul:s.uhtenuﬂ
par les deux méthodes ne concordent pas toujours, le
réactif d’Ehrlich étant beaucoup plus sensible que 1'ancien.
Or, I'ancien procédé est celui que la plupart des auteurs
ont employé dans leurs descriptions. C’est la une consi-
dération 1mportante si l'on songe au nombre des bacté-
ries bien étudiées qui ne peuvent étre revues, les cultures
originales étant perdues.

Lecture des résultals. — Convenons qu’une culture
sera considérée comme non indologene lorsque la réac-
tion reste négative aprés le huitieme jour. La réaction
positive peut se manifester des les vingt-quatre-ou qua-
rante-huit premicéres heures ; elle peut étre tardive,n’ap-
paraissant que du cinquieme au huitieme jour.On notera,
en cas de réaction tardive, si la coloration est forle ou

faible.

5° Inoculation aux animaux

Recherche des propriélés biologiques in vivo

L’inoculation aux animaux devra étre pratiquée dans
tous les cas. On se bornera d’ordinaire a injecter la cul-

1. Lindol est décelé, d'aprés la méthode d’Ehrlich, par la coloralion
rouge oblenue en ajoutant i la cullure en bouillon :
9 centimetres cubes de la solution suivante :

Paradimﬁthy]-amidu-henza]déhyde. - 4 grammes

T (g RO R S SR T T cubes
Acide chlorhydrique concentré. . . 80 cent. cubes

puis 5 centimélres cubes d'une solution aqueuse salurée de persulfale
de polassium,
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MILIEUX DE CULTURE Ho

vingt minutes. Au sortir de I'autoclave le bouillon est
fortement troublé,

8> Filtrer sur papier.

9° Répartir le bouillon dans les vases ou 1l doit étre
définitivement conservé (ballons, tubes a culture, ete...).
Les récipients destinés i recevoir le bouillon ont été préa-
lablement bouchés au coton (coton cardé ordinaire) el
stérilisés au four a flamber,

10° Stériliser a4 ’'autoclave a la température de 115°
pendant vingt minutes.

Le bouillon ainsi préparé constitue un bon milieu de
culture pour les bactéries. Toutefois 1l ne convient pas
pour certaines recherches délicates telles que larecherche
de la production d’indol, ou méme I’étude de la fermen-
tation des sucres.

Bouillon Martin. — Le bouillon préparé suivant la
formule de .. Martin ne contient pas de sucres.

On procede de la maniére suivante :

1° Bouillon d’estomacs de pore. — Broyer et hacher
ensemble des estomacs de pore. Pour éviter autant que
possible les variations qui pourraient survenir par suite
de la quantité inégale de pepsine de chaque estomac.
prendre cinq estomacs pour une opération. Placer le
hachis dans I'eau acidulée & 50° dans les proportions sui-
vantes :

Hachis d’'estomacs de pore. . 200 grammes.
Acide chlorhydrique pur . . 10 —
B ol &y avs ove o 15000 —

[eau doit étre maintenue & 50° car A cette tempéra-
ture la pepsine de la muqueuse stomacale digére plus
activement les tissus et les transforme en peptone. Main-
tenir & I'étuve a 50° pendant douze & vingt-quatre heures.

Puis chauffer le bouillon & 100° pour détruire la pep-
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permet la production d’indol. On trouve dans le commerce
des peptones préparées dans ce but. L’eau peptonce se
prépare d’une maniére trés simple :

1o Faire dissoudre 20 a 235 grammes de peptone séche
et 3 grammes de sel marin dans un litre d’eau ordinaire.
La dissolution s'effectue aisément en chauffant a feu doux
et en agitant constamment. On porte & I’ébullition.

9 Alcaliniser (s'il y a lieu) & Iaide d’une solution de
soude, comme il a été dit plus haut. (Certaines peptones
étant suffisamment alcalines, ce temps de la préparation
peut étre supprimé.)

3> Ramener le volume & 1.000 grammes, s'il y a lieu.
Porter a 'autoclave & 120° pendant un quart d’heure.

A° Au sortir de J’autoclave, le liquide est fortement
troublé. On le laisse froidir et on le filtre sur papier.

5° Le bouillon de peptone filtré est réparti dans des
vases bouchés a I’ouate (préalablement stérilisés au four a
flamber), puis stérilisé a I'autoclave a 115° pendant vingt
minutes.

