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INTRODUCTION.

Bien qu’on elGt compris, depuis les travaux dec
M. Paslcur, tout I'intérét que pouvait présenter le
dosage des bactéries répandues dans les eaux, ce
n’est guerc que depuis quatre & cing ans quc ces
analyses sont entrées dans la pralique journaliére
des laboratoires 'de bactériologie et des instituls
d’hvgiéne.

M. Pasteur, auquel nons sommes redevables de
s1 belles découvertes en microbiologie, n’a pas
abordé la gnestion du dosage des bactéries; 1l
s'est borné a dire, dans une Note communiquée
en 18-8 a I’Académie des Scienccs a son nom et a
celur de M. Jouberl : que les eaux de sourcc sont
dépourvues de microbes; que les eaux distillées
des laboratoires en renferment au contraire tou-
jours; que les eaux dc riviere, notamment de la
Seine, sont fécondes a une goutte, et qu’a cette
taible dose elles donnent natssance a plasiears
especes de nicrophytes.

Presque simultanément, MM. DPasteur et Jou-
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bert en France, et M. Burdon Sanderson en
Angleterre, fournissaient decs indications géné-
rales sur la richesse des eaux en bactéries; mais,
pour élre lrés utiles et trés intéressantes a con-
naitre, ces indications, 1l faut le dire, n’avaient
rien de mathémalique et ne sauraient étre mises
en parallele avec les analyses qui se publient
actuellement. On saisira, d’ailleurs, le vague des
alfirmations de ces divers auteurs quand on verra
plus bas qu'une goutte d’eau de Seine puisée en
amont de Paris contient plus de 1000 bactéries el
que, en aval, ce chiflre peut atteindre 10000 bac-
téries, et souvent davanlage, assurément assez de
microbes pour exercer pendant de longues années
la sagacité d'un savant qui voudrait étudier les
fonctions brochimiques et pathogéniques de ces
divers miero-organismes.

Les premiéres statistiques relatives a la richesse
bactérienne des caux furent publiées par mol
cn 1879, sous la forme d’un tableau comparatif
comprenant : les eaux de eondensation de la
vapeur atmosphérique, les eaux météorques, les
eaux de la Vanne, de la Scine puisée & Berey et
les caux d'égout. Depuis cette époque, jai cu la
satisfaction de constater que ces travaux préhmi-
nairves étaient autant de jalons pos¢s dans unevoie
aujourd’hui suivie par un grand nombre d’expéri-

mentateurs; mats, je dois le rappeler, il v a onze
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INTRODUCTION. VI

ans, les analyscs bactériologiques des eaux se pra-
tiquaient uniquement dans mon laboratoire &
I’Observatoire de Montsouris.

Actucllement, ces analyses doivent et peuvent
s'clfectuer partout. Aux procédés difficiles a applh-
quer et coliteux que j'employais a cette ¢poque,
1l en a été substitué de beaucoup plus simples, je
ne dirai pas de plus exacts. Dans les pages qu
vont suivre, je me propose de décrire ccux qui, a
mon sens, sont les plus pratiques ct les plus dignes
d’étre recommandés, non seulement aux bactério-
logistes de profession, mats aux médecins, aux
pharmaciens qu n’ont souvent a leur disposition
qu’'un matériel trop sommaire et peu de temps a
consaerer a ce genre d’essais.

L’analyse bactériologique des eaux comporte
cinq opérations bien distinctes :

1° Le prélévement des échantillons;

o

2° Le transport de 'eau prélevée;
3° L’analyse quantitative;
4° L’analyse qualitative;

5° La lecture des résultats obtenus.

Notre étude se trouve done nettement divisée
en cinq Chapitres généraux que nous allons par-
courir successivement et quil représentent, tres
exactement, les divers temps d’un essai bactério-
logique.

Dans sa laconicité, le titre du Chapitre IV (Ana-
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lyse qualitative) indique le coté le plus difficile
de I'analyse micrographique des eaux; car, s’il est
relativement aisé d’établir la teneur en centimeé-
tres cubes de telle ou telle eau en organismes bac-
tériens, il est infiniment plus délicat de déter-
miner la nature des espéces dont elle a provoqué
I’éclosion dans les bouillons ou dans les géla-
tines, et surtout d’établir le pouvoir pathogene
des microbes éclos vis-a-vis de l'espéce humaine.
Cependant I'analyse bactériologique ne saurait
étre comprise autrement aujourd’hui. Plus tard,
I'industriel qui a recours aux fermentations pour
la fabrication de divers produits utilisés dans ’ali-
mentation, pour I’obtention de substances tincto-
riales, etc., pourra également avoir besoin du bac-
tériologue, afin d’apprendre de lu1 s1les eaux quil
emploie sont utiles ou nuisibles 4 son industrie;
mais actuellement, je le répete, le point le plus
essentiel des analvses bactériologiques est d’éclai-
rer les populations sur la nocuité ou l'innocuité

des eaux qu'elles boivent.
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CHAPITRE L

DU PRELEVEMENT DES EAUX.

Sterilisation des vases. — De 1a prise des eaux courantes, des caux de
souree, de puits. — Prélévement des eaux a diverses profondeurs. —
Récolte des eaux de pluie, de la neige et de la gréle.

Le but qu'on se propose quand on veut étudier
quantitativement et qualitativement les bactéries
d’une eau est certainement de ne soumettre a Pobser-
vation que les bactéries tenues en suspension dans
cette eau; d'ou la nécessité d'éviter, par tous les
moyens possibles, la contamination du hquide consi-
déré par des organismes étrangers.

Cette simple réflexion fixe, déja, 'expérimentateur
sur la nature des précautions dont 1l doit s’entourer
dans I'opération trés importante du prélevement des
caux.

Il devra n’employer a cet eflet que des vases propres
et stérilisés, ¢ est=a-dire ne contenant pas de matieres
organiques el purgés au préalable de tout germe.

M. 1
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Autrefois, je me servais de tubes ou de ballons effilés
en pointe, scellés a une haute temperature, dont on
cassait I'extrémité capillaire dans I'eau quon désirait
prélever. Sous 'influence du vide partiel produit par
I’air raréfi¢ par la chaleur, 'eause précipitait dans le
tube ou dans le ballon qu-elle remplissait a moitié; cela
fait, la pointe capillaire £tait de nouveauscellée. Gette
facon de procéder est la plus exacte et la plus scien-
tifique; mais, outre qu'elle n’est pas d'une application
facile entre les mains d’un correspondant peu au fait
des choses de la micrographie, les ballons scellés a
pointe effilée sont fort fragiles, peu commodément
transportables : aussi doit-on dans la plupart des cas
leur substituer desappareils d’une manipulation moins
délicate.

On peut emplover a cet usage des flacons de verre
de 100 a 200 simplement boucheés au liege et aux-
quels on aura fait subir le traitement suivant :

Les flacons, d’abord munis a leur goulot d’un tam-
pon d'ouate, sont disposés dans un bain d’air dont on
¢léeve graduellement [a température jusqua 200°. Au
bout d’'unc demi-heure, on peut considérver les germes
contenus dans l'intérieur des flacons comme 1rrévo-
cablement détruits. Les flacons refroidis, on enléve,
avec une pince ou un fil métallique flambé; le coton
reussi, qu'on remplace par un bouchon de liége lége-
rement carbomsé a sa surface par la {lamme d’une
lampe a alcool ou d’un bec de gaz. Les flacons sont
alovs entourés d’une feuille de papier et caclictés dans
cette enveloppe. C’est ains1 que je remets aux agents
chargés du prélevement des caun que janalyse les
vases destinés a les contenir. Ces (lacons restent indé-
hmment stévilisés, d’abord parce qu'ils sont purgés de
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tout microbe et de toute humidité, ensuite parce que
la partie extérieure de ces vases, surtout la fente cir-
culaire qui sépare le goulot du bouchon, reste a I'abri
des sédiments atmosphéricues et de toutes autres im-
puretes.

Il va sans dire qu’en 'absence d’un four a flamber
on peut soumettre les flacons, a I'autoclave, a la tem-
pérature humide de 110°; on arrive encore a les stéri-
liser en les chauffant lentement en tous sens dans une
large flamme, de facon a les porter quelques instants
vers 250° Dans ce dernier cas, on se servira avanta-
geusement de petits ballons, de petits matras, de
tubes a essais en verre mince; le risque de vorr les
vases se casser sous l'inégale répartition de la chaleur
sera considérablement diminué.

Voict maintenant les diverses facons de prélever les
échantillons d’eaux :

A. L'eau est courante et accessible a la main., —
Le flacon stérilisé, débarrassé sur le lieu de la prise
de son enveloppe protectrice de papier, est débouché
et plongé a quelques centimétres de profondeur dans
la masse liquide, le col du vase dirigé en amont de la
riviére, c’est-a-dire en sens 1nverse du courant. Le
flacon rempli est retiré¢ de I'eau, bouché avec le bou-
chon de hege quon a constamment tenu au bout des
doigts, sans l'appuyer contre les habits, le sol ou un
objet quelconque.

B. L’eau est courante et peu profonde. — 1l faut
dans ce cas surtout, s1l s’agit d’une source, d’un drain
émergeant du sol, prendre toutes les précautions pos-
sibles pour éviter de soulever le limon ou le sable qui
forme le it de la source ou du rutsseau.
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Quelques eaux trés pures jaillissent du sol avec une
certaine violence en provoquant des tourbillons de
sable el de matiéres vaseuses ou calcaires souvent
souillées de productions microphytiques; pour avorr
la composition bactériologique exacte de ces eaux de
source, il est évidemmeut mdiqué d’opérer le puisage
aune distance assez ¢loignée de leur hieu d'émergence,
Les sources de I’Avre qu’on va amener a Paris, et
parmi elles la source des Graviers, présentent la par-
ticularité trés génante que je viens de signaler.

C. L’eau est tnaccessible a la main, stagnante ou
courante. — On désire, par exemple, puiser de 'eau
dans la branclie montante de son siphon d’arrivée de
la Vanne au réservoir de Montrouge, dans 'aqueduc
de la Dhuis, le canal de I’Oureq, dans un puits, une
citerne, un collecteur d’¢gout; pour cela, le flacon est
lesté d’une masse de plomDb, suspendu par le col au
moyen d'un noeud coulant a extrémiate d'une ficelle
ou d’'un fil métallique flexible, débouché et plongé
dans 'eau a quelques centimetres de profondeur. Le
vase plein est remonté, bouché, puis déleste et libéreé
de son fil suspenseur.

D. L'eau circule dans une canalisation. — Hors
le cas des fontaines sans cesse jaillissantes, les robi-
nets donnant acces a l'cau qu on veut analvser dorvent
¢tre grandement ouverts; a ce moment, il n'est pas rare
de voir le liquide sortir vascux et trouble sous lin-
fluence d'une chasse énergique a forte pression, mais
l'eau ne tarde pas a reprendre sa lhimpirdité normale et
a se moutrer débarrassée des maticres diverses qul
peuvent s’accumuler ¢l séjourner dans les branche-
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ments. On maintient environ dixr minutes 'écoule-
ment a plein jet avant d’ellectuer le prélévement. Agir
autrement, c'est s’exposer a recueillir non seulement
une causouilléede dépots terreux, mais encoreune eau
chaude ayant séjourné longtemps dans des conduites
secondaires et a tous les points de vue différente de
celle qui circule sans relache dans les artéres des cana-
lisations urbaines.

IPEE. f.

z/g/’"\

Appareil pour prélever les eaux a diverses profondeurs.

E. Prélévement des eaux a diverses profondeurs.
— On peut avoir intérét a connaitre les richesses en
micro-organismes des diverses couches liquides qui se

].‘
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superposent dans un fleuve, un réservoir ou un puits,
Il est ici1 absolument nécessaire, pour opérer avec preé-
cision, d’avoir recours aux vases scellés. L'appareil que
je vais déecrire, représenté par la frg. 1, peut servir a
cel usage; il a été mis sous les yeux du public, en 18836,
4 la caserne Lobau, lors de 'exposition de la Société
de médecine publique et d’hvgiéne professionnelle.

Il se compose d’'un petit matras d'essaveur M, d'en-
viron 50 de capacité, a pointe effilée recourbée en
col de cygne P, maintenu verticalement dans une ar-
mature métallique aaa. Le systeme, lesté d’un poids
de plomb P de oks a 3ks, est suspendu a une corde-
lette résistante, graduée en meétres et fractions de
metre au moyen d'anneaux et de nceuds. Le long de
cette cordelette glisse, dans les anncaux d, d, espacés
dun meétre, un fil de cuivre terminé par une bhague A,
embrassant le col fragile recourbé P’ du matras.

L'instrument descendu a la profondeur voulue, par
un mouvement brusque el sec, on releve la bague qui
tranche fa pointe capillaire du vase scellé, et 'eau se
précipite dans le matras stérilisé ot un vide partiel
ou complet a été produit.

F. Récolte des eaur de pluie. — L’analvse de
'eau de pluie pouvant donner dans quelques cas des
renseignements uliles sur les microbes des diverses
régions de I'atmosphére, il est indispensable de la
recueillir avec les précautions spéciales qu'impose la
nature de ce météore. Je mentionnerai 'appareil que
jy’emploie depuis quinze ans a cet usage a 1'Observa-
Loire de Montsouris. Il est fort simple, comme on peut
en juger par 'examen de la fig. 2, mais il doit offrir
certaines qualités que je dois faire ressortir,



DU PRELEVEMENT DS EATYX. i

Sur une tige de fer horizontale T, solidement wissce
a un poteau de bois vertical P planté en terre, on fixe,
a une hauteur de 2™, un entonnoir E en cuivre nickelé
ou argente, soigneusement flambé sur le lieu méme
de 'expérience. Au-dessous de cet entonnoir, on dis-

Frig a

Apparcil pour récolter les caux de pluie,

pose un creuset de platine P’ porté au rouge au
préalable.

La construction de cet udométre doit étre telle que,
sans qu’ll soit touché aux autres parties de Uappareil,
le vase de platine P’ puisse étre retiré et remis avec
la plus grande facilité; ce qui permet de récolter sé-
parément la pluie au commencement, pendant et a la
fin des averses ou des orages, Le petit couvercle C sert
plus tard a préserverle contenu du creuset des impu-
retés atmosphériques qu’il pourrait recevoir au mo-
ment du transport et des manipulations effectuées au
laboratoire

FJinsiste tout particuliérement pour que cet udo-
meétre a prises d'échantillons de pluie soit suspendu
le plus haut possible. S1 on néghige cette précaution
importante, si I'appareil est, par exemple, placé a 50c



3 CIIAPITRE I.

ou = du sol, il arrive souvent que la pluie, en tom-
bant sur la terre détrempée, fait rejaillir dans 'en-
tonnoir et dans le vase récepteur des gouttelettes d’eau
boueuse qui enrichissent considérablement en bacté-
ries les eaux météoriques qul s'en montrent norma-
lement peu chargees.

Je n’aime pas laisser mon appareil exposé a l'air
extérieur pendant de longues heures, surtout durant
les intervalles ou la pluie cesse pour reprendre au
hout de quelque temps, car pendant ces éclaircies les
poussiéres de l'air viennent se déposer dans I'enton-
noir, et 'ondée qui survient les entraine avec elle dans
le récipient, ce qui augmente évidemment la richesse
microbienne du météore aqueux. Cependant, quand
la pluie est fine et continue, comme cela peut arriver
aux périodes pluvieuses del’automne et du printemps,
['udomeétre peul rester exposé au grand air pendant
une douzaine d’heures; mais alors 1l importe, dans
les saisons ou la température dépasse 10° a 120, de
refroidir I'eau de pluie au fur et & mesure qu’elle
tombe dans le vase destiné a la recueillir; pour cela,
je 'ameéne dans un long tube de cuivre argenté fermé
a son extrémité inférieure et plongeant dans un man-
chon eylindrique hermétiquement clos contenant du
sullure de carbone, ot I'on fait barboter de l'air au
moven d’une trompe aspirante, de facon A maintenir
la pluie recueillie vers o°.

A cet appareil construit sur mes indications. il v a
plus de huit ans, par la maison Wiesnece, on peutavee
avantage en substituer de plus simples en vissant le
tube de culvre récepteur a un récipient contenant
soit du clilorure de méthyvle ou encore de I'acide car-

bomaque Liquides; on régle le pouvorr eétrigérant de
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Pappareil avec un robinet de dégagement qui permet
d’activer ou de ralentir la vaporisation de ces gaz li-
quéhfiés souspression. Lastérilisation dutube recepteur
de Peau de pluie s’obtient en placant horizontalement
la bouteille et en promenant dans le tube un petit
tampon d’ouate enflammde 1imbibée d'alcool. Pour
¢viter les aceidents, lappareil réfrigérant doit fone-
tionner a ce moment et produire un froid inférieur a
0°, ce (qui ne nuit aucunement a ce [lambage superfi-
ciel suffisant pour empécher la condensation de l'eau
et pour brider les germes adhérant a la paroi interne
du tube.

D. Récolte de la neige et de la gréle. — La neige
etla gréle se recueillent trés aisément, en exposant a
Ilair extérieur, au moment de la chute de ces météores,
une boite de cuivre cylindrique brasée, nickelée ou
argentée et parfaitement flambée. La récolte opérée,
on recouvre la hoite de son couvercle également sté-
rilise, puis on expose cet udomeéetre, aussi primitif que
simple et exact, a la chaleur d’une étuve portée vers
30°, Au bout de 5 & 10 minutes, la neige el la gréle
sont fondues et on dose en bactries cetle eau de {usion
comme les eaux ordinaires. Une pesée pratiqucée avant
et aprés I'exposition donne en oulre, au moyen d’un
calcul élémentaire, la hauteur de la tranche de pluie
correspondant a la chute de la neige ou de la gréle
durant P'exposition de la boite.

Il est une cause d’erreur inhérente au prélevement
des échantillons d’eaux destinés a Panalyvse microgra-
phique, dont j'ai vu plusieurs esprits méticuleux
s’exagérer les conséquences : je veux parler de la con-
tamination fortuite de ces échantillons par les pous-
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siéres vovageant dans I'atmosphére. Il est évident que
toutes les opérations du prélevement des eaux s’effec-
tuant au contact de l'air, ce dernier élément peut
accidentellement déposer un ou deux germes dans
'eau destin¢e a étre ultérieurement analysee. Mais,
je le demande, en quoi ce fait peut-1l fausser le résul-
tat du dénombrement des bactéries? Un microbe
perdu dans 150 a 200 d’eau, st par le plus grand des
hasards 1l ¢tait saisi par lanalvste qui opere d'habi-
tude sur 2 a 3. naugmenterait pas la richesse de
'eau considérée d'une bactérie par centimeétre cube.
Généralement, dans ces sortes d’essas, les unités sont
pour la plupart du temps negligées et parfois méme,
avec les eauxde riviere, 1l est saugrenu de tenir compte
des dizaines et des centaines.

Il tmporte beaucoup plus de se préoccuper d’une
cause d'erreur autrement sérieuse qui peut, a I'insu de
Iexpérimentateur, altérer la sincérité des analvses
microbiologiques : je veux parler de la pullulation

des bactéries dans les eaux abandonndes a elles-
meémes.




CHAPITRE 1.

DU TRANSPORT DES EAUX.

De la pullulation des bacléries dans les caux potables abandounces a
clles-meémes. — De la nécessité de les refroidir pour leur conserver
une composition micrographique U pea pres constante. — De in-
suffisance du refroidissement & o° a 'égard de gnelques eaux. —-
(tlacicres pour le voyage des caux destinées a l'analyse microgra-
Phique.

Si cela ¢tait toujours possible on devrait, de préfé-
rence, pratiquer I'analyse micrographique des eaux
sur le lieu méme du préléevement, ou du moins y
effectuer les expériences preliminaires de I’ensemen-
cement ; mais cela n'est pas toujours facile; le trans-
port des milieux nutritifs stérilisés (bouillons et géla-
tine), des vases a dilution, des pipetles aseptiques,
des appareils de {lambage, ete., présente quelques
difficultés que j'ai cherché a vainere, comme on le
verra plus bas, en faisant construire par M. Alvergniat
un nécessaire portatif pour I'analvse biologique des
eaux. Dans certains cas, par exemple, quand 1l s agit
d’effectuer le dosage des germes d'une eau trés ¢loi-
gnée du laboratoire de bactériologre, 1l est nécessaire
qu'elle subisse pendant un temps plus ou moins pro-
longé le transport en voiture ou sur les voies ferrées;
il faut done s’eflorcer dans ces cas particuliers, encore
trés fréquents, de conserver aux eaux les qualités
qu'elles possédent au moment de la prisc.
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CHAPITRE II.

Par les précautions que j’ai indiquées plus haut, on
Jes soustrait aux contaminations résultant de vices
opératoires grossiers; par d’autres, 1l faut empé-
cher & tout prix une élévation notable de leur tem-
pérature, et méme les refroidir fortement dans les
trajets de quelque durée. Si 'on néglige ce soin, on
voit se produire la cause d’erreur la plus grave
qui puisse fausser les dosages quantitatifs des
bactéries.

Dés année 1879, aprés avoir publié mes premiers
essais sur le dénombrement des microbes contenus
dans les eaux telluriques et météoriques, j’al signale
en ces termes cetle cause d’erreur 1nsidieuse :

« Ces chiflres ont été trouvés avec les eaux analysées
immeédiatement apres leur arrivée au laboratoire; si
T'on attend vingt-quatre heures, les bactéries pullulent
et les nombres qu'on vient de lire ne sont plus recon-
naissables. »-

Les expérimentateurs qui n'ont pas tenu compte de
cette recommandation ont appris & leurs dépens com-
bien elle est pleine de justesse, et combien il est utile
d’analyser les eaux trés peu d’'instants apreés leur pré-
levement, ou, si cela est impossible, de les porter a
une basse température, de facon & immobiliser la vie
des bactéries. Quelques exemples craveront dans
I'esprit du lecteur cette nécessité absolue.

EXPERIENCE. — Durant 1'¢té, un flacon d’cau de la Dhuis,
d’une capacité de 200 environ, est transporté divectement en
voiture de I'aqueduc de Ménilmontant 2 la caserne Lobau; le
trajet s’effectue en Jo minutes. L'caun de Faqueduc accuse 13°,2.
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Cet échantillon fait Pobjet des trois analyses suivantes

{sactéries
Tempéra- par
ture. centimétrecuhbe,

J\_ midi pl‘écig ------------------- ]6;6 57
W TE A . o s el . | e iGES i
L 20.9 456

La température de l'air ambiant est restée voisine de 21°,0.

En trois heures de temps, et avant méme que la tem-
pérature de 'eau ait atteint celle de Pair du labora-
toire, le chiffre des Dbactéries s’est aceru toutes les
heures suivant les termes d’une progression géomeé-
trique dont la raison est 2.

Voyons maintenant les perturbations que peut
introduire dans I'analvse micrographique des eaux
une attente plus prolongée.

IExXPERIENCE. — Un flacon d’eau de la Vanne, recuetllie a la
biache d’arrivée du réservoir d’eau de Montrouge, titre a I'ana-
lyse immédiate :

Temptratures mrew: as 17 Baetéries parcent.cube.. 50

Le lendemain, exactement 24 heures aprés, I'eau marque
21°,2 et accuse 32140 bactéries par centimétre cube.

Si 'analyse micrographique de I'eau de source est
différée de plusieurs jours, les recrudescences que I'on
observe deviennent prodigieuses et tellement fortes,
qu'on ne saurait se prononcer surement sur 'origine
de I’échantillon d’eau considérd.

ExprERIENCE. — Un nouvel échantillon d'eau de la Vanne,
¢galement puisée a la bache d’arrivée au réservoir de Mont-

M. "
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rouge, marque, en e parvenant, une température voisine de
16° (15°,9) ct donne :

Bactéries
Tempcra- par
lure. cenlimetre cube
Immédiatement. ........... 15,4 48
> heures aprés.......... ... 20,6 199
1 JONL APYRE co: gew  swemg - - 21,0 38 000
9 Joltrs’ WpIES § wn- . - prap 26 20,0 125000
o JONNGS BRLESs | bl A8 SEER 1 - B 22,3 290000

Durant les premiéres heures, DPexpérimentateur
counstate dans ’eau de la Vanne une richesse micro-
bienne voisine de celle des eaux de source. Au bout
de vingt-quatre heures, a ne considérer que les
résultats numériques, 1l croirait avoir affaire a de
I'eau de la Seine puisée entre les ponts d’Austerht
et de I'’Alma; deux jours plus tard, a de l'eau de la
Seine puisée en amont du collecteur a Clichv; trois
jours apreés, a de l'eau de la Seine prélevée en aval
de ce weéme collecteur, c est-a-cdire souillée deau
d’égout.

Cependant, si I'on examine par transparence l'eau
ou se sont multiphées avec tant de rapidité un s1 grand
nombre de bactéries, rien ne [ait présager le degré
d'infection qu'elle a atteint; la hhmpidité d'une eau
est done un caracleére microscopique auquel le micro-
oraphe doit attacher peu de valeur.

ExpERIENCE. — Le 30 décembre 1886, un flacon d'cau de la
Vanne, apres avoir fait objet d'un dosage immeédiat, est placé
a I'étuve & la tempcérature constante de Joe.

Bacteéries
par
centimetre cube
Analyse immdédiate, le 30 décembre 1886. . . I
cllcetuce  Ie 31 décembre 1836, . =1 000

le 3 Janvicr 1837... .. 10-0000
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Ce phénoméne d’accroissement rapide des bactéries
dans les eaux de source n est pas particulier aux eaux
de Paris; toutes les eaux tres pures sont le siege de
semblables recrudescences, en d’autres termes, d'une
auto-infection prompte et caractéristrque.

ExXPERIENCE. — Un ¢chantillon d’cau des sources de Sainl-
Laurent, situées a 5% ou Sk du Havre (Scine-Inférieure),
arriv¢ dans la glace, fournit:

Baeteries
par
contimelre cube.
Immédiatement, le 20 septembre 188-..... .. 7
Analyse du pu SCPEEMBEE D87 50 om0 a8 1pt L 3200
Analyse du 26 septembre 188-......... ... 800000

A parur de cette date, le chiflre des micro-organismes
répandus dans cette cau décrul lenlement; au commencement
de 'annéc 1888, 1l étail inférieur a 100000 bactéries par cen-
timélre cube.

Ces exemples suffisent pour démontrer qu'on ne
peut, sans inconvénient pour la sincérité des résultats
analytiques, laisser Ja température de 'eaun s’élever
au-dessus de celle qu’elle accuse au moment du pui-
sage.

Arriverait-on & conserver a I’eau sa composition mi-
croscopique exacte, en la maintenant au degré de cha-
leur quelle posséde, soit au sortir du sol, soit dans
les canalisations ou elle circule avec plus ou moins
de vitesse, sous des pressions sans cesse variables?
L’expérience répond encore négativement.

Dés que I'on change la maniére d'étre d’'une eau,
son chiffre de bactéries augmente, par conséquent,
les recrudescences bactériennes observées n'ont pas
pour facteur unique I'élévation de la température.
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Exrrriexce. — Un flacon d’eau de la Dhuis, titrant au dé-
part g5 microbes par centimétre cube, est maintenu pendant
48 heures cntre 17°,~ et 15°, tempcérature supcrieure seulement
de 20 a la chaleur naturelle de cctte cau circulant dans l'a-

queduc de Ménilmontant.
Les 48 lieures ¢eoulies, elle accuse, a un nouveau dosage,
11000 bactéries par centimetre cube.

ExrerieNceE. — Un échantillon d'eau de la Vanne (tempé-
rature 12°), rielie de 45 bactéries par centimetre cube, 10 mi-
nutes aprés son prélévement a la bache d'arrivée au réservoir
de Moutrouge, est abandonné 26 heures entre 14°,8 et 15°,2;
au bout de ce temps elle Litre 25000 microbes par centimétre
cube.

S1 un degré de chaleur légerement supérieur a la
température propre des eaux est incapable de s’oppo-
ser a la multiplication des espéces microscopiques
qu’elles tiennent en suspension, il &tait intéressant de
connaitre si un degré de chaleur exactement pareil a
celur qu’elles accusent pouvait s'opposer a ces recru-
descences si génantes pour I'analyste.

ExrrriENcE. — Une eau de la Vanne, donnant au thermo-
mctre 12°3 au moment de son préiévement et a l'analyse
360 bactéries par centimétre cube : est abandonnée 43 heures
entre 12°,5 et 12°,3. Aprés ces » jours d'attente, elle contenait
17800 microbes par centimétre cube.

Enfin, j'ai cherchié si une tempcérature inféricure a
ta température normale des diverses eaux distribuées
a Paris pouvait s'opposer aux pullulations bacté-
riennes qui viennent d'¢lre stgnalées, let encore, les
fa.lts sont venus démontrer que ces recrudescences,
bren qu’enravées dans Teur allure, so poursurvaient
sirement avec une assez erande rapidité,
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EXPERIENCE. — Un échantillon d'eau de la Dhuis puisé a
Paqueduc de Ménilmontant, titrant 4 son arrivée 214 bactéries
par centimcetre cube, est abandonné pendant 2 jours vers g°, 5,
c’est-a~dire une températurc inférieure de prés de 3° a eelle
qu'elle possédait au moment de la prise.

Les 48 heures éeoulces, cetle eau accusa 1070 bactéries par
centimcetre cube.

ExrrrizNce. — De 'eau de la Vanne, d'une richesse initiale
de 190 baclérvies par centimétre cube el marquant 119, 5, laissée
pendant 3 jours entre ¢° et 10°. décela au bout de ce temps
8370 bactéries par centimétre cube.

Mais, avant d’aborder les conditions efficaces de la
rélrigération, 11 me reste & déerire les moyens qu’on
peut employer pour prendre la température des eaux
sans altérer leur composition micrographique, et pour
les maintenir, ainsi que je viens de le dire, a des tem-
pératures comprises entre celle de I'air ambiant et 0°

La stérilisation des thermomeétres peut se faire a la
rigucur par un flambage rapide, mais quand ils sont
sensibles, et que leur échelle ne dépasse pas H0° a 60°,
ce qui est le cas des instruments exacts servant a
mesurer avec precision les basses températures, ces
(lambages sont trés imprudents : il vaul mieux recou-
rir a la stérilisation par voie humide.

Pour cela, les thermométres sont plongés un istant
dans de Pacide azotique fumant, puis dans un flacon
chargé d’une atmosphére ammoniacale, et enfin passés
successivement dans trois flacons d’eau stérilisée a
110°. Je n'al jamais vu de tige thermomélrique inten-
tionnellement infestée par des spores de bacilles tres
réfractaires résister a ce traitement, et les boullons
limpides ot ces tiges ont éLé plongées n'ont jamais
présenté la plus faible altération.
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in dehors de I'étuve glaciere qui sera décrite plus
bas, j’emploie, pour maintenir les eaux aux tempera-
tures variant de 4° a la température de I'atmospheére
ambiante, un appareil formé de deux serpentins en
plomb que je n’ai pas eu.l'occasion de mentionner;
le premier est immergé suivant les hesoins dans un
bain chaud ou un mélange réfrigérant, le second est
plac¢ dans une boite cylindrique trés soigneusement
entourée de feutre, afin d’é¢viter, dans la mesure du
possible, la déperdition de la chaleur ou du frowd.
C’est au centre de ce second serpentin que I'on engage
presque a frottement le flacon d’eau qu'on désire
maintenir a un froid déterminé.

Veut-on, par exemple, dans les laboratoires pari-
stens conserver un échantillon d’eau vers 13°, 1l suffit,
sans autre précaution, de faire couler daus le serpentir
quientoure le flacon I'eau de la canalisation urbaine
qut marque assez exactement cette température.

St I'on désirve obtentr un degré de chaleur supérieur
a 13° etinférieur au degré de chaleur de 'atmosphere,
qui peut s’élever en été jusqu’a 28° et 30°, on régle un
bain d'ean vers 40° a 50°, on plonge le premier ser-
pentin dans ce bain et 'on ¢tablit le débit de 1'eau
de la ville, de facon que I'eau amenée dans le second
serpentin (ui entoure le flacon marque le degré de
chaleur désiré, |

Les tatonnements que cette opdération de réglage
neécessite ne sonl pas longs: ils exigent a peine quel-
(ues minutes quand on fait usage d'un réservorr
d’eau a niveau constaut, produisant un ¢coulement
untforme, et quand on prend la précaution de mesu-
rer la température de I'eau a 'orifice de sortie du ser-
pentin qui enlace le flacou d’eau.
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Pour les tempdératurves inférienres & 13° et descen-
dantjusqu’a 4°, le bain chaud qui contient le premier
serpentin est remplacé var de 'eau froide a la surface
de laquelle doivent nager constamment des blocs de
clace, de facon que le serpentin soit immergé dans de
Peaua 4° 1l suffitencore1ct de récler la vitesse d’écou-
lement de I'eau de la ville, pour descendre jusqu’a 5°
et 6°

Quand, dans les études de bactériologie, on veut
maintenir les hiquides a 4°, tous les appareils peuvent
étre supprimés; le vase bien bouchd et entouré d’une
feuille mince de gutta-percha ou de caoutchouc est
plongé dans un récipient d’eau au-dessus de laquelle
doit sans cesse surnager de la glace. S1 la température
de o° est rigourecusement nécessaire, tout le monde
sait qu’il faut emplover la glace foudante, avec la pré-
caution indispensable de favoriser I'écoulement de
I'eau de fusion de la glace, au fur et & mesure qu’elle
se prodiit.