Gélatine. — Pour obtenir des milieux nutritifs solides
a base de gélatine on commence par préparer une macé-
ration de viande a laquelle on ajoute de la peptone et
du sel marin. La marche a suivre est celle que nous avons
indiquée pour le bouillon de viande (jusqu’au temps
& inclus). (Voir plus haut.) Les opérations ultérieures sont
les suivantes® :

6> Au bouillon de viande on ajoute 10 a 12 °/, de géla-
tine. On doit se servir d'une gélatine de trées bonne qua-
lité, « pour usage bactériologique ». (Les gélatines de
ualité inférieure ne supportent pas le chauffage au-des-
sus de 100°.)

La dissolution est obtenue & chaud au bain-marie en
agitant constamment. Il faut s’assurer que la fusion de

la gélatine est bien compléte avant de procéder a I'alca-
linisation.
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3» Répartir en tubes & raison de 2 & 3 centimétres
cubes par tube.

4 Stériliser. -

5° Recueillir aseptiquement du sang d’homme (préfé-
rable) ou de lapin.

Défibriner,

6° Ajouter a chaque tube de gélose hquide égale quan-
tité de sang défibriné ; mélanger, laisser refroidir les tubes
inclinés.

Ce milieu permet la culture du gonocoque, du ménin
aocoque, du B. de Pfeiffer et de celui de la coqueluche.

Ne contenant pas de peptone il est peu favorable & la
culture des saprophytes. :

Milieux colorés. — Pour diverses recherches, en
particulier pour I'étude de la fermentation des sucres il
est nécessaire d’ajouter aux milieux de culture des sub-
stances colorées (réactifs indicateurs). La teinture de tour-
nesol est ordinairement employée a cet usage.

Les milieux colorés ne doivent jamais étre préparés
d’avance. La teinture conservée en tubes stérilisés est
ajoutée aux milieux nutritifs au moment de l'emploi ;
sl s’agit de milieux solides on les liquéfie préalable-
ment au bain-marie.

La teinture de tournesol se prépare de la maniére
suivante :

1° Le tournesol en pains est pulvérisé au mortier,

2° On y ajoute 5 4 6 volumes d’alcool & 90° et I'on
porte a I’ébullition au bain-marie.

3° On décante, et sur la bouillie bleue restante, on
verse 6 a 8 parties d’eau distillée. On porte & 1'ébulli-
tion et on laisse refroidir. On divise la teinture obtenue
en deux portions. On rougit trés légérement la premiére
portion par l'acide sulfurique dilué. A cette teinture,
presque rouge, on ajoute la teinture bleue restante peu
4 peu jusqu’a retour 4 la teinte bleue initiale. On a ainsi
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sédimentation grossiere. On procéde parfois par inocula-
tion sous-cutanée pour l'isolement des espéces pathoge-
nes (B. tetani. B, cedematis maligni).

Matiéres fécales. — Elles doivent étre recueillies
dans un vase stérilisé.

On préleve avec le il de platine une tres petite quan-
tité des matieres a étudier que ’on porte dans un tube
de bouillon. On agite le liquide puis on laisse sédimenter
les grumeaux. Le liquide qui surnage sert aux ensemen-
cements, suivant les recherches qu’on se propose de faire.
S'l s’agit de matieres solides on fait le prélevement en
plein bol fécal, ou I'on recueille au contraire les sérosités,
le pus ou les mucosités qui se trouvent a sa surface.

Urine. — On pratique les ensemencements directement
en partant de 'urine a4 examiner, mais celle-ci1 doit étre
recueillie dans la vessie par un cathétérisme aseptique.

Crachals. — Par suite de leur viscosité les crachats
se prétent mal & Pexpérimentation, Il est bon de les
broyer avec un peu d’eau stérilisée pour que ’ensemence-
ment des plaques ou l'inoculation des animaux soit faci-
litée.