Pour I'étude générale des microbes des eaux, 1l est
loin d’¢tre superila d’ignorer ces divers procédés, sur-
tout & une ¢poque ou les étuves a froid constant
n existent pour ainsi dive pas. L'instrument composé
de deux serpentins ue je viens de décrire est s1 simple
que tous les expérimentateurs peuvent le construire
eux-mémes au moven de deux petits tubes de plomb
enroulés en hélice serrée sur des mandrins cvlin-
driques de grandeur voulue. Il n’est nullement besoin
dans ce cas d’avoir recours a I’habileté des construc-
teurs, car cet appareil, je le dis encore, n'est n1 volu-
mineux, ni difficile a é¢tabhir.

Il ne faut donc pas hésiter a porter les eaux dont
I'analyse immédiate n'est pas possible a une tempera-
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ture beaucoup plus basse que leur degré de chaleur
propre; nous allons voir que le froid produit par la
elace fondante donne des résultats assez satisfaisants.,

Il ressort de ce qui vient d’étre dit qu'au fur et a
mesure que le froid augmente, la multiphcation des
bactéries devient de plus en plus pénible, et qu'a un
moment donné elle doit cesser complétement ; ce qui
semblerait alors devoir permettre de conserver aux
eaux une composition micrographique exactement
paveille & celle qu’elle présente anu moment du preéle-
vement. Malheureusement cela n’est pas, pour plu-
sieurs motifs : d’abord parce qu’il existe des bactéries
adultes qui meurent a 0°, ensuite parce que plusieurs
d’entre elles peuvent se multiplier a cette basse tem-
pérature. Il en est pour les températures basses comme
pour les températures élevées; on trouve des bactéries
(qui meurent déja a 45° et d’autres qui vivent au dela
de 70°; en cette matiére 1l n’existe rien d’absolu, et
I'on m’affirmerait que plusieurs microbes peuvent se
développer a—10° que ce fait ne me surprendrait pas.

Le froid, comme je I’ai établi dés 'année 1882, en
opérant sur des blocs de glace du lac de Joux, vieux
d'une annce, est d’ordinaire peu redoutable pour la
majeure partie des microbes; MM. Raoul Pictet et /
Yung, de Geucve, ont pu soumettre, pendant 364, a
une tempcerature mférieure @ 100 au-dessous de 0°,
toute une série d'organismes vulgaires que je leur ai
fournis, sans pouvoir arriver a les détruire. Mais les
eaux une doivent pas détre comparées aux cultures ou
la méme espéce existe par millards & tous les degreés
de .1'ésistance, aussi 1l ne saurait surprendre que le
froid prolongé puisse se montrer meurtrier i I'¢gard
de quelques microphytes.
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Cependant, établissons d’abord que la température
de 0° semble se comporter comme un anesthésique
fidele, en ce sens que, dans les eaux communes sou-
mises a ce degré de froid, le chiflre des microbes ue

croit pas sensiblement durant des périodes d’assez
longue durée.

EXPERIENCES. — 1° De l’ecau de la Vanne, accusant par centi-
metre cube un chiffre de bactéries égal a 28, est maintenue
20 heures 4 une température moyenne de 3°,3 (minimum 1°,7,
maximum 4°9). Au bout de ccite période de temps, I'analyse
déccele, dans cetite eau refroidie, 30 microbes par centimctre
cube, chiffre qui démontre que les organismes de 'eau de la
Vanne n’ont pas diminué ni sensiblement augmente;

2¢ De l'cau de Saint-Laurent (Scine-Inférieure), prélevée a
une borne-fonlaine voisine de I'Hotel de Ville du Havre, accuse
a son arrivée, le 17 septembre 1857, 8 bactéries par centimetre
cube; 48 heures aprés, le 19 sepltembre, 7 bactéries;

3° Nouvel essai pratiqué avec de l'cau de Saint-Laurent,
puisce a une borne-fontaine voisine des bains de Frascati.
L’analyse immédiate du 27 septembre accuse 6 bactéries par
centimeétre cube; 'eau, replongée dans un mélange réfrigérant
de glace fondante, montre le 28 septembre, 24 heures plus tard,
~ 5 bacléries par centimclre cube.

4° Une nouvelle analyse, pratiquée cetie fois avec de 'cau
de source recucillie & Saint-Laurent, fournit 7,5 bactéries par
centimétre cube et un jour plus tard, le 1°* octobre, 8,3 bac-
téries par centimétre cubc.

50 Un échantillon d’eau du puits de sable de la Loire, servant
aax ecssais de M. I'ingénicur en chef Lefort, arrivé dans la
clace, accuse immdédiatcment 55 bactéries par centimctre cube;
2 jours plus tard, le méme échantillon, maintenu a o°, titre
go bactléries par centimélre cube.

Le pouvoir réfrigérant de la glace fondante semble
donc bienremplirle but qu’on se propose d’atteindre,
¢’est-da-dire d’empécher, d'une part, l'accroissement
des bactéries dans les eaux, et, d’autre part, leur di-

minution.
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J’ai essavé de conserver aux eaux une composition
micrographicque constante sans avolr recours au froid,
au moven de I'éther sulfurique, du chloroforme, de
plusieurs éthers de la série grasse sans parvenira des
résultats satisfaisants. La plupart du temps, le chiffre
des microbes diminuait avec une grande rapidité
pour croitre rapidement quand l'eau cessait d’étre
sous l'influence de la substance anesthésiante. Peut-
étre, en continuant ces recherches, arrivera-t-on a
résoudre ce probléme, dont la solution me parait ce-
pendant trés difficile et méme impossible.

in elfet, celul qui a étudié de prés les organismes
fragiles appelés Dactéries sait que ces étres infimes
ont une existence ¢phémére, ¢ est-a-dire d’une durée
tres limitée. Quand ils ne peuvent se multiplier, 1l
arrive qu’'au bout d’un temps, variant de quelques
heures a quelques jours, 1ls disparaissent compléte-
ment.

“n veut-on un exemple {rappant :

EXPERIENCE. — 20° d'cau micrographiquement inferlile
(J’appelle ainsi une eaun distillée a 30° ou 35° dans des appareils
uniquement de verre, a I'abri de toutes les impuretés d’origine
organique, atmosphérique ou autre, par conséquent dépourvue
des éléments nutritifs habituellement vépandus dans les caux
vulgairement distillées) recurent » gouttes d'eau de la Vanne
en pleine recrudescence bactérienne.

Bacteries

par
centimelre cube.
Le 1°* dosage, immdcdiat, aceusa.. .. . 12N
. . A SIIE . K 3
Le »¢ dosage, 24 heures, aprés accusa .. D
9 7 E .
Le 3¢ dnmlgc, F Jours, apres accusa. ... 8,3

-1 / .

; Jours plus tard, 4&7 de cette eau ne venfermaient pas trace

? - Y = ~ . . . [
d’organismes: au hout d'une semaine, 1l restait done moins
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de 5 bactéries des @560 qui avaient été primitivemenl ense-
mcncees.

11 est donc bien certain que, la ot les bactéries sont
immoDbilisc¢es par le [roid ou par d’autres agents in-
capables d’exercer sur elles une action nocive, elles
meurent par la seule raison que la durée de leur vie
est tres courte. C'est en se basant sur ce fait quelon
doit, il me semble, bannir de D'esprit 'espérance de
conserver longtemps aux eaux prélevées un chiffre
constant de bacteries,

St I'on voit, dans les expériences que je viens de
rapporter, les eaux dela Vanne, de Saint-Laurent, du
puits d’essar de la Loire, conserver un nombre assez
peu variable de microbes, c’est surtout parce que, a
coté des microbes qui meurent, il en est d’autres qui
se multiplient et que, de cette facon, 1l s’établit une
sorte d’équilibre dans le chiffre des décés et des nais-
sances, pouvant donner I'tllusion d’'une invariabilité
du nombre des germes particuliers a chaque espece.

EXPERIENCE. — De l'cau de la prairie des filtres de la ville
de Toulouse cst conservée pendant 4 jours dans la glace fon-
dante. Toutes les 24 heures celte cau, qui accusc asscz fidele-
ment le méme chiffre moyen de bactériecs (030 a 576), fait
'objet d’'un double dosage quantitatif vis-a-vis d'un bactérium
mobile donnant une coloration violette, ct d'un bacille four-
nissant unc tache rouge: ces deux especes liquéfiaient rapide-
ment la gélatine. Voici les résultats de ces dosages quantilatifs :

Colonies par centimetre cnhe.

T Y e
bubacterium Du bactérium

violct. rouge.
A Tanalyse immddiate. ... .. ") 3
o4 heures aprés.... .. N (| t6
48 heures apreés.. ... E B 2 Jo

72 heures aprés. FBE It . .ABe » fo
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Le bacille violet nous apparait dans ectte expérience comme
un clre résistant peu a la température de o°, alors que le ba-
cilie rouge peut encore s’y multiplier assez promptement.

Le fait que je viens de signaler s’observe trés fré-
(quemmecnl. 1] méritp d’étre pris en sérieuse consideé-
ration, surtout quand il s’agit de déclarer s1 une eau
est ou non pathogéne; elle peut 'étre av moment de
son prélevement et ne plus I'étre si elle a séjourne a24h
dans la glace.

Je n ai pas besoin, je crois, pour amener la certi-
tude dans Pesprit du lecteur, de rappeler les intéres-
santes recherches du D Justyn larlinski, d’Emmerich
el Pinto, sur la facon dont se comporte le bacille ty-
phique dans diverses eaux, et en particulier la célébre
expérience de ces derniers savants, dans laquelle ils
ont démontré quune eau de puits peuplée mtention-
nellement de 200000 bacilles typhiques par centimeétre
cube s’en trouva absolument vierge au bout de ~2h
De son coté, le D" Karhnski, en pratiquant des essais
sur de I'eau de canal et de I'eau stagnante maintenue
a la température relativement peu basse de 8°, ne ren-
contra plus un seul bacille de la fievre typhoide au
bout de 24", bien que chacque natuve d'eau eut recu
la veille par centimetre cube plusieurs dizaines de
mille de bacilles d'Eberth.

in pesant bicn toutes ces considérations, il appa-
rail clairement que, relativement & la présence de
telle ou telle bactérie dans une eau avant été aban-
donnée un jour dans la g¢lace, les affirmations des
bactériologistes n'ont de valeur que si clles sont posi-
tives; dans le cas contraive, je ne saurais trop leur
recommander d'¢tre prudents et réserves,

Il me reste maintenant & ajouter que le froid de o°
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exerce un pouvolr anesthésiant absolument 1nsuffi-
sant sur les bactéries contenues dans certaines eaux,
fortement chargées de substances organiques ou de
sels minéraux pouvant servir de milien de cultnre; au
nombre de ces dernieres je range les eaux d'égout, de
vidange, de la mer, etc. Parmi les vecherchies aux-
quelles je me sais Livré a cel égard, j’en citeral une
seule.

ExXPERIENGE. — Un échantillon d'ecau de la mer, puisée au
large, a plusieurs kilomctres du Havre, m arrive dans la glace
lec 17 novembre 1887; 1] accuse a Yanalyse tmmédiate 150 bac-
térics par centimeclre cube,

Cet échantillon, toujours maintenu a o°, déccle, 24 heures
aprés, 520 bactéries par centimelre cube.

Le 2t novembre, c'est-a-dire | jours plus tard, le chiflre des
bactéries s'éléve a 1750 par centimélre cube.

La meéme cau de mer, laissée 24 heures a la température
moyenne de 20°, fournit des chiffres fantastiques de bactérics,
plusicurs millions par centimctre cube.

Ces faits connus, je seral beaucoup plus brefsur la
description des movens pratiques qut permettent de
faire voyvager les caux a une température voisine de
la glace fondante.

A cet effet, yemploie la caisse représentée par la
fig. 3, quand il s’agit de I'expédition des échantillons
par les voies ferrées.

L’échantillon d’eau recueillt par le correspondant
dans le flacon F, avec les précautions voulues, est
bouché et cacheté ala cire d’Espagne, puis enveloppé
de papier, et introduit a frottement doux dans une
boite métallisue, de forme cvlindrique, ot 1l reste
ainsi pendant le voyage a I'abri de tout ballottement,
par conséquent des choes qui pourraient le briser.

M. 3
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Celte premiére boile est placée dans une seconde
plus large de quelques centimélres dans toutes les
dimensions, et I'espace vide est rempli de sciure de
bois. Ce systéme bien fermé est ensuite déposé dans
une boite métallique beaucoup plus vaste qu'on rem-
plit de glace concassée en gros morceaux. En été, pour
les trajels qui durent 36", ainsi que j’al pum’en assu-
rer par les envois qui mont été fails des points de la
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Glaciére pour les longs voyages.
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France les plus ¢loignés de Paris, il faut employer de
ok a 4ks de glace; enfin, cetle troisieme et derniére
boite, bien exaclement fermée, est enfouie dans la
sciure dans une caisse de hois B, munie d'un couvercle
a charniéres et d’une poiguée P L expéditeur lalivre
alors sans retard aux messageries, avee la recomman-
dation de la faire parvenir au destinataire dans le plus
bref délai possible.

Par mesure de précaution, la boite doit ¢tre scellée
au départ et parvenir Panalvste avec ses sceaux
intacts. Dans les villes ou, comme 3 Paris, 1l existe
un oclrol qui s’exerce rigoureusement, il est indis-
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pensable d’obtenir du divecteur de ce service 'exo-
nération de la visite a laquelle sont soumis les colis
vulgaires.

On v arrive aisément cn avertissant le directeur de
I'octror de 'arrivée de I'échantillon d’eau ; ce dernier
preserit d’habitude de faire apposer sur la caisse le
timbre du laboratoire auquel elle est destinée, le
timbre de 'expéditeur et la mention expresse du con-
tenu des vases. Il semble puéril d'insister sur ces
questions de détatl; je dois cependant avertir ana-
Ivste que, s’1] néglige de s’en préoccuper, 1l court la
chance de recevoir les ¢chantillons longtemps apreés
ia fuston de la glace avec les boites ouvertes, parfois
cassées, les eaux remphes de sciure, ete., c’est-a-dire
dans des conditions ot les dosages ne peuvent plus
avoir aucune signification,

Sl s'agit de faire vovager l'eau pendant quelques
lieures, on peut faire usage d’une petite caisse por-
tative doublée de zine, remplie de glace, au milieu
de laquelle on place le flacon protégé par sa double
enveloppe.

J'a1 recu de quelques correspondants d’autres svs-
temes de boites glaciéres au nombre desquelles je me
permettral d'en signaler une qui se préte au voyage
stmultané de plusieurs échantillons d’eaux.

Dans une bofte de zinc carrée ou circulaire, on
introduit, en les calant soigneusement sur des sup-
ports de bois, les tubes a essais, les matras, les {la-
cons renfermant les eaux. Cette boite est placée au
centre d’une caisse de bois et entourée d’un mélange
de glace et de sciure; finalement cette caisse est a
son tour placée au miliea d'une seconde beaucoup
plus grande et recouverte d’une couche épaisse de
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sciure sur toutes ses faces; enfin le tout est solide-
ment cloué. La glace fond lentement dans la sciure,
et le froid produit est trés vif. La température de
I’air qui se trouve dans la boite centrale contenant les
¢chantillons reste toujours inférieure a 4°. Dans les
glaciéres que j'al fait construire, on peut descendre
au-dessous de 2°; mais, dés qu’il y a une quantité
notable d’eau de fusion, la température remonte lége-
rement et peut atleindre 4° quand la glace est a peu
prés complétement fondue.

On voit done que ces divers appareils présentent
quelques imperfections, et qu’on devra s’estimer heu-
reux quand l'eau, refroidie au départ, arrivera au
lahoratoire au-dessous de 5°.

En maniére de conclusion je répéteral la premiére
phrase de ce chapitre : toutes les fois que cela sera
possible, I’ensemencement des eaux destinées a 'ana-
lyse micrographique devra étre effectué sur les lieux
memes de leur prélévement,
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CHAPITRE I1I.

DE I’ANALYSE QUANTITATIVE,

I. Remarques générales sur les procédés. — II. Du dosage quanti-
tatif et du matériel qu’il nécessite. — I1II. Des milicux nutritifs. —
IV. De U'essai préliminaire et des diverses mélhodes usitées pour le
dosage numérique des bactéries des caux. — V. Essais approximatifs.
— VI. Necessaire portatif pour le dosage quantitatif des eaux,

I. — Remarques géneérales sur les procédés,

Dans les sciences physiques et naturelles, ’exacti-
tude des moyens d'investigation a une importance
capitale, car, plus les méthodes employées sont par-
faites, plus vite sont également découvertes les lois
qui régissent les phénomenes encore peu ou mal
connus, En général, on doil se méfier des méthodes
expéditives et trop faciles qui comportent souvent
avec elles des causes d’erreurs nombreuses, capables
d’altérer la sincérité des résultats, ou de donner seu-
lement des approximations dont ne saurail se con-
tenter un expérimentateur consciencleux.

D’autre part, les procédés longs et compliqués qui
exigent des aides, un matériel colteux, des labora-
toires bien outillés, ont le tort grave d'immobiliser
telles recherches spéciales entre les mains d'un trop
petit nombre d’observateurs et de vésister longtemps

)
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A la vulgarisation. Ces méthodes, difficiles a appliquer,
je n'en parlerai pas longuement dans cette étude, ou
je tiens avanl Loul a rester simple et a décrire des
méthodes opératoires a la portée des ¢éléves les plus
novices en microbiologie.

Du reste, je ne ferai 1c1 tort a personne, car le
promoteur des procédés de numération des bactéries
réputés comme pleins de difficultés est 'auteur méme
de ces lignes. Je ne saurai disconvenir, en effet, que
le procédé de numération des bactéries par les ense-
mencemenls fractionnés dans le bouillon exige une
trés grande habitude, beaucoup de patience, un ma-
tériel considérable, précisément trois choses que n'ont
pas d’ordinaire les débutants. Cependant, je dois pro-
clamer que les analvses, basées sur le fractionnement
des liquides, présentent des qualités nombreuses,
aqu’elles 'emportent en exaclitude et en rigueur sur
la méthode dite des plaques, et qu’enfin mon pro-
cédé a le mérite d’étre général.

Je rappellerar quil consiste a diluer les caux a ana-
lyser de facon telle que, sur 100 conserves de bouillon
ensemence, 20 & 20 d’entre elles soient au plus le
siége d'une altération par les bactéries. Si I'on pos-
sédaitalavance des notions sulfisamment approchées
sur la richesse des eaux en microbes, I'application
de ce procédé serait facile; mais le plus souvent ces
données ou ces notions on ne les posséde pas, et alors
1l faut se livrer a des essais préliminaires nombreux,
ou se resoudre o efectuer plusieurs séries d’ense-
mencements avec des dilutions de puissances diverses
et eradudes,

Tel est Punique défaut des analvses par le fraction-
nement, s1 une difficulté peut ¢tre ainsi qualifiée,
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Mais croit-on qu’il suffit d’employer les plaques de
o¢Jatine pour étre dispensé de recourir aux dilutions
et aux ensemencements fractionnés? Cette pensce
serait absolument erronée, et I'expérimentateur qui
se targuerait de ne jamais recourir aux dilutions mon-
trerait par la qu’tl connait fort mal son métier d’ana-
lyste.

Prenons un exemple : voici une eau de la Vanne
récemment puisée; faisons une plaque avecune goutte
de cette eau; en supposant que ta richesse de cette cau
de source soit ¢gale au moment du puisage a 4oo hac-
téries par centimétre cube, et que 25 gouttes tombées
de la pipette produisent le poids de 18", la plaque
offrira 16 colonies. Attendons que le méme liquide
ait vieilll quelques jours dans le vase ot on 'a re-
cueillr, et fabriquons une nouvelle plaque dans les
mémes conditions, on la verra se charger de 2500 co-
lonies et parfois d’un nombre plus élevé. Avec une
goutte d’eau d’¢gout, de vidange, le chiffre des colo-
nies pourra varier de 25000 a 250000 par plaque.

11 apparait donc clairement que, devant I'impossi-
bilité de compter convenablement dans un espace
nécessairement restreint un st grand nombre de taches
et de points, la dilution préalable des eaux s’im pose,
quel que soit le procédé choisi pour Panalyse bacté-
riologique.

Je viens de parler de plaques offrant 2500, 25000,
250000 colonies, &4 partir de 1000 colonies réparties
sur om4, 1 de surface; le dénombrement des ilots bac-
tériens devient laborieux, difficile et 1nexact, méme
avec I'aide des glaces quadrillées, surtout si la couche
de gélatine a une épaisseur nolable. Les colonies a
cheval sur les traits ou déplacées par le changement
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de direction des rayons visuels peuvent €tre comptées
deux fois ou ne pas l'étre du tout. Mais c'est la le
défaut moindre.

Voici, au contraire, une objection qui a beaucoup
plus de valeur, que je fais depuis longtemps aux par-
tisans exclusifs des plaques de gelées et a laquelle 1l
n'a pas encore été répondu d’une facon satisfaisante.

[’expérience démontre que les organismes micro-
scoplques des eaux sont plus aisément rajeunissables
que les germes desséchés charriés par 'atmosphere,
mais qu’ils réclament cependant une quinzaine de
jours d'incubation dans la gélatine, exposée & 20-22°,
pour apparaitre d’une facon nettement visible sous
la forme habituelle de colonies. D'autre part, les faits
¢tablissent qu'en moyenne 20 bactéries, issues des
eaux, réparties sur une plaque de 1 décimeétre carré,
abstraction faite des moisissures, dont le pouvorr
envahissant et liquéfiant est tres considérable, flui-
difient partiellement ou totalement le substratum
nutritif, avant la fin de la seconde semaine. En ense-
mencant done plus de 20 bactéries sur une plaque de
gelatine de la surface 1ndiquée, on se trouve géné-
valement dans la nécessité absolue d’e(fectuer un
dénombrement de microbes, souvent définitif, avant
qu’un certain nombre de bactéries aient eu le temps
de devenir visibles, c’est-a-dire numérables.
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Durce d’incubation des bactéries cles eaux, ensemencees dans
des plaques de gélatine maintenues i »00-24°
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En supprimant, volontairement ou parce qu’on y est
forcé par les hquéfactions intempestives, les plaques
de gélatine au bout de la premiére semaine, on néglige
de tenir compte d’'un quart des colonies : c’est une
erreur de 25 pour 100 dontilfaut que le micrographe
soit bien averti.

Si, au lieu de 20 tlots bactériens, une plaque en
offre 500, 1000 et davantage, on comprend a quelles
erreurs en moins 'expérimentateur s expose. D’aprés
mes propres essais, une plaque de 1 décimétre carré
de surface, qui renferme 500 colonies venues des
eaux, n’est plus lisible apres le quatrieme jour, c’est-
a-dire que I'analyste ne peut, dans de semblables
conditions, tenir compte que de 38 a 39 pour 100
des bactéries vivanles contenues dans le liquide
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soumis a ses dosages. On eoneoit eombien ees leetures
prématurces sont regrettables et eombien 1l est diffi-
eille d’éehapper a cette conelusion, que les faeteurs
résultant de ce mode d’expérimentation défeetueux
sont toujours trop faibles, par eonséquent inexaets.
(J’est pour parer a eet ineonvénient quon afait quel-
ques tentatives afin de relréner l'activité envahissante
de certains microbes, mais il n'est pas parvenu a ma
connaissance que ees elforts lonables aient été cou-
ronnés de sueees.

Le reméde a eet état de ehoses eonsiste & ense-
mencer dans les plaques le moins de germes possibles,
autrement dit a fractionner et a diluer les eaux, a peu
de ehose preés, eomme dans la méthode qui me sert
depuis treize a quatorze ans.

Contrairement ala facon d’agir de plusieurs de mes
contradicteurs, avant de me prononcer sur la valeur
d'une méthode, a1 pour habitude de I'étudier lon-
cuement, plusieurs années si eela est néeessaire, et
d'apporter ensuite & appui de mes affirmations un
nombre de faits toujours respeetable.

Pour appuyer la thése que je soutiens, je vais pro-
duire une stalistique reeueillie en 1889 et 1890, indi-
quant combien de plaques de 20 de surlaee, peu-
plces de 1, 2, 3, 4 et ) eolonies, ont pu atteindre le
quinzieme jour sans devenir le siége d'une hqué-

[action assez étendue pour géner le dosage quanti-
tatif.

STATISTIQUE. — 135 plaques,

coulies en flacons coniques
de o™, 05 de diamelre 4 lg base,

. ) sont uttlisécs du mois de jan-
vier 1889 au mois d’octobhre 180 pour l'analyse microscopique

41‘05 caun par la mdéthode qui sera deécrite plus loin, sous le
titre de Procede mirte.
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Sur ce nombre de plaques ensemencées, 820 d’entre elles ont
inontré des moisissures associées ou non a des colounics bacté-
riennes; Je les ¢limine, par la raison que, sur ces 8»0 plaques,
662 ont été fluidifiées avant le 15° jour, et je ne veux consi-
dérer ici que les liquéfactions provoquées par les bactéries.

1l reste donc 1313} plaques de gélatine qui ont donné les
résultats survants :

6468 n'ont monlré aucunc colonie.

Go71 ont montré 1 a 5 colonics.

595 sc sont peuplées de 6 colonies ou d’un plus grand nombre.

Comme je désire rester dans le cas le plus défavorable a la
thése que je soutiens, J’élimine encore les 395 plaques qui ont
accus¢ plus de 5 colonics, et 26 pour 100 de cas de liquéfaction
avant le 15¢ jour.

Nous restons en présence de Go51 plaques altérées par 1, 2,
3, 4 ou 5 colonies, dans les proportions suivantes :

Colonies.

3000 plaques sc sont peuplées de - - 1
1407 » » B
430 » 3
{22 4
307 » 0

t® Sur 3005 plaques altérées par une colonie, 194, soit 6,4
pour 100, se sont fluidifiées avant le 15¢ jour.

2° Sur rfo; plaques altérées par 2 colonies, 135, soit g,5
pour 100 se sont liquéfiécs avant le 1)* jour.

5° Sur g3o plaques peuplées par 5 colonies, 121, soit 13 pour
100, se sont fluidifiées avant lc 15° jour.

4° Sur 422 plaques montrant 4 colonies, 67, soit 15,8 pour
100, se sont liquéfiées avant le 15¢ jour,

5° Enfin, sur les 307 plaques altércées par 5 colonies, 53, soit
17,2 pour roo, se sont liqucfiées avant le 15¢ jour.

Je crois inutile de répéter que les cnsemcencements qui
donnent sur toutes les plaques 5 colonies ou plus présente-
ront & I'analyse au moins 26 pour 100 de cas de liquéfaction
avant la fin de la quinzaine, durée indispensable pour I'¢clo-
sion des bactéries.

2
")u

Il résulte donec de la statistique qui précede qu on
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doits’efforcer de réduire le chiffre des bactéries appe-
lées a se développer sur les plaques de gelée a 1, 2,
3 colonies an maximum par plaque de 20, ou a 5,
10, 15, si la plaque est > fois plus grande et offre
1 déeimdtre carré de surface.

Les résultats négatifs ne doivent préoccuper en rien
I'observateur qui opére sur de nombreuses plaques a
chaque expérience : trop de colonies, au contraire, lu1
procurent toujours des désagréments.

Cela dit, 1l me semble que nous retombons dans la
méthode des ensemencements fractionnés avec cette
différence, et c’est 1a le seul avantage que présente la
gélatine en plaques, de metltre 'opérateur a I'abr
d'une surprise quand le chiffre des bactéries est 10 a
15 fois supérieur a celu1l qu’il avait prévu.

Avec les conserves de bouillon, pour obtenir un
résultat satisfaisant, la quantité des ensemencements
négatifs doit oseiller de 75 a 85 pour 1005 ces Iimites
sont réellement Lrop peu élastiques et forcent, meéme
les expeérimentateurs les mieux exercés, a pratiquer
plusieurs séries d'expériences instituées de facon telle
qu’ils atent la facihté de choisir la série des ensemen-
cements, qui offre seulement 20 pour 100 de cas d’alté-
ration ; ce qui réclameparfors la mise en ceuvre de plu-
sieurs centamnes de conserves de bouillon et exige la
présence d’'un ou de plusieurs aides.

Maméthoden apascévidemmenttrouvé gracedevant
les partisans vésolus des plaques de gélatine; mais
quon FPait critiquée en I'rance ou a l’Etranger, ]'a1
toujours constatée quelle était mal comprise, mal
appliquée et qu enfin mcs contradicteurs ne se sont
jamais mis dans les conditions opératoires ou je me
place. MM. Petri, Meade Bolton, notamment, qui ont
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cherché a la mettre en défaut, nont pu v parvenir
quen opérant au dela de la zone ou le procédeé des
ensemencements fractionnés ne donne plus de résul-
tats certains; au contraire, toutes les fois qu'ils ont
experimenté en deca de cette zone, les chiffres qu'ils
ont eux-mc¢mes obtenus ont ¢té meilleurs (que ceux que
leur a fournis comparativement la gélatine en plaques,
et encore dois-je ajouter (u’ils ont établi leurs expé-
riences de contrdle sur un nombre de conserves de
bouillon qui atleint a peine celul qui me sert a un
essal préliminaive.

En dehors des causes d’erreur que je signale, et qui
ne manquent pas de se produire dés (qu'on ensemence
un chiffre trop élevé de cermes sur les plaques de géla-
tine, 1l en existe d’autres que je dots également men-
tionner, L'une d’elles tient a I"impossibilité o 1'on
se trouve d’élever la température des plaques au-dessus
de 23° a 24° sans voir le substratum devenir liquide.
On connait cependant beaucoup d'organismes, et des
plusimportants a étudier, quine se développent jamais
d’une maniére sensible a 22-2/°. Parmi eux, on peut
citer le bacille de la tuberculose, de la diphtérie, les
microbes thermophiles et hien d’aulres espéces vul-
caires qui fournissent de belles cultures dans les
houillons chaullés a 30°, 40° et 60°,

Il existe également plusieurs catécories de micro-
organismes pour lesquels la gélatine se montre un
milieu infécond. Citons, en passant, quelques bacilles
ferments de ['urée, plusieurs organismes uitrifica-
teurs, étudiés par Winogradsky, qui a méme fondé
sur cette faculté négative un procédé fort curieux pour
les séparer des microbes vulgaires; ce procédé consiste
a cherchier les agents organisés de lanitrification, pré-

A i A
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cisément 1a ou la gélatine ne présente pas la plus petite
colonie.

Je dois ¢galement avertir 'expérimentateur que les
taches microphytiques ne sont pas habituellement
constituées par des cultures & I’état de pureté; 1l suffit
pour s’en convaincre de saisir ses colonies, de les ense-
mencer dans le bouillon, puis, avec ce bouillon altéré,
de fabriquer des plaques. La plupart du temps, on
voit apparaitre sur la gelée des colonies hétérogenes
d’aspect, que le microscope, comme la culture et I'exa-
men des fonctions biochimiques, démontre appar-
tenir effectivement a des organismes trés difiérents.

Je pourrais encore signaler d’autres inconvénients
relatifs a la trop grande fusibilité de la gélatine, parler
de ses liquéfactions générales qui peuvent s’observer
en été dans les laboratoires, lorsque la température
s'éléve au-dessus de 25°, et causer de véritables héca-
tombes de plaques quand celles-ci ne sont pas placées
dans des caves ou des étuves froides a ’abri des cha-
leurs des mois de juillet et d’aotit. Mais mon intention
n’est pas de décourager par avance le débutant; je pre-
fere lut dire que le procédé, imaginé par le D Ro-
bert Koch, constitue certainement un progrés dans
I’étude des infiniment petits; ce procédé n’était pas
assurément indispensable au développement de la
science due aux mémorables travaux de M. Pasteur;
cependant, en facilitant, par 'application des substrata
solides a I’¢tude des bactéries, I’accés de la microbio-
logie & un grand nombre d’éléves, ce savant allemand
est pour beaucoup dans l'essor rapide que cette
science a su acquerir durant ces derniéres années.
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II. — Dosage quantitatif et du matériel qu’il nécessite.

La plupart des eaux naturelles contenant un chiffre
de bactéries assez élevé, en tout cas trés variable, le
premier embarras de 'analyste est de savoir a quelle
dose 1l devra ensemencer |'échantillon qu’il a recu
pour obtenir dans les bouillons ou sur les plaques un
nombre convenable de cas d’altération ou de colonies :
si ce chiffre est trop bas, le facteur pourra se ressen-
tir considérablement d’'un ensemencement fortuit; sl
est trop élevé, on a vu dans les pages précédentes
quelles causes d’erreurs en moins peuventse produire;
savoir a quel degré doit étre portée la dilution est
le premier probléme a résoudre.

Les eaux de source, considérées comme tres pures,
peuvent contenir de 1 a 100 microbes par centimétre
cube, les eaux de source contaminées accidentelle-
ment ou périodiquement par la pluie ayant balayé le
sol, par un cours d’eau devenu e siége d'une forte
crue, sont heaucoup plus impures; le chillre des bac-
téries qu'elles offrent peut varier de 100 a 1ooo et aller
parfois jusqu’a plusieurs milliers. Les ecaux desriviéres
et des fleuves ont des richesses microbiennes qui va-
rient généralement de 10000 a 100000. Les eaux
d’égout contiennent une dizaine de millions de bac-
téries sous le méme volume; enfin, les eaux ménageres,
sales et fétides, qui stagnent dans les ruisseaux, les
liquides des fosses d’aisances fixes, peuvent en montrer
plusieurs centaines de millions par centimetre cube.