Sérosités. Sang, etc. — Ces liquides de 1'organisme
dorvent étre recueillis par ponction aveec une rigoureuse
asepsie, Le sang se recueille dans une veine du pli du
coude, On aspire le liquide & 1'aide d'une seringue stéri-
lisée et l'on procéde aussitdt aux ensemencements.
Dans la plupart des cas (méningites, pleurésies, septi-
cémies) I'infection résulte du développement d’un seul
germe et l'isolement est réalisé d’emblée. Aussi ense-
mence-t on le plus souvent directement des milieux liqui-
des dans lesquels le germe présumé pathologique se
développe a 'état de pureté. Dans le cas d’infections
associées, on ferait des isolements sur plaques. On a dans
certains cas recours également & la culture dans des mi-
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tube, aprés I'y avoir plongé on le porte dans le deuxiéme
tube sans le recharger, puis dans le troisiéme et le qua-
trieme tube, toujours sans le recharger si bien qu'on
aura ensemencé un grand nombre de bactéries dans le
premier tube, et trés peu au contraire dans le dernier.

Avant que la gélatine se soit refroidie et par consé-
quent qu’elle ait fait prise, on verse le contenu de cha-
que tube dans une boite de Petri préalablement stérilisée
au four a flamber. Les boites sont enveloppées dans un
papier avanit d’étre mises au four afin d’empécher leur
confamination ultérieure par les poussiéres atmosphé-
riques. '

Lorsqu’on coule la gélatine dans les boites on court
quelque risque de voir les poussiéres se méler aux mi-
lieux. Pour éviter cette contamination dans la mesure
du possible il faut ne soulever le couvercle de chaque
boite que juste autant qu’il est nécessaire pour permettre
de verser le contenu des tubes. On doit opérer & I’abri des
courants d'air dans une piéce propre dont I’air soit en repos
depuis assez longtemps. Les boites de Petri aprés avoir
regu la gélatine ensemencée sont déposées sur une sur-
face horizontale et froide, afin que la gelée fasse prise
aussitot. On laisse les boites a la température de 22° a
I'étuve ou plus simplement a la température du labora-
toire. Aprés un ou deux jours on voit apparaitre les pre-
mieres colonies dont on surveille le développement i la
loupe ou au microscope. Parmi les colonies qui se déve-
loppent ainsi, on choisit celles dont on veut poursuivre
I"étude et pour cela on les repique sur un milieu neuf.
On ferait le cas échéant des plaques de gélose, de gélose
ascite, cte...,comme on fait des plaques de gélatine.

Un procédé plus simple d’isolement couramment em-
ployé dans les laboratoires bien quiil soit moins bon que
celui des dilutions successives, consiste i ensemencer un
tube de gélatine ou de gélose inclinée en strie sinueuse.
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¢) Milieux caféinés (Roth). — On se sert de milieux
renfermant 1 °/o de caféine. Ils conviennent bien a la
culture de B. {yphosum et empéchent au contraire com-
pletement le développement de B, coli commune.

Bactéries acidophiles. — Elles se développent bien
dans les milieux sucrés additionnés de 1 °/. d’acide acéti-
que. La plupart des autres microbes ne s’y multiplient
pas. On devra mettre quelques tubes a I’étuve a 50°, car
certaines bactéries acidophiles sont en outre thermophi-
les. L’isolement des espéces acidophiles se termine sur
plaques de gélose acétique a 1 °/, ou de gélose au lait,
ou de gélose au mout de biere (Voir chapitre I).

Bactéries fixant l'azote libre. — Le milieu d’en-
richissement qui leur convient est un extrait de terre
mannité (Lahnis).

Ce milieu se prépare de la maniére suivante :

1° Chauffer a I'autoclave & 120° pendant une demi-
heure 1 kilogramme de terre ferfile avee un litre d’eau ;

2° Décanter, filtrer le liquide trouble sur un papier
¢pais apres avoir ajouté un peu de tale;

3° Ajouter i 'extrait de terre ainsi préparé cing cen-
tigrammes de phosphate bipotassique et 1 gramme de
mannite pour 100 centimetres cubes ;

&> Stériliser.

Le liquide est réparti dans des flacons d'Erlenmeyver
que 'on ensemence avec de la terre. Les flacons sont
placés pendant une dizaine de jours i I'étuve i 25°. Le
liquide se trouble puis apparait un voile plissé d’abord
blanc grisitre, puis brun.

L’isolement des bactéries multipliées sur ce milieu se
poursuivra sur plaques de gélose mannitée,

(iélose mannilée. — Ce milieu sert i l'isolement des
bactéries fixant 1'azote libre. I est nécessaire de multi-
plier préalablement la culture en organismes assimila-
teurs d'azote dans1'extrait de terre mannité,


















CHAPITRE III

RENSEIGNEMENTS FOURNIS
PAR L'EXAMEN DES CULTURES

La forme, les dimensions, la couleur des colonies mi-
crobiennes développées sur les milieux nutritifs artifi-
ciels fournissent des renseignements nécessaires a la
classification des bactéries.