L’origine d'une eau est une indication précicuse a
connaitre dés I'abord, car elle peut éviter a I'expéri-
mentateur, avec les Litonnements, les frais des expé-
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riences préliminaires. Mais souvent cette 1ndication
peut faire défaut; celuil qui demande un essal bacté-
riologique d’une eau croit, quelquefors, de son devoir
de laisser ignover a l'analyste la nature du liquide
fourni, de facon, sans doute, que les résultats obtenus
ne puissent étre influencés par une idée préconcue,
D’autres croient méme, et c’est absolument juste,
que les idées préconcues doivent ceder le pas aux
faits observiés; ausst est-ce pour ce motf qu’ils
placent sur les flacons de fausses étiquettes interver-
tissant les indications exactes. Enfin 1] existe une der-
niere catégorie de personnes qui se plaisent a com-
pliquer le travail déji s1 ardu du bactériologiste, en
ellectnant des meélanges d’eaux propres et d’eaux sales,
en ajoutant & des eaux de source d'une magnifique
hmpidité quelques gouttes d’un liquide putréfie, tout
cela évidemment dans P'intention d’exercer la sagacité
de Popérateur et peut-étre aussi de se moquer agréa-
blementdelui, s’il ne découvre pas ces contaminations
grossieres. Les procédés bactériologiques sont heu-
reusement assez sirs aujourd’hul pour déceler ces
fraudes; un micrographe novice pourrait tout au plus,
st échantillon tui était arvivé dans de bonnes condi-
tions, croire a4 une erreur de sa part ou a une stérili-
sation 1ncompléte des milieux mis en ceuvre par lul.

Cependant, 11 est des cas, rvelativement trés {ré-
quents, ou les eaux données a essaver, je fais allusion
a cclles qui portent les étiquettes d’eaux de puits, de
citerne, ne disent rien a 'opérateur qui puisse utile-
ment le guider. Une eau de puits peut se montrer
auss1 pure qu’une cau de source, comme renfermer
autant de bactéries que I'eau de riviere ou de canal
la plus impure. Dans ces cas douteux, on ne doit pas
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heésiter a procéder d'emblée a une quadrup]e ou
une quintuple analvse avec des dilutions dont le titre
varie de 1 1 1000 a 1 : 100000, Les essals préehminaires
peuvent abréger cette besogne, mais ils ont le tort de

relarder de vingl-quatre heures au moius 'analyse
proprement dite.

Dilution des caww. — On appelle ainsi une opéra-
tion qui a pour but de porter 1° d’'une eau donnée
a 10 fois, 100 fo1s, 1000 fois son volume et davantage
aumoyen d’un excipient purgé de germes par la cha-
leur. L’excipient liquide peut étre de l'eau distillée
ou de l'eau ordinaire stérilisée a 'autoclave a 110°.
L’eau ordinaire donne habituellement un précipité
assez abondant de carbonate neutre de chaux, qu'on
peut ¢himiner en la faisant bouilhr quelques minutes
et en la filtrant ensuite.

Pour diluer une eau au 1 : 10, 1l faul ajouter a
1 de cette eau g% d’eau stérihisée; pour ja diluer
au 1: 100, 99; au 1 1000, 999 d’ecau purgée de
vermes, etc., mais, comme pour ladilueraui, 1000000
il faudrait ajouter 1°° de l'eau a doser a 100 htres
d'eau stérile, cette opération deviendrait peu prati-
cable, aussi tourne-t-on cette difficulté de la facon
suivante :

L’eau est d’abord diluée au 1 : 1000, puis de cette
eau au ! ; 1000 on I1ntroduit te dans un second
litre d’eau stérilisée. Ainsi, pour diluer une eau au
1 1000000, 1l n'est utile d’employer que 2 litres
d'eau. Bien que ces opérations soient d’une tres
grande simplicité, elles demandent a étre faites avec
beaucoup de soins : 'eau a analyser sera longtenips
agitée de facon a répartir dans sa masse, d'une mamere

A
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aussi homogéne que possible, les bactéries mobiles que
le froid a pu précipiter au fond du flacon, ou celles
qui, étant privées de locomotion, gagnent naturelle-
ment la paroi inférieure des vases en raison de leur
densité supérieure a celle de I'eau. C’est alors seule-
ment que 'on fait un préléevement pour I'ensemence-
ment direct dans les milieux nutritifs ou dans le bal-
lon d’eau qui doit servir a la dilution. Ce dernier
ballon est a son tour agité longuement avant d'en uti-
liser le liquide qu'il renferme, soit pour les ensemen-
cements directs, soit pour une dilution & une seconde
puissance.

S1 on néglige de suivre ces indications, d’abord on
prélevera dans ’échantillon d’eau naturelle un liquide
trop pur ou trop impur, selon que la pipette plongera
dans les couches superficielles ou profondes de I'eau;
de leur coté, les dilutions ne présenteront aucune
homogénéité et on saisira au hasard des courants peu
ou pas de germes, alors que la théorie de la dilution
est de répartir aussi exactement que possible le méme
nombre de microbes dans chaque centimétre cube
d’excipient; je sais bien qu'il en est rarement ainsi en
pratique; cependant, en manipulant soigneusement,
on arrive a obtenir des résultats trés approximatifs,
parfols méme identiques dans les expériences faites
en double dans un hut de controle.

Pour diluer convenablement les eaux, j emploie des
matras et des flacons d'une capacité variant de 20
a 2!t ¢ le col de ces vases est garni d’un capuchon
rode tubulé (voir fig. 4); j'ai adopté de préférence le
matras M, que sa conlormation rend tres stable, et
dont le ventre trés large facilite Fagitation du liquide
et permet d’effectuer la dilution dans d’excellentes
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conditions. On peut ézalement faire usage de simples
ballons a fond plat dont le col est muni d’une forte
bourre d’ouate, qu'on enléve au moment d’opérer la
dilution pour permettre 'introduction de la pipette
contenant 'eau a diluer, et qu'on replace immédia-
tement aprés pour pratiquer l'agitation. Il est utile
d’avoir ainsi a sa disposition plusieurs séries de ces

Vases a cultures et a dilutions.

vases de grandeurs diverses contenant des volumes
déterminés d’eau stérilisée, et préts a servir. Je ter-
mineral ces instructions en conseillant de fractionner
les prélévements, de retirer par exemple 1 de
’eaun & analyser par quart de centimétre cube, cest-
a-dire en quatre fois (plutdt qu’en une), de facon a
obtenir un échantillon moven représentant exacte-
ment la composition de la masse liquide.

Pipeties a ensemencements. — (In peut s¢ servir
dans les analyses microbiologiques de pipettes de
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pec, pee Fee fee gt 5 jaugées au trait, graduées en
fractions de centimétre cube, ou non gradudes, a la
condilion que cesinstruments de verre solent exacte-
ment purgés de germes. On peut les stériliser par
simple flambage, au fur et a mesure du besoin ; cepen-
dant il est infiniment plus commode et plus rapide
d’avoir a Pavance une certaine quantite de ces pipettes
parfaitement aseptiques. La fig. 5 montre la facon

Fig 5.
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dont je conserve ces appareils stérilisés a 200e, pen-
dant wne heure. Pour rester a I'abri de toute con-
tamination ultérieure, ils sont, comme on le voit,
contenus dans des tubes & essais ferinés par un tampon
serre de coton. Quand on veul en faive usage, ce tam-
pon est enllammé, la pipetie est retirée de sa gaine
pro.teclrice, exemple de toute impureté. Tous ces
pelils anstruments sont étranglés a leur extrémité
supérieare et munis d’uue bourve &, b’ de laine de
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verre, afin de retenir les poussiéres venues du doigt
et de I'air ambiant.

Pour le fractionnement goutte & goutte de ['cau
naturelle ou diluée, les pipettes graduées ou jaugées
ne sont pas trés recommandables, cette opération exi-
geant au préalable un exercice dudoigt pendantlequel
plusieurs gouttes s’¢cchappent habituellement de I'ap-
pareil; je préfere, pour ma part, employer des pipettes
untes, faites d’'un simple tube de verre effilé, dont
I'ouverture capillaire débite a peu prés 25 gouttes
au gramme. Chacun peut faire soi-méme ces petits
instruments en rejetant tous ceux qui donnent moins
de 240 et plus de 260 gouttes d’eau distillée pour 108",
Ces pipettes, égalenient munies d’une bourre de coton
de verrve au-dessus de ’étranglement supérieur, peu-
vent étre stérilisées en bloc, au nombre de 100 & 200,
dans un vase cylindrique ou elles plongent la pointe
en bas perdue dans une forte couche de laine de verre;
au moment de s’en servir on les flambe rapidement
de facon a braler les germes qui ont pu se déposer a
leur surface extérieure.

Vases a cultures. — Pour contenir les bouillons
destinés aux ensemencements et a la culture des schi-
zomyeetes, je ne connais de véritablement pratiques
que les {lacons de Freudenreich (voir fig 4 les fla-
cons F, F/ F" et fi . 6) qui sont une modification heu-
reuse du matras Pasteur et qui consistent en {lacons
de toutes crandeurs, munis de capuchons rodés et
tubulés. On a préconisé pour le méme usage les
tubes a essais, les petits matras & col garni d’ouate.
La plupart de ces vases sont d’une trop grande 1nsta-
bilité, et 'enlévement des bourres est une opération
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minutieuse qul entraine de nombreuses chances d’in-
fection. quelles que soient les précautions dont on
s’entoure.

Les premiers frais d’achat des flacons Freudenreich
sont assez élevés; la plupart des constructeurs ne con-

I'lacon de M. de Freudenreich.

sentent a les livrer qu’au prix de 8ofr la centaine; ce
prix est fort exagéré et pourrait étre abaissé de moi-
t1é, s1 les commandes étaient suffisamment nom-
hreuses pour exciter la concurrence.

Pour la fabrication des plaques, on se sert souvent
des boites de Petri, tvés répandues dans les labora-
toires de bactériologic, mais je n'ai pas cru devoir
les adopter dans mes recherches. Je leur reproche
d’abord d’offrir une trop grande surface, et de pré-
senter une fermeture insuffisamment aseptique; en
diminuant le diamétre de ces boites enchéissées 'une
dans I'autre, on peut, il est vrai, atténuer la portée de
la premiére objection, mais la seconde subsiste tout
enliére; ensuite, si vapide que soit le prélévement
des microbes éclos dans ces boites, il est rarve que les
orgamismes de l'air ne viennent pas a ce momentse
déposer a la surface de ces plaques, qui doivent étre
sacrifices dés qu'elles ont ¢1¢ ouvertes plusieurs fois.
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St beaucoup de colonies sont semées sur ces couches
de gélatine, sulvant une expérimentation (ue je con-
damne quand elle a pour but le dosage quantitatif,
I'examen méthodique des colonies n’est pas possible
en raison du temps que ces observations entrainent et
du nombre élevé d'ouvertures et de fermetures
(qu'exige la confection des préparations microsco-
piques. Ces ouvertures doivent étre trés peu fré-
(quentes et pratiquées de facon a préserver Ja surface
de la gélatine de la chute des poussiéres de l'air; or
I'appareil de Petri ne répond pas a ces exigences
leoitimes.

Aux boites de Petri, dont je viens de signaler les
inconvénients, on peut substituer des {lacons coni-
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IFlacon conique pour les cultures en plaques.

ques & capuchon rodé et tubulé (voir fig. 7) d'un
usage beaucoup plus commode; pour mes essais, j'en
ai fait construire de plusieurs diamétres, de o™, 03
a om, 12 a la base. Je conseillerar de s’en procurer
d’un diamétre variant de o™,05 a o™,06, comme se
prétant beaucoup mieux aux nécessités de l'expéri-
mentateur. Quand le diamétre de la base est trop
large, Papport des colonies sous le microscope est
trop laborieux, tandis qu'il est aisé, avec les flacons
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de o™ 05 a o™,06 a la base, d’aller quérir avec un fil
de platine ﬂambé, rectiligne, ou légérement cintré
(sila colonie est placée a la périphérie), la quantité
de culture nécessaire pour l'examen ou l'ensemen-
cement.

L’étroitesse du col des flacons coniques garantit,
ordinairement, contre les infections venues de I'exté-
vieur, quand on prend le soin de renverser le vase
ou de l'incliner latéralement. S1 la plaque de gelée
est envalhie par une colonie liquéfiante, cette ma-
nceuvre n'est plus évidemment permise, mais enfin on
concoit que, par une ouverture d'un demi-centimétre
carré, il tombe 200 fo1s moins de germes que par une
ouverture de 100 cenlimetres carrés, ce qui est le cas
des boites de Petri.

Pouréviterles inconvénients qu’oflrent ces derniers
appareils; Esmarch a préconisé les plaques roulées en
tubes qu’on obtient en introduisant dans un tube a
essar stérilisé le mélange encore liquide de l'eau a
essaver et de la gélatine, et en tournant ce tube dans
un vase d'eau froide, jusqu’a la prise compléte de la
celée. Ce procédd est sans doute simple et ingénteux,
mais le péchiage des colonies au fil de platine, st on
peut employer cette expression, est trés difficile et
souvent impossible, méme pour ceux dont el et la
main ne manquent pas de stireté.

II.

Milieux nutritifs.

y ! A ., ey .
Rien ne peut étre plus varié que les milieux nutri-
tifs employés par les bactériologistes pour la culture
des micro-organismes. \fin de faciliter I'étude de ces
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milieux nous les diviserons en deux crandes classes :
1° En milieux liquides;
2° In milieux solides.

Mileeuzx Liquides.

Ces milicux hquides peuvent eux-mdémes Ctre
divisés :

1° En milieux liquides naturels;

2° En milieux liquides artificiels,

Enfin, comme troisiéme subdivision, les milieux
liquides naturels et artificiels peuvent étre stérilisés
a froid ou a haute température.

Liquides naturels stériisés a froid. — Dans ce
eroupe, on peut comprendre les humeurs de I’écono-
mie animale, les sucs de fruits et des végétaux. Parmi
les liquides animaux, on a souvent utilisé les urines,
le sérum de sang, les liquides séreux épanchés dans
les hydroceles, le lait, la salive parotidienne des ani-
‘maux, 'humeur aqueuse de I'ce1l, ete.

Quand on prend les précautions antiseptiques suf-
fisantes, c’est-a-dire quand on rvetire de I'économie
animale ces divers liquides a I'abri des 1mpuretés-
atmosphériques, ainsi que M. Pastenr I’a fait le pre-
mier, ces humeunrs restent indéfiniment 1naltérées et
peuvent é&tre utilisées d’emblée pour la culture de
plusieurs micro-organismes. S1, au contraire, le prele-
vement de ces liqueurs n’a pas ¢té parfaitement asep-
tique, il est nécessaire, avant de s'en servir, de les
débarrasser des germes qui les ont contaminées.

M. Chamberland indique, de la facon suivante, les

M. D
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moyens de recueillir sur 'animal vivant et mort le
sang contenu dans ses vaisseaux :

« Le procédé consisle a faire passer le sang du corps
d’un animal dans un appareil {lambé contenant de
'air pur et restanl ensuite en communication avec
I'air extérieur. On arrive tres facilement a ce résultat
avec des tubes de verre avant la forme indiquée par
la fig. 8. On flambe ces tubes dans un fourneau a

Fig. 8.
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Pipctle de M. Chamberland.

gaz apres avoir mis un tampon de coton en a; sil’on
dispose d’un animal vivant, on met a.nu une veine ou
une artere dans laquelle on fait une incision et 'on
introduit Pextrémité effilée quon vient de couper et
de passer dans la lamme. Le sang coule de lui-méme;
on peut faciliter son écoulement en aspirant avec la
bouche par le tube a; on ferme ensuite effilure a la
lampe.

» 3t Pon ne dispose pas d’un animal vivant, on prend
le cceur ’un animal qui vient d’étre tué, dans un abat-

toir, par exemple, on perce la paroi al’aide d’un scal-
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pel flambé et 'on plonge la pointe effilée préalable-
ment coupée et flambée. On aspire par le tube a, ete. »

Il est souvent plus aisé, lorsque le liquide peut (il-
trer aisément, de le purger de tout organisme, en le
dirigeanta travers dessubstances solidesdontles pores
sont assez fins pour s'opposer au passage des bac-
téries. A cet effet, M. Pasteur a primitivement em-
ployé le platre, puis la porcelaine dont se sont ¢gale-
ment servis avec succes MM. Gautier et Chamberland.
De mon c6té, a1 démontré, bien avant le Dr 1lesse,
que le carton d’amiante, les rondelles de papier filtre
accumulés sous une forte épaisseur, jouissaient de
méme de la propriété de stérthiser les Liquides ().

La fig. g représente 'appareil qui a servi a mes
premiers essais de filtration sur le platre; 1l se com-
pose d'un ballon a col long et légérement conique
étranglé a son tiers inférieur (voir en A). Au-dessous
de I'étranglement on étire a la lampe une pointe ca-
pillaire effilée p, au-dessus de ce méme étranglement
on dispose une bhourre d’amiante convenablement
serrée a sur laquelle on coule une couche de platre
giché ¢ de 7om & 8m de hauteur, dont la formule est
la suivante :

e U ... .71 - - [0 e e - O 46
PlEttae & mMelElEE el . i g dbs e sl e . i ou
Amiante brovée...... ... oo 3

4555 7 R S Sy S 100

L’appareil ainsi préparé est séché pendant une ou
deux semaines a 1’étuve maintenue a 40°, puis porte
lentement 4 une température comprise entre 170° el

(') Les Organismes vivants de l’atmospheére, p. 1625 1883,
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180°; cette derniére chauffe a pour but, d’abord de
détruire les germes répandus a la surface interne du
ballon, ceux apportés par la bourre d’amiante, le
platre et l'eau employée au gachage; ensuite de
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Filtres de platre.

recuire le platre, c’est-a-dire de le ramener & I'état
de sulfate de chaux ﬂI]ll}(ll:B.

Pour mettre en marche cet appareil filtrateur sté-
rilisé, on commence par imbiber d’eau le tampon
de gypse recuil, (ui sous P'action de ce liquide s'hy-
drate avee un dégagement de chaleur sensible a la
main. Cette humectation préalable a l'avantage de
rendre plus parfaite l'adhérence du filtre au tube de
verre et de chasser Pair des pores du platre.

Le filtre convenablement imbibé, 1a pointe latérale
de lappareil est flambée, cassée et plongée dans un
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matras d’eau stérilisée a 110°; par une dilatation

ménagée on chasse 4o a 50% d’air du ballon qui,
apres refroidissement, sont remplacés par un égal vo-
lume d’eau microscopiquement pure.

Cette eau, portée a I'ébuallition et vaporisée rapi-
dement, s’échappe par la pointe latérale capillaire
sous fa forme d’un jet de vapeur sifflant et continu;
au bout de quelques minutes, la majeure partie de
Pair du ballon est remplacée par de la vapeur d'eau :
tl ne reste plus qu’a sceller ia pointe capillaire p, ce
qui n'offre aucune difficulté. La vapeur, en se con-
densant, produit un vide considérable : aussi les sucs
ou hquides a stériliser amenés dans la tubulure de
I"appareil pénétrent-ils dans le ballon b en suintant a
travers le platre.

La fig. g représente en A un appareil en voie de
fonctionnement; un large entonnoir ¢ amene a la sur-
face du platre laliqueur a débarrasser de tout germe.
La méme figure montre en B un second systeme dif-
férant du premier par ladjonction d’un appareil
réfrigérant destiné a suspendre la pulréfaction des
liquides mis en expérience.

A cet appareil, qui a le tort de saturer le sulfate de
chaux des liquides soumis & la filtration, jen a1 sub-
stitué un second (voir fie 10) formé d'un vase de
cuivre rouge argenlé Lrés résistant, a large col, garm
d’une plaque annulaire de bronze pouvant recevorr,
au moyen de huit écrous, une piéce cylindrique B
¢galement argentée, terminée a sa partie inférieure
par un rebord intérieur destiné a soutenir des dia-
phragmes métalliques, des tampons divers, des fro-
mages de calcaire d’argile cuite cimentés @ la parol
du cylindre pardes luts insolubles,inaltérables a 200°;

B
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la partie supérieure de ce méme cylindr.e peut recevoir
un plateau C muni d’une tubulure destinée a conduire
le liquide sur le filtre. J7ai fait fabriquer par Golaz,
constructeur de cet appareil, des cylindres de re-
change, filetés intérieurement et dans lesquels on
visse, avec le secours d’une clef puissante, un bouchon
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Apparveil filtrateur a hautes pressions.

de bronze foré, a I'effet de comprimer ¢nergiquement
des rondelles de carton d’amiante, de papier filtre ou
de toute autre substance poreuse, inaltérable ou a
peine touchée par les températures de 150° a 180°;
le bouchon reste alors & demeure jusqu'a la fin de
la filtration. Deux robinets sont placés sur cette bou-
tetlle : I'un R en haut, sur le col, est destiné a prati-
quer le vide dans le vase ou & laisser échapper l'air;
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l'autre en bas, R, est alfecté a la vidange du liquide
filtré. Le cylindre, pourvu de son tampon bien sec, est
fixé a la bouteille en interposant entre les surfaces
appelées a adhérer, une rondelle de plomb, puis I'ap-
pareil est chaufté deux heures, soit vers 180, soit a
Iautoclave a r110° Le vase refroidi, la douille du
robinet R, garnie d’un tube de caoutchouc et d’un
raccord en verre contenant une bourre stérilisée, est
mise en communication avec une trompe ou tout autre
appareil faisant le vide, tandis qu’on améne le liquide
dans le cylindre B a la pression de P'atmospheére ou
sous une pression plus élevée, suivant la nature de la
substance filtrante et du liquide a stérihiser. L'opéra-
tion terminée, le robinet supérieur R est ouvert avec
précaution, puis on distribue dans des ballons stérili-
s¢s, par I'intermeédiaire d'une canule métallique vissée
au robinet R’, le liquide filtré destiné a étre réparti
plus tard dans les conserves a ensemencer.

Il est incontestable que les filtres de porcelaine sont
aujourd’huir bien préférables aux divers appareils qui
viennent d’étre deécrits; c’est pour cette raison que
j'emploie uniquement la bougie Chamberland dans
toutes mes nouvelles recherches. Cet appareil si
commode a eu, comme les autoclaves, des détracteurs
obstinés; on a reproché aux bougies de biscuits de ne
pas filerer les substances trop épaisses, de laisser
passer difficilement le lait; cela ne peut étre évidem-
ment contesté, le papier lui-méme, dont les pores sont
beaucoup plus grands, ne filtre ni la boue, ni les
gelées épaisses; mais ou réellement apparait le coté
mesquin de Pesprit des contradicteurs, c'est quand
on a affirmé que les bougies de porcelaine ne pou-
vaient pas retenir les microbes quand elles étalent
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fendues ou présentaient des défauts de continuité, Je
ne nommerai pas l'auteur de cette découverte extra-
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Appareil filtrateur construit avec une bougic Chamberland.

ordinaire, je préfeve lui laisser la gloive de triompher
modeslement de cette virité incontestable.
Pour la filtration des liquides par la bougie Cham-

berland, j’ai adopté dans mon laboratoire le dispositif
reproduit par la fig, 11,
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Comme on voit, ce systéme se compose essenliel-
lement de deux éprouvettes M et N; I'éprouvette M
recorit le liquide a filtrer I'éprouvette N recoit le
hiqude filtré ;le robinet R, munid’une poiute de verre
mobile par l'intermédiaire d'un caoutchouc, sert a
disteibuer le liquide stérilis¢ a froid dans des vases
purgés au préalable de germes, soit a autoclave @
110%, soit dans le bain d’air chaud a 180¢°.

Quand on veut entreprendre la stérilisation par
(tration d'un liquide altérable, on commeunce par
placer a Pautoclave a 110° pendant une heure éprou-
vette N unie a la bougie de porcelaine B au moven
d'un tube de caoutchouc a vide. Cette opération ter-
minée et apres le refroidissement, on ligature avec des
bandes de caoutchouc te tube qui unit la bougie a
'éprouvette, puis, par un déhit du liquide du vase V,
gouverne par un robinet, on remplit I'éprouvette M
et Fon pratique une aspiration énergique par l'inter-
médiaire du tube de caoutchouc A; le robinet R’ a
trois vores doit a cet instant occuper la position 1n-
diquée dans la figure d’ensemble.

Sous 'influence de la pression atmosphérique, le
liquide introduil dans ’éprouvette M traverse la por-
celaine, se stérilise et pavvient dans I'éprouvette N\,
qu’tl remplit avec plus ou moins de rapidité suivant
sa nature; quand cette devnicre éprouvette est a peu
preés pleine, on suspend 'aspiration en A, on ferme
le robinet R, et 'on dispose le robmet R’ comme cela
est indiqué en R”; a ce moment, la pression atmo-
sphérique se rétablit dans I'éprouvette N, c’est-a-dire
que 'air extérieur y pénétre en se fltrant a travers
la bouvre ¢'

On procéde alors a la distvibution du liquide filtre,
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aprés avolr cassé et flambé la pointe de verre mobile
dn robinet R” Cette opération eflectuée, on scelle de
souveau cette pointe, on rétablit Paspiration, on dis-
pose le robinet R" comme la figure d’ensemble I'in-
dique, et I'on ouvre enfin le robinet R, en rétablissant
hien entendu I'écoulement du liquide du vase V, qu
avait été suspendu pendant la vidange de Péprou-
vette N, L’éprouvette remplie, on la vide de nouveau,
et ainst de suite. Le coté le plus déhcat de cette opé-
ration est la construction de cet appareil de maniére
a éviter toute fuite; si les caoutchoucs ne sont pas
Ligaturés avec des fils élastiques, s1 les robinets R
et R” ne sont pas soigneusement graissés a la vaseline
paraffinée, de méme que le gros bouchon de caout-
chouc qui ferme I'éprouvette N et le bouchon que
portelerobinet I, Pair peut pénétrer par les moindres
fissures et apporter des germes dans le hquide filtré
a travers la bougie Chamberland. Les liquides qu
peuvent aisément étre stérilisés au moyen du dispositif
qui vient d’étre indiqué sont : les urines, le sérum
de sang dilué, 'albumine d’ceuf diluée, les liquides
lymphatiques, les hquides séreux d’hvdrocéles, ete.;
et encore : les sucs de fruits, des plantes herbacées
(Jus de pommes, de poires, de raisin, sucs de choux,
de navets, de carottes), que I’on obtient aisément en
coupant les fruits, les herbes, que 1'on pile ensuite
dans un mortier et qu'on soumet a la presse dans un
sachet de toile résistante. Les sues obtenus sont
d’abord passés a I’étamine, ensuite filtrés au papier,
et enfin dirigés & travers la bougie.

Je prépare les jus de viande en faisant macérer
pendant une heure i 350 poids égal d'eau et de chair
musculaire hachée; le tout est ensuite soumis a la
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presse, le jus recueilli est neutralisé, puis passé a
I'ctamine fine et soumis a la f{iltration a travers la
porcelaine; on doit dans ce cas particulier opcérer
avec une certaine rapidité ou employer des mélanges
réfrigérants pour maintenir le liquide destiné a étre
~térilisé a froid a une température voisine de o°, car
au bout de quelques heures il arrive parfois que ce jus
présente des phénomenes manifestes de putréfaction.

Quand le liquide a filtrer a travers la bougie Cham-
berland est trouble ou louche, la porcelaine, qui
d’abord fournissait assez rapidement une quantité
notable de liquide, s’obstrue, et la liqueur ne tombe
dans le récipient stérilisé que goutte a goutte. Pour
remédier a cet inconvénient, on suspend 'aspiration,
on substitue a I'éprouvette M une seconde éprouvelle
pleine d’eau claire, et avec le secours d’un écouvillon
ou d’une brosse a dents, on lave la paro1 extérieure
de la bougie, puis, tout étant remis en place, la tiltra-
tion recommence et se poursuit avec rapidité. Je ne
m’étendral pas sur les macérations qu'on peut pra-
tiquer d’une facon aseptique, ce sont la des procédés
beaucoup moins certains qui n'entreront jamais dans
la pratique des laboratoires; j'en parlerar seulement
pour mémoire.

Dans de ’eau privée d’organismes vivants, on intro-
duit directement soit de la chair musculaire enlevée
a un animal sain quelques minules aprés sa mort,
soit les parties charnues des fruits, des légumes verts
ou tendres, des navets, des pommes de terre, enle-
vées avec le secours d'emporte-piéces chauflés, dont
on vide le contenu avec des tiges (lambées dans des
matras ou des ballons deau stérilisée qu'on peut
cnsuite abandonner ouverts sur un plateau de verre
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rod¢ recouvert d'une cloche (voir fig. 12). Ces
expcriences sont parlois contradictoires : le liquide
des vases se trouble, et la putréfaction se déclare
dans la matiére organique mise a macérer; mais i}
est aisé de reconnaitre dans la plupart des cas qu'il
savit d’altérations dues a l'ensemencement fortuit
dun microbe; avec nn peu d'bhabitude et de soin,
on arrive cependant a obtenir un nombre de succes

Fig. 1o
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Appareil pour effectuer les maccérations stériles,

vraiment rvemarquable (g5 sur 100). Pour cela il
faut opcrer en plein air, aprés un temps pluvieuy,
loin de toute habitation, et éviter toutes les fautes
operatoires, qui pourraient amener les germes u’'on
veut précisément écarter. M. Chamberland a pu de
son cote obtenir des infusions de haricots frais reti-
rés directement de leur cosse verte, 1ntacts; bien
avant nos expériences. M. Pasteur avait prouve que
le suc de raisin pui<é dans intérienr méme du grain
ne renfermait pas be moindre organisme vivant. Beau-

conp plus recemment, dans les dAnnales de [lnstitut
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Pastear M. Fernbach s’est livré aux mémes expé-
riences, avec un dispositif presque semblable @ celui
que j'ai employé, et ses conclusions sont identiques
a celles que 1'at données il v a huit a dixans, soir dans
les Annuaires de Hontsouris, soit dans mon ouvrage
sur les Organismes vivanlts de Uatnosphere.

Liquides naturels stérilisés par la chaleur. — On
n'a aucun avantage a stérihiser a chand Jes hiquides
séerétés par les animaux ou les végétaux, car, non
soumizes a laction des hautes températures, ces
lqueurs, qui contiennent d’habitude des principes
albumineux coagulables au-dessus de 60 et ~0°, jouis-
sent d'un pouvorr nuteitif supéricur a celur qu'ils pré-
sentent quand 1ls ont ¢té fortement chauflés, L'urine
est peut-¢tre de tous les hiquides sécrétés par 'éco-
nomie animale celur qui a peu de chose a redouter
de I'ébullition et des températures voisines de 110°

Liqueuwrs nutriticesartificielles stérilisées a froud.
— Dans cetle catégorie de milieux peuvent éire
rangeés les Dbouillons ou les compositions similaires
contenant des substances volatiles (carbonate d’am-
montum, alcool, etc.) ou décomposables par la cha-
leur. Les milieux artificiels qu’on peut preparver en
incorporant dans I'eau ou le bouillon des liquides
albuminoides : sérum, lymphe, ou des sucs d’origine

’ r

végétale, rentrent dans cette calégorie.

1

Liquewrs nulrilives artificiclles stérilisées a
chaud. — On use dans les laboratoires de bactério-
logie d'une grande varicté de liqueurs nutritives,
mdiquées sous les dénominations sulvantles :

1© Des hqueurs dites mincrales;

M. 0
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50 Des bouillons préparés extemporanément, soit
avee Iextrait de viande Liebig, soit avec Pextrait de
viande Cibils;

30 Des bouillons de beeuf, de veau, de poulet, de
cobaves, de poissons, etc., purs ou associés avec des
peplones;

4° Du bouillon de peptone pur;

50 Des décoctions de champignons (levures, cham-
pignons comestibles, moisissures, mycchums);

6o Lnfin d’infusions de navets, de choux, de
foin, ete.

1°Les premicres liqueurs appelées minérales furent
préparées par M. Pasteur, pour démontrer, contrai-
rement aux vues de Liebig, que la féermentation dite
alcoolique s’effectuait en I'absence de toute matére
plastique. En semant des globules vivants de levures
dans un liquide ainsi compose :

Parties.
Eau distilléc .. ..o or i 100
SHIEEE T cme - o0 0 - ool B0 - - - . PR I@ED. 10
Cendres d’'un gramme de levure....... 0,07

M. Pasteur se fit fort de préparer une quantité
d’alcool aussi considérable qu'on pouvait Pexiger.
Cetle expérience, si1 ais¢e a rveproduire, porta un
coup funeste aux théories de la fermentation univer-
sellement admises vers 1860 par les chimistes de toute
nationalité,

La solution cde Pasteur, trés propre a nourrir les
uroisissures el quelques especes bactériennes, qu'on
vy seme a 'état adulte, est bDien moins favorable au
rajeunissement des germes de Pair ¢t des eaux. M. le
professeur Cohn, de Breslau, modifia plus tard ce
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liquide, en retrancha le sucre candi, évidemment
trop favorable a la nutrition des mucédinées; sa for-
mule devint alors :

Parlies.
Eau distillée..... ... ... .. .. .. e 100
Tartrate d'ammoniaque. . o1 |
Cendres de levare.. ... ... .. — 1

Plus tard encore cette liqueur subit uelques mo-
difications heureuses; elle fut additionnée de phos-
phate et de sulfate de magnésie, et sa composition
fut fixée ainsi qu’il suit :

Partics,

Eau distilllée . s supiaq9e TR PIEE
Tartrate d’ammoniaque ... ....... o, B
Phosphate de potasse. .. e e 30
Sulfate de, mMEenGsiGom. 3 wipp e P:praves 10
Phosphate tribasique de chaux . ... .. .. Wiy

Ainsi préparée, la liqueur de Cohn est lomn d’¢tre
sensible a l'action des germes des bactéries; cepen-
dant, exposée dans les lieux ol les poussiéres abon-
dent, ou encore additionnée de quelques gouttes
d'eau, elle se trouble et se putréfie.