Le trouble produit dans les milieux liquides, la forma-
tion d’un dépot, d'une pellicule doivent étre indiqués.
On doit noter l'aspect que présentent les colonies, sur
plaques de gélatine, sur gélose, sur pomme de terre, ef
éventuellement sur des milieux spéciaux. Les colonies
sur plaques de gélatine surtout doivent étre bien décrites
car dans un essal d'1solement on sera guidé dans le choix
des colonies & repiquer par leur seul aspect. Sur plaques
de gélatine les colonies profondes, développées dans la
gelée sont le plus souvent arrondies et présentent en
tout cas des aspects moins caractéristiques que les colo-
nies superficielles étalées. On notera la couleur, les di-
mensions, la forme, les contours des colonies. On notera
aussi la liquéfaction du milieu si elle se produit.

On a voulu cependant croyons-nous, pousser trop loin
Panalyse de ces caractéres macroscopiques. On a distin-
gué des colonies & bords sinueux ou lobés, ou découpés,
créant ainsi toute une classification, Se lier A ces carac-
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especes. Les opérations successives que l'on (!D.it prati-
quer sont I'étalement, la fixation et la coloration.

Etalement. — [l se fait trés simplement si l'on se
sert d’une culture en milieu liquide. Il suffit dans ce cas
de prélever avec l'anse de platine ou avec Deffilure
d'une pipette une gouttelette de culture que 'on dépose
4 la surface d'une lame propre bien essuyée. On étale en
couche mince la gouttelette de culture en promenant
I'anse de platine a la surface de la lame dans une éten-

due plus ou moins grande selon I'épaisseur que I'on désire
" donner a I'étalement. En général on a tout avantage i
ne déposer qu'une trés petite quantité de culture sur la
lame et a l’étaler en couche tres mince, puis on laisse
sécher, et la préparation doit ensuite étre fixée.

Si au lieu d’examiner une culture en bouillon 1l s’agis-
sait d'une culture en milieu solide, on déposerait tout
d’abord une fine gouttelette d’eau distillée sur la lame.
Puis on préléverait avee le fil de platine une trés minime
parcelle de culture qu’on délayerait dans la goutte d’eau.
On ferait ensuite 1'étalement sur la lame en promenant
le fil de platine a sa surface. La dessication suffit & assu-
rer la conservation durable des cellules microbiennes si
bien que des préparations simplement desséchées peuvent
étre conservées en vue d’une coloration ultérieure.

Fixation. — Il est nécessaire de procéder a la fixa-
tion avant de colorer. Cette fixation a un double but.
D’une part elle assure I’adhérence des cellules & la lame,
les empéche d’étre entrainées par les lavages ou par le
passage dans les solutions colorantes aqueuses. D’autre
part, elle tue les cellules en les fixant sans modifica-
tion de leur forme, en leur assurant ainsi une certaine
maltérabilité. De tous les agents de fixation usités en
bactériologie, la chaleur est le plus souvent employé et
le plus simple; il suffit (aprés étalement et dessiceation)
de promener la lame & plusieurs reprises dans la flamme
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L+

La dissolution de l'iode se fait assez aisément en pre-
<ence de l'iodure de potassium. Cependant, il est bon de
broyer préalablement au mortier I'iode métalloidique pour
obtenir une dissolution plus rapide.

Pour exécuter la méthode de coloration de Gram sur
la préparation desséchée et fixée, on verse quelques gout-
tes de la solution phéniquée de violet de gentiane u’on
laisse agir pendant environ une minute, Puis on incline
la lame de maniére i rejeter l'excés de colorant et aus-
sitot, sans procéder a aucun lavage préalable, on verse
quelques gouttes de la solution iodo-iodurée. La lame
qui était colorce en violet foncé prend une coloration
J’un brun noirAtre sous l'action de I'iode. On laisse agir
la solution iodo-iodurée pendant une minute environ puis
on lave a l'eau courante. Il reste a décolorer par I’alcool
absolu, c’est le temps délicat de la préparation. On verse
l'alcool absolu goutte & goutte sur lalame inclinée et 'on
voit aussitot se régénérer la couleur violette que ’alcool
entraine avec lui. Au bout de quelques secondes d’action
PPalcool entraine déja moins de matiere colorante, puis
bientdt n’en entraine plus du tout. C’est & ce moment
qu'il faut interrompre la décoloration. Il suffit pour cela
de plonger la lame dans un verre d’eau; puis on séche et
I’on examine la lame & 1'immersion, sans monter la pré-
paration.