M. Rollin, Jaksch et beaucoup d’autres expérimen-
tateurs ont créé des liqueurs de ce genre appropriées
au développement d’une ou plusieurs espéces parti-
culiéres; chacun peut les imiter, et I'on voit combien
peuvent étre nombreux les liquides nutritifs formés
d’éléments minéraux et cristallisés.

2° Avant Dutilisation des décoctions de viandes
pour la culture des bactéries, pendant longtemps on
a préparé dans les laboratoires un bouillon fabriqué
avec l'extrait de Liebis. Le bouillon type, (que jal
pendant longtemps mis en expérience a I'ODbserva-
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toire de Montsouris, était préparé en dissolvant dans
it $leau Host d'extrait de viande commerciale connu
sous le nom d'ertractam carnis Liebig, la solution
effectuée, on la neutralisait a chaud pav de la soude
au ;. Portée a I'ébullition et filtrée, cette solution
doit se montrer sans action sur les réactifs colorants.
Ce bouillon, stérilisé a 110°, fournit un tres léger
dépot blanc, insoluble dans 'eau, que le microscope
montre formé d’une poussiére brillante a grains 1rré-
ouliers, facile a distinguer des microbes vivants et
de leurs spores. Sous 'action de la lumiere, ce liquide,
pourvu apres sa préparation d’une belle couleur
rouge ambré, se décolore de jour en jour et acquiert
a la longue une teinte jaune tres pale. Ainsi obtenu,
le bouillon Liebig possede a 18° une deusité égale
a 1,024. Le Dbouillon Liebig neutrahisé est environ
sept fois moins sensible que les bouillons de beeut de
peptone. Avec 'extrait Cibils, on prépare de méme
des bouillons analogues dont 'usage est indiqué pour
la culture de certaines bactéries qui trouvent dans
ces sortes de milieux une nourriture substantielle
trés abondante; d’autres espéces microscopiques n v
crolssent jamais.

3° Je prépare le bouillon de baeuf en faisant décoc-
ter pendant cing heures 1% de chair musculaire maigre
de bauf daus Jlitd’eau; le houillon, écumé deés le dé-
bhut de I'ébullition, est laissé en repos apreés sa fabri-
cation, puis dégraissé par filtration & travers un linge
mouwll¢, enfin neutralisé & la soude caustique. Cela
fait, on fe porte dix minutes a'ébullition, on le filtre
au paprer et on le raméne au volume de 't Les bouil-
lons de viande troubles, opalescents, lents a se clan-
fier, fournissant des dépots méme un mois aprés leur
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fabrication, sont toujours des bhoutllons mal dégrai--
s¢s ou mnsulfisamment howilhs apreés la neutralisation.

Ce décocté possede a 20° une densité voisine de
1,003; évaporé au bain-marte, 1] fournit par litre 154"
d'un extrail sec, cassanl, enticrement redissoluble,
non granuleux, transparent comme la gomme arabi-
que fortement colorée, d’un goul agréable, différant
essentiellement de cette substance antihyvgiénique
vendue sous le nom d’exérait de viande Lichig. En
ajoutant au bouillon de beeuf 108" de sel marin par
litre, on obtient un houillon salé remarquable par sa
sensibilité aux germes de I'atr et des eaux; sa densite
s'¢leve alors a 1,009.

On prépare de méme des bouillons avee la chair
musculaire de veau, de poulet, de lapin, de cobaye,
de poisson, etc.; avec des organes d’animaux : foie,
rate, pancréas, poumons, etc. Ges derniers bouillons
sont souvenl trés troubles aprés leur préparation et
(ltrent tres dificilement; on arrive a les obtenir
d’une magnifique limpidité, d’abord en les dégrais-
sant soigneusement apres leur relroidissement com-
plet, puis ensuite en les clarifiant au moyen de 'al-
bumine d’ceuf, comme cela sera indiqué quelques
pages plus loin lors de la préparation des miheux
nutritifs solides.

4° On a également substitué au boutllon de bauf
pur des bouillons mixtes formés de décoction de chair
musculaire el de peptone; je ne vols pas pour ma
part I'intérét qu'il peut y avoir & employer ces me-
langes. Les bouillons de peptone sout généralement
plus sensibles a I'égard des bactéries que les décoctes
de viande préparés avee les soins que jai indiques;
en oulre, ils ont l'avantage d'¢tre d'une preéparation

0.
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trés facile, et de pouvoir pour ainsi dire étre mathé-
matiquement dosés.

Je me bornerai de formuler a cette place quelques
desiderata. velatifs a I'adoption des mémes milieux
nutritifs, afin que les essars des divers expérimenta-
teurs puissent étre alsément compares.

Je proposerai, par exemple, de donner au boutllon
de culture usité pour I'analyse quantitative des eaux
la composition smivante :

PEPEOMEC sws - e . e oo

........ 20
Sel marin. .. .......... ... .  ..... o}
Cendres de bois ... ... ... .. 0, 10
Eau ordinaire ...... ..., ... 1000

Dans I'eau placée sur le feu, on. fait dissoudre le
sel et la peptone, on ajoute les cendres de bois, et Fon
porte a l'ébullition durant quelques minutes. Ce
boutllon est légérement alcalin par la raison que les
cendres et les peptones possédent ordinairement une
réaction franchement alcaline; on ajoute alors pen-
dant I'¢ébullition quelques gouttes d une solution fai-
ble d’acide tartrique, de facon a rendre le liquide ausst
neutre que possible. On a conseillé des bouillons de
peptone plus concentrés et jugé de I'altérabilité de ces
liquides nutritifs d’aprés le trouble plus ou moins in-
tense que les micro-organismes peuvent v produire;
cetle maniére de voir n'est pas conforme aux faits :
Valtérabilité d’un bouillon n est pas proportionnelle
a la quantité de substance nutritive ajoutée; au con-
traire, passé une certaine limite, elle devient inverse-
ment proportionnelle au poids de la peptone employée;

pour la peptone Chapoteaut qui me sert, cette limite
est voisine de 30 pour 1000.
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La gélatine d’un pouvoir nutritif correspondant, a
peu pres, a celul du howllon présente la composition
sutvante :

Peptone..... .. .. 20
Sel marvin. ... ... .. ... ... ... y
CEMAREE :aam 10! B FLADELAN LS 2l = 0,10

Gelatine.. . ... .... ... 100

Kau........... e e, 1000

5° On évitera d’employer les gélatines acides ou trop
alcalines, et surtout les gélatines commerciales qui ont
été antiseptisées au moment de leur préparation par
des fabricants peu scrupuleux, dans le but de les em-
pécher de tourner pendant le séchage. On se trouvera
bien de 'emplo1 de la gélatine Coignet n° 1 ou des
gélatines Nelson vendues en filaments.

Les gelées végétales, de lichen et d’agar, sont beau-
coup moins aptes a favoriser le rajeunissement des
microbes; d’ailleurs la gélose ordinaire ou agar ne
fond qu’'a de hautes températures (63-75°), elle est
encore trés chaude au moment ou elle peut se préter
a la fabrication des plaques; plusieurs especes fragiles
résistent déja mal & 4o0°-45°

Les décoctions de champignons, des vastes mvceeé-
liums, et notamment des levures de biére, ont été fa-
briquées en vue de favoriser la multiplication de quel-
ques microphytes. Ces décoctés sont souvent troubles,
et demandent a étre clarifiés au moven du blanc d’ceuf.

6° Enfin on a de méme utilisé les bouillons de na-
vets, de choux, de foin, sucrés ou non sucrés; l'eau
de foin qui a joui d’une si grande réputation en An-
gleterre et en Allemagne est du plus mauvais emplor :
son degré de sensibilité a I'égard des microbes la
range parmi les liqueurs dites minérales, tandis que
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les décoctions de feuilles de choux, de navets sont
plus putrescibles que le boutllon Liehig.

Wiliecux solides.

Ces milieux peuvent également étre divisés :

1° Fn milieux solides naturels;

2¢ En milieux solides artificiels.

Je joindral & ces subdivisions une troisieme classe
de milieux sohdes mixtes, fabriqués en meélangeant
a la gélatine stérilisée au préalable des liquides aai-
maux ou végétaux, stérilisés par filtration a froid,

MWilicux solides naturels. — Dans celle catégorie
de milieux, on peut comprendre la pulpe des fruits
(oranges, citrons) utilisés pour la culture des moi-
sissures; le parenchvme des fruits charnus : poires,
pommes, carottes, etc.; la pomme de terre, dont les
tranches coupées au moven d'un couteau stérilisé,
apres la désifection de la partie extérieure du tuber-
cule parle sublim¢ corrosif; a é1é emplovée pour cul-
tiver certaines espéces chromogénes et pathogeénes,
Parmiles liquides animaux, le sérum du sang coagulé
vers 70° d'aprés le procéds que le Dr Koch a indiqué,
est emplové pour la culture du bacille de la tuber-
culose. Plusieurs auteurs ont ¢galement fait usage de

Falbumine d'wuf également coagulée a basse tempéra-
Lure, H0%-30°, ete.

Milieww solides artificicls. — Au nombre des ter-
vains sohides usités pour la culture des schizomyeétes,
on peut emplover :

1° La eélatine nutritive:
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2 La gélose peplonisée;

30 La gelée de hehen;

1o Les mucilages.

1° La gélatine est presque généralement emplovée
pour la confection des milieux de cultures solides; sa
préparation ne présente pas de grandes difficultés; il
faut néanmoins avoir swivi les différentes opérations
que son obtention a I'état de limpidité exige, pour
étre capable de I'obtenir avec les crualités requises par
les expériences de Dbactériologie. La clarilication de
celte zelée par filtration a travers le papier est longue
el pénible : c’est pour cetle raison que ce mode
d’opérer a ¢té a peu preés abandonué,

Au contraire, 1l est [acile, au moven de l'albumine
d'euf, d’obtenir dans des conditions déterminées et du
premier coup une gelée absolument claire, quelle que
soit la proportion de- gélatine emplovée qui dépasse
dailleurs rarement plus de 1o pour 100.

Dans une capsule de cuivre ¢tamée a I'étain pur,
argentée, ou encore micux en fer conlroxyde, on verse
12008" d’eau ordinaire. Cette capsule placée surunfour-
neau, on jette dans cette eau 208" de peptone, 58" de
sel et on ajoute une pincée de cendres de bois. Lors-
que le liquide est arrivé a peu pres a I'ébullition, on
retire la capsule, on ajoute sans tarder roos" de géla-
tine et on active la dissolution de cetlte substance en
agilant avec une spatule. Si on ajoutait la gélatme
dans le liquide placé sur le fourneau, on s'exposerait
a voir cette derniére se coller au fond de la capsule
et s’y braler sous laction directe de la flamme du
fourneau. Ce premier temps de I'opération accompli,
on procéde a la clarification du liquide de la maniere

suivante :
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La capsule est remise sur le fourneau dont la
flamme a été considérablement baissée, de facon a
amener avec lenteur le liquide a I'ébullition. Pendant
ce temps, on réunit deux blancs d’ceufs dans une
petite capsule de porcelaine a manche, auxquels on
ajoute environ poids égal d’eau distillée. On bat ce
mélange quelque temps, de facon a activer la solu-
tion de I'albumine; puis on fait tomber en un mince
filet, dans la capsule placée sur le feu, 'eau albumi-
neuse qu'on vient de préparer, en ayant soin d’agiter
constamment la solution de gélatine. Cela fait, on
abandonne ce liquide a luil-méme jusqua ce que les
erumeaux d’albumine coagulée viennent former a sa
surface une crotte blanchéitre et mousseuse. On
cteint le feu dés que se manifestent les premiers
signes de I'ébullition. Alors, au moyen d'un écumoir,
on enleéve I'albumine réfugiée a la surface du liquide
qui est versé sur une étamine destinée a retenir les
grumeaux répandus dans la masse. De cette éta-
mine, le liquide tombe dans un vaste entonnoir de
verre garnl d'une [orte hourre de coton hvdrophile
qui achéve de le clarifier complétement. Cette filtra-
tion doit étre ellectuce avec le liquide tres chaud, et
on la voit s’accomplir, méme en hiver, en moins d'un
quart d’heure. Tl reste a distribuer la gélatine par-
[attement limpide dans les vases mémes ot devront
selfectuer les cullures, et finalement a stériliser ces
vases avee leur contenu.

2° La gélose nutritive se prépare comme la géla-
tine, cependant son obtention exige quelques preé-
cautions particulicres quil cst utile de signaler.

La gélose n'ayant pas tendance a se coller & Ia

partic nftérieure de la capsule, on peut la mettre
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dissoudre dans 'eau en méme temps que le sel et la
peptone. Quand la gélose est dissoute, ce qui exige
une demi-heure a trois quarts d’heure, méme quand
la proportion de cette substance ne dépasse pas 208!
par litre, on procede a la clarification, comme pour
la gélatine; mais, au lieu de recevoir la solution de
gélose passée a l'étamine dans un entonnoir muni
d'une bourre de coton hydrophile, on la recoit sur
un papler filtre ordinaire, qu’elle traverse avec beau-
coup de rapidité en donnant un liquide d’une limpi-
dit¢ magnifique. M. de Freudenreich a préconisé la
(iltratron des solutions de gélose a 1'autoclave; cette
operation me parait superflue quand on a procédé a
la clarification au blanc d’ceuf comme je viens de le
dire; de méme que la gélatine, la gélose fait 'objet
d'une répartition méthodique dans les vases destinés
a la culture; 1l faut cependant se hater et opérer
avec le soluté trés chaud sil'on ne veut pas voir appa-
raitre un commencement de solhidification qui géne
heaucoup cette opération.

Les vases & culture renfermant de la gélose stéri-
isée a I'autoclave offrent un terrain solide, opales-
cent, quelles que sotent les précautions que l'on
prenne.

Plusieurs auteurs ajoutent a la gélose ordinaire une
quantité de glycérine variant de 1 a 3 pour 100; cette
substance, qui favorise dans quelques cas le dévelop-
pement des micro-organismes (bacille de la tubercu-~
lose, Nocard et Roux), empéche également la dessic~
cation rapide de ce terrain nutritf.

3° Pour obtenir de la gelée nutritive de lichen, on
peut faire digérer directement le Fucus crispus lave,
soit dans du bouillon de ba:uf préparé a l'avance, soil
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dans du bouillon de peptone preparé extemporané-
ment; la quantité de frondes de lichen Carraghaen i
ajouter par litre de liquide varie de 308 & 408" sui-
vant qu’il est frais on sec. Apres une digestion a 100°
prolongée pendant plusieurs beures, on passe le
décocté 2 travers un tamis qui retient les {rondes
mucilagineuses du liclien, et le filtratum est de
nouveau porté a I'¢cbullition, puis passé a travers une
¢tamine placée dans un entonnoir a filtration chaude.
La limpidité de ce milieu nutritif n'est jamais absolue;
il conserve une légére opalescence 1nférieure a celle
que présente la gélose. Ge milien nutritif peut étre
emplové pour les cultures solides qui exigent une
température comprise entre 30° et 40°, mais son usage
est surtout indiqué dans la préparation des plaques
¢tendues soit sur le verre. soit sur da papier, et dont
on désire colorer les colonies au bleu d'indigo.

4° Les mucilages se préparent avee de la gomme
adragante, ou avec des semences de coings.

On commence par laver sorgncusement la gomme
adragante a I'eau (rorde, puis on l'imbibe de 5 a 6 fois
son poids d'eau, et on la laisse en digestion a basse
température pendant douze a vingl-quatre heures.
Le magma qui résulte de cette macération eslrepris
par plusieurs fois son volume de bouillon ou d’eau
nutrifiée avee 2 pour 100 de peptone; on fait bouilhir
le tout pendant quelques minutes, et on passe avec
expression a travers un linge fin. Ce terrain demi-
solide est encore plus louche que la gélose, mais il
presente comme la gelée de lichen la faculte de regon-
Her sous 'influence des liquides, quand 1] a ¢té des-

scehe sur des James de verre ou des feuilles de
papier.
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A coté des graines de coings on peut utiliser les
mucilages fournis par la graine de lin.