Dans un frottis ainsi traité, seules les bactéries qui
prennent le Gram sont colorées en violet foncé, les
autres ¢léments sont décolorés ou tres péles.

Mais il est utile pour. faciliter la lecture des prépara-
tions de faire une double coloration, soit avec I’éosine ou
la vésuvine, soit mieux encore avec la solution hydro-
alcoolique de fuchsine ou plus simplement avec le liquide
de Ziehl que Uon dilue dans 5 & 10 volumes d’eau dis-
tillée. On obtient ainsi une coloration de contraste tres
heureuse. Les bactéries qui ne prennent pas le Gram se












EXAMEN MICROSCOPIQUE. COLORATIONS 113

Eau picriquée saturée . 060 parties
Alcool absolu. . . . 40 —

On fait ensuite un premier lavage a I'alcool a 60°, puis
on décolore dans une solution d’acide nitrique pura 15 °/..
Cette décolration se fait rapidement et ne doit pas étre
prolongée. On l’arréte par lavage a I'alcool a 60°. Ce
lavage doit étre continué jusqu’a décoloration complete,
La lame peut étre ensuite lavée a l'eau, séchée et exa-
minée a4 l'immersion, sans montage de la préparation.
Les bacilles acido-résistants sont rouge vif, les autres
¢léments sont décolorés. Il est bon cependant de faire une
coloration de contraste, et Spengler la réalise trés simple-
ment en faisant agir une derniére fois pendant un temps
trés court la solution picriquée qui colore la préparation
en jaune, et facilite ainsi la mise au point.

Une méthode qui s’éloigne par beaucoup de points des
précédentes est celle de Kiihne, vulgarisée par Borrel.
On la trouve décrite par différents auteurs avec de
grandes variations. On devra procéder de la maniére
suivante :

La préparation étant fixée, on la colore avec la fu-
chsine de Ziehl @ froid pendant cing minules. (11 ne faut
pas prolonger ce temps de coloration.) Puis aprés avoir
. lavé a l'eau, on ajoute quelques gouttes d’une solution
. aqueuse de chlorydrate d’aniline & 20/, qu’il suffit de
laisser agir pendant dix secondes. Enfin aprés avoir
rejeté I'exces de chlorhydrate d’aniline, et sans aucun
lavage & I’eau, on verse goutte & goutte de ’alcool absolu
sur la lame tenue légérement inclinée, de maniere a déco-
lorer peu 4 peu la préparation. Cette décoloration est obte-
nue assez rapidement si l'on n’a pas prolongé la colora-
tion au dela du temps indiqué.

La méthode de Kithne, d’exécution trés simple, peut
étre souvent substituée a la méthode de Ziehl. Elle est
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Solution aqueuse de tanin & 25 °/4. . - 10 parties
Solution aqueuse saturée A froid de sulfate
P e e PO 0 RE N T S e e W O e

i

Alcool absolu saturé de fuchsine .

Ces différentes solutions doivent étre filtrées séparé-
ment, mais on ne doit pas filtrer le mélange malgré les
précipités qui se forment. On mne filtrera qu’au moment
de I'emploi. L’encre ainsi obtenue peut étre utilisée de
suite pour la coloration des cils de certaines espéces. 1l
est préférable cependant de se servir d'une encre prépa-
rée depuis plusieurs jours ou méme plusieurs semaines.

Pour procéder a la-coloration, on verse quelques gout-
tes de Pencre de fuchsine filtrée sur la lame que l'on
porte sur la table chauffante jusqu’'a émission des pre-
miéres vapeurs. Il faut procéder rapidement, chauffer tres
peu pour éviter la moindre dessiccation de I’encre. Aus-
sitot aprés ce léger chaulfage, on renverse Iexces d’encre
et on lave la préparation dans deux bains successifs
d’eau distillée. On doit recommencer deux ou trois fois
ce mordancage a température peu élevée suivi d’un la-
vage soigneux & l’eau distillée. Pendant tout ce temps
on tient la lame avec la pince et non avec les doigts et
l'on évite que la pince soit souillée d’encre.