Milieuzx solides mixtes. — Jappelle ainsi des
gelées préparées au moment du besoin avec dex
liqueurs animales ou végétales stérilisées a froid, de
facon a obtenir des terrains éminemment nutritifs
pour les espéces qui réclament, par exemple, & étre
cultivées dans le jus de viande, les sucs végétaux ui,
avons-nous déja dit, ne résistent pas sans perdre de
leurs propriétés fécondantes aux températures élevées
de 'autoclave.

On confectionne ces milieux de la facon suivante.
\ de la gelée simple chargée de 20 pour roo de géla-
tine, quon a fait fondre a 30°-}0°, on ajoute, au
moyen de pipettes flambées, les liquides végétaux
ou animaux stérilisés par filtration a froid, on opére
leur mélange avec la gélatine fondue, en agitant lon-
cuement; les conserves ainst obtenues sont placées
pendant une vingtaine de jours al'étuve, de facon a
s'assurer que durant les manipulations 1l ne s'est
pas introdiit de germes capables d’altérer ultérieure-
ment la sincérité des résultats; quand cet essal préa-
lable donne des résultats négatifs, ces milieux mixtes
sont mis en expérience comme les gelées nutritives
stérilisées a 110°.

Nous connaissons maintenantles divers instruments
et les divers milieux usités dans les essais quantitatifs
des eaux : 1l nous reste a savorr commentse pratiqucnl
ces recherches bactériologiques.
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IV. — De lessai préliminaire et des divers procédés
usités pour le dosage numeérique des bacteries des
eaux.

Ce dosage rapide consiste a déterminer, au préa-
lable, dans un laps de temps trés court, la richesse
approximative d’une eau en bactéries. Il est néces-
saire de le pratiquer quand on a recours a la méthode
du fractionnement des eaux dans le bouillon; 1l rend
aussi de grands services dans les analyses par les pla-
ques de gélatine lorsqu’on ne possede aucune donnée
sur la quantité probable des germes vivant dans les
liquides.

Cet essal s’effectue ainsi: 'eau, parvenue au labo-
ratoire, est distribuée par goutte al’état naturel dans
4 a b conserves de bouillon stérilisé; puis diluée au
1:100,au 1l 1000, aul : 10000 et au 1 . 100000 Sl
on le juge utile. Une goutte de ces diverses dilutions
est introdurte dans des séries de 12 petits vases de
bouillon. Ces conserves sont exposées pendant vingt-
quatre heures entre 30° et 35°. Au bout de vingt-
quatre heures un simple coup d’'ceil montre a quelle
puissance ['eau recue doit ¢tre diluée.

En eflet, si, par exemple, 2 vases des 12 qui ont recu
une goutte d’eau au 1 1000 se sont altérés, on peut
etre certain que l'eau renferme au moins 4 bacté-
ries X< 4 par gramme d’eau au 1 : 1000, par la raison
(qu'en moyenne, au bout de vingt-quatre heures, le
quart des bactéries a éclore dans le bouillon mani-
festent leur présence par un trouble ou des dépots
spécraux parfaitement discernables.

Donc, 18" de I'eau considérce ofifrira au mimimum
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16000 bactéries. Cette donnée précieuse va nous ser-
vir a établir le dosage proprement dit sur des bases
certaines. Il est vrai qu’on retarde ainsi de vingt-
quatre heures I'analvse quantitative et qu’on est con-
tramt de prolonger pendant tout ce temps le sé¢jour
de I'échantillon dans la glace, mais cela n’est pas
d’une grande 1mportance, 'analvse qualitative, c’est-
a-dire la plus utile, ponvant ¢tre commencée des ar-

rivee de 'eau.

Wéthode par les ensemencements fractionnés dans
les liguides. — En adoptant, comme exemple, le cas
qui précede, c’est-a-dire celur d’une eau qui, diluée
au 1 ; 1000, accuse 16000 bactéries par centimétre
cube a I'essar préliminaire, 1l est aisé de déduire que
chaque centimétre cube d’eau au 1 ; 1000 devant ren-
fermer environ 16 bactéries, les conserves de boull-
‘lon, pour s’altérer dans Ia proportion de 20 pour 100
devront recevoir une goutte d’eauau 1 ; 3000. Je n’in-
siste pas, comme je l'al promis, sur ce procédé déhi-
cat et difficile a appliquer par les dcébutants, mais
quon rend beaucoup moins chanceux par les ense-
mencements multiples a 1, 2 et 3 gouttes, ce qui laisse
'opérateur absolument maitre de choisir les séries de
cultures qui répondent aux exigences voulues et de
négliger les séries qui, au contraire, sont trop riches
en cas d’altérations. Je passe sans retard a la descrip-
tion du procédé que j'aiappelé mirte, basé surle frac-
tionnement de l'eau dans la gélatine coulée en pli-

ques.

Procédé mixte. — lci, 'opérateur n'est plus géneé
par la crainte de dépasser le taux des conserves alté-
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rées que comporte un bon dosage dans la méthode
précédentes il lul importe peu que toutes les plaques
montrent 1, 2 et 3 colonies; ces taches microphy-
tiques seront, tout au moins, séparées les unes des
autres par un espace convenable et il pourra stre-
ment les apercevoir en surveillant journellement les
ensemencements, tandis que dans les vases de boul-
lon le trouble ne lul indique nullement s’1l est pro-
duitparune ou plusieurs bactéries. L'expérimentateur
va, il est vrat, renoncer au bénéfice de I'incubation a
la température de 30-35°, ce qui est un point a con-
sidérer dans les analyses trés précises, mais je suppose
qu'il tient surtout a obtenir des résultats comparatifs
et simplement cette indication relativement peu 1m-
portante qui découle des dosages quantitatifs vul-
gaires.

I’eau diluée au titre voulu, on 'ensemence a la dose
d'une ou plusieurs gouttes dans des flacons conrques
contenant une couche de 5mm a 62 de gélatine, qu’on
a fait fondre au préalable dans une étuve chaufiée
vers fo°. ’emploie d’habitude une douzaine de ces {la-
cons, ce qui permet d’obtenir uun facteur trés appro-
ché et met 'observateur al’abri d’'un accident fortuit
commeils’en présente assez fréquemment (bris, hqueé-
factions prématurées, envahissements par les mucédi-
nées, etc.). S1 1 ou 2 {lacons se trouvent dans de mau-
vaises conditions, il en reste toujours un nombre
~uffisamment élevé qui permet le calcul exact du
nombre de germes.

Bien que ce calcul soit d’une trés grande simphecite,

je ue trouve pas déplact d'en donuner ci-aprés la for-
mule générale :

Si A gouttes d'ean, aur1 4 10%, ont donné un nom-
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bre C de colonies, 1°° d’eau naturelle en contiendra

2h > (G > b > 100
A

*

On suppose dans cette expression que la pipette
donne 25 gouttes par centimétre cube.

Toute I'analyse quantitative se trouve résumée dans
ces quelques lignes.

Je n’al pas a dire comment on distingue les colo-
mes bactériennes des colonies dues aux moisissures;
un exercice de quelques jours peut fixer & cet égard
'opérateur; cependant 1l est des cas douteux qui ré-
clament le secours du microscope pour trancher défi-
nitivement cette question.

Les bactéries qui se développent sur les plaques
sont des étres aérobies, indifféremment aérobies,
ou anaérobies;1l est parfois important de doser éga-
lement les eaux en organismes anaérobies, c’est-a-dire
ne pouvant se développer qu’a 'abri absolu de I'oxy -
géne, comme le vibrion septique et le bacille du char-
bon symptomatique. On a vanté pour cela beaucoup
de méthodes : la culture des plaques dans des gaz
inertes, dans 'azote ou I'hydrogéne ; quelques auteurs
se sont méme adressés au gaz d’éclairage et a I'acide
carbonique, comme si ces deux derniers gaz n’étaient
pas toxiques pour les bactéries; on a essayé le vide,
qui donne encore de trés bons résultats. De mon cote,
j'ai décrit, pour la culture des espéces anaérobiennes,
un procédé beaucoup plus pratique, qui consiste & se
servir de la gélatine ou du bouillon, séparés de 'at-
mosphére ambiante par une couche suffisamment
épaisse d’une substance fusible a jo°. formée d'un

7 3
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mélange de vaseline-et de paraffine. J'emploie pour
cela des tubes a essais étranglés pleins de bouillon ou
de gélatine fondue jusqu’au milieu de I'étranglement,
qui recoivent ensuite une couche d'un hydrocarbure
fusible et le systéme est place a ["autoclave, a la tem-
pérature stérilisante de 110°. qui expulse également
tout l'air dissous, Les huiles employées par quelques
bactériologistes ne peuvent rendre le méme service.

Bien que les étres anaérobies parfaits soient relati-
vement rares dans les eaux de source et de riviére,
on les rencontre assez abondamment dans les eaux
souillées par les résidus des fermentations indus-
trielles (cuves a indigo, fabriques d’amidon, tanne-
ries, etc.), dans les eaux d’égouts et de vidanges : aussi
peut-on tirer quelques renseignements utiles de leur
dénombrement.

A cet effet, on fait fondre dans un bain d’eau porté
entre j0° et }5° la gélatine et la couche 1solante des
tubes étranglés, puis, au moven d une pipette graduée
et flambée a pointe tres fine, on introduit au sein du
liquide la quantité d'eau pure ou diluée quon désive
doser en bactéries anaérobiennes; enfin les vases sont
exposés a 20-22°. Au bout d’un temps plus ou moins
long, on peut voir apparaitre dans la masse de la gé-
latine des colonies schizophvtiennes offrant la forme
habituelle des colonies aérobiennes; parfois ces colo-
nies sont surmontées d’unc bulle gazeuse plusoumoins
volumineuse. \prés 15 jours d’incubation, les colo-
nies devenues apparentes sont complées a travers le
verre comme s'il s’agissait de bactéries écloses sur
plaques. Quand on désirve étudier les espéces neées a
Pabri de I'air, on se trouve ici dans la nécessité de
sacrifier le tube; on fera done mieux de réserver ces
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instruments pour le simple comptage des anaérobies
et d’employer les vases que je déerirar plus tard pour
leur étude particuliere,

Il me reste a décrire, en terminant ce paragraphe,
'étuve claciére que jaifait construire pour mon labo-
ratoire a 'effet de conserver les eaux a Ja température
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Ktuve glaciére et & basses lemperatures.

de 0°. Comme la fig 13 I'indique, cet appareil con-
siste en deux boites : I'une intérieure E’ destinée a
placer les échantillons devant étre maintenus a 0°, et
l'autre &, servant d'enveloppe a la premiere. L’étuvek
posséde o™, 26 de largeur sur o™, 22 de profondeur et
o™ 20 de hauteur; elle communique avec I'air exté-
rieur au moyen d'un couloir muni de deux portes P!
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et P, la derniere porte P adaptée sur l’envebppe
extéreure.

I'étuve réfrigérante E repose sur un faux fond C
muni d’ouvertures, de facon a laisser écouler I'eau de
fusion de la glace qui s’échappe par le tube T, et em-
péche cette eau de fusion de se mettre en contact avec
Pétuve 1ntérieure.

La boite E destinée a contenir la glace, large de
o™, 50 sur o™, 50 de profondeur et o™, 4o de hauteur,
est entourée d'un feutre 1solant et d’'un couvercle C a
double paroi dans l'intérieur duquel on place de la
sciure ou de la poudre de charbon de bois; un ther-
momeétre T traverse ce couvercle et pénétre dans
'étuve intérieure, protégé par une gaine métallique.

(Quand on veut se servir de I'étuve, on la rempht
de blocs de glace, et 'on fait en sorte de maintenir le
niveau de la glace en morceaux, au moins a la hauteur
de I’étuve intérieure E’ La température marquée par
le thermomeétre est rigoureusement égale a o°.

Cet appareil peut également servir d’étuve froide
pour les températures comprises entre 0° et 25°, quand,
au moyen d’un tube muni d'une pomme d’arrosoir S,
on fait couler, avec plus ou moins d’abondance, soit
de l'eau de canalisation pour les températures com-
prises entre 14° et 20°, soil pour les températures
plus froides, un filet d'eau glacée, qui permet d’obte-
nir les températures de 4° a 15°.

On peut d’ailleurs, au moven des régulateurs pour
le froad, tels que j’en fais exécuter par M. Adnet, con-
structeur de cette éruve, maintenir avec beaucoup de
fixité la température de la chambre intérieure entre 4°

el 20°, lOl‘sque la température ambiante s’éléve a 20°
ou au-dessus,
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V. — Procédés approximatifs.

A coté de ces procédés d'analyse micrographique
des eaux, 1l en existe d’autres ue j'al antérieurement
décrit, dont I'exactitude est moindre au point de vue
qualitatif et quantitatif, mais qui possédent une
valeur comparative. pouvant se préter a de simples
rapprochements.

Les gelées végétales de lichen, les mucilages de se-
mences de coings, de graines de lin et de gomme adra-
gante nutrifiés avec de la peptone se prétent aux
genres de recherches cue je vais exposer.

Premier procéde. — On introduit dans une série
de ballons bitubulés de 100 de capacité (voir fig. 1])

Mg, 14

/f

’

Flacon & gelées de lichen et mucilages stéeiliscs,

.ln

Joc¢ a 4o de geléee de lichen peptonisée, puis ces
ballons sont stérilisés a l'autoclave a 110° pendant
une demi-heure. D’autre part, on purge de germes.
soit au bain d’air, soit dans la vapeur séche, un sy--
téme formé d’une cloche tubulée a capuchon rodé (.
surmonté d’une chemindée ( fig. 15). Cette cloche s'ap-
pluque trés exactement sur une plaque de verre usee
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a I'émert, supportant une lame de verre (rés épaisse
soutenant une feuille de papier bristol carrée oy
ronde PP, dont les bords sont relevés de facon a
former une petite cuvette.

Le momentde 'analvse venu, la gelée de lichen est
fondue & oo, puis versée par la tnbulure de la cloche
sur le papier bristol; dans le moment méme on ajoute
a cette gelée I'eau quon veut doser en bactéries, en

Vase incubateur pour plagques sur papier.

répartissant aussi régulierement que possible cette eau
alasurfacede la geléede lichen, alaquelle on imprime
finalement uelques mouvements de {lux et de reflux.
La prise s'opére bientot et 'appareil est alors aban-
donué a T'étuve chauflée a 30°, pendant quinze a
vingt jours.

Au bout de ce temps, le papier, enlevé de sous la
cloche, est rapidement séché dans une étuve a courant
d’air chaud et sec, ou a froid, a 1'abri des poussiéres,
dans le vide sur un cristallisoir remplt de chlorure
de calcium desséché. Il ne reste plus qu'a colorer les
colontes développées sur le papier, puis enfin a les
compter.

On prépare aisément, comme je Vai dit, de la gelée



DE L'ANALYSE QUANTITATIVI. 83

de lichen en faisant macérer pendant plusieurs heures,
dans du bouillon de beeuf ou du bouillon de peptone
filtré et chaullé vers son point d’ébullition, du lichen
blanc (Fucus crispus) retenu dans un sachet de toile
fine; la dose de lichen a employer est de Hos* par litre.
La coction achevée, le hquide filant ainsi obtenu est
filtré a chaud a travers une étamine ou une bourre de
coton hydrophile. Quelle que soit la limpidité du fi/-
tratum. la gelée de hichen, en se prenant, devient
opalescente ou un peu Jouche, ce qui ne présente 1c1
aucun inconvenient.

Second procedé. — Cette seconde méthode repose
sur la faculté que posséde la gelée de lichen d’absor-
ber promptement un volume d’eau considérable apres
qu'elle a été desséchée en lames minces sur une feuille
de papier. Ce terrain, infertile a I'état sec, récupere
ses facultés nutritives et peut, aprés avoir ¢té con-
venablement humecté, nourrir des bactéries qui se
développent sur les deux faces du papier.

Ainsi donc, 'analyse micrographique des eaux par
les papiers nutritifs est de la plus grande simplheité.
Le papier nutritif, taillé en rectangle, muni d’un fil
suspenseur en platine, est enveloppé de papier joseph,
introduit dans un autoclave et chaulfé une heure a
110°; le papier sort de appareil sec et purgé de tout
germe,

Au moment de I'analyse, on le pend par son fil sus-
penseur en platine dans une éprouvette bouchée a
I'émeri (voir fig. 16), on le tare et on le plonge dans
eau & doser; les couches nutritives gonflent rapide-
ment, et au bout de cinq minutes ['opération est ter-
minée, Il reste a connaitre le poids de ’eau absorbée,
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ce que donne une seconde pesée, et a placer le Lout a
'étuve sous une cloche dont ’air est lui-méme saturd
d’humidité.

Les colonies ne tardent pas a se développeren taches
diversement colorées surle papier nutritif