Lorsque les trois mordangages sont terminés on peul
se départir des précautions sur lesquelles nous venons
d’insister, et manier la lame & son gré. On termine par
une coloration de quelques minutes @ chaud avec le li-
quide de Ziehl (Voir plus haut).

Une préparation bien faite présente & I'cell nu une cou-
leur rosée trés pale et uniforme dans les parties ou a été
fait ’étalement, Les bactéries apparaissent par cette mé-
thode en rouge foncé et leurs cils en rose ou rouge,

&) Imprégnation au nitrate d’argent. — Dans cette
méthode qui repose sur des principes tout différents de
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puis on porte de nouveau dans la solution de nitrate
d’argent et encore dans le bain réducteur.

Laver, sécher, examiner & 'immersion.

On obtient ainsi de tres belles préparations.

e) Coloration des spores. — On peut distinguer
Jes spores ayec ou sans coloration. Cependant les grains
réfringents observés dans un batonnet par exemple
peuvent étre autre chose qu’une spore. Ges derniéres,
quelle que soit l'espece a laquelle elles appartiennent,
présentent un ensemble d’affinités tinctoriales communes
qui permettent de les reconnaitre stirement. Les spores
se teignent mal ou ne se teignent pas par les solutions
ordinaires de couleurs d’aniline.

Dans ce cas, si elles sont encore contenues dans la cel-
lule qui leur a donné naissance, elles apparaissent tres
nettes, incolores dans la cellule colorée. Mais les spores
devenues libres sont peu ou pas visibles.

Pour les colorer, il faut recourir a des artifices qui
ont pour but d’affaiblir cette imperméabilité qui empé-
che la teinture de pénétrer la spore. On y parvient,
soit par le chauffage, soit par ’action d’acides minéraux
forts. Mais si les spores sont difficiles a colorer, elles
retiennent en revanche énergiquement la teinture (qu’on
est arrivé & leur faire prendre, résistant a I'action des
substances décolorantes. C’est ce qui permet d’obtenir
assez aisément la double coloration des spores et des
cellules bactériennes. '

2) Colorations simples. — Les colorations simples
teignent uniformément les cellules végétatives et les
spores. Deux méthodes peuvent &tre recommandées pour
obtention de ces colorations.

Procédé du chauffage. — Passer la lame dans la
flamme du bec Bunsen, comme pour une simple fixa-
tion, mais au lieu de passer cing ou six fois la lame dans
la flamme on I'y passe dix ou quinze fois pour la porter
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90 L’émulsion de la bactérie & éprouver ;

4° Un sérum frais d’animal neuf ;

5° Des globules rouges correspondant au serum hémo-
lytique dont on doit se servir,

1o Sérum hémolylique (ambocepleur). — Pour la
préparation de ’'ambocepteur on se sert généralement
Ihématies de ‘mouton dont on injecte & un lapin 8 centi-
otres cubes sous la peau en répétant les injections tous
les trois ou quatre jours. Les hématies employées doivent
étre soigneusement layees. On procede au lavage en cen-
trifugeant le sang de mouton défribriné ; les globules
tombent au fond du tube et le sérum clair surnage. On
déeante et on remplace le sérum par une égale quantite
d’une solution de chlorure de sodium fondu & 8 gr.1/2
pour 1000. On doit recommencer deux ou trois fois la
centrifugation et la décantation. Grice au lavage des
globules ainsi réalisé on se débarrasse du sérum dont les
injections répétées au lapin donneraient lieu au bout de
trois ou uatre piqires & des accidents anaphylactiques
graves.

On peut injecter les hématies dans le péritoine ou dans
les veines de Loreille du lapin. Il est plus simple et plus
stic de se contenter d'injections sous-cutanées.

Le sérum du lapin convenablement prépare (cing ou
six injections suffisent) est recueilli par saignée de la
carotide, en ayant soin de procéder a toutes les opéra-
tions nécessaires avec une méticuleuse asepsie. Le serum
recueilli est mis en tubes scellés, chauflé pendant une
demi-heure & 56° au bain-marie et 1l se conserve en oé-
néral pendant des mois sans subir aucune diminution de
son pouvoir hémolytique.

9 Immun-sérum (voir Baclériolyse). — Un immun-
sérum se récolte avec les mémes précautions et se con-
serve aussi bien qu'un sérum hémolytique.

3¢ Emulsion bactérienne. — Elle se prépare en diluant
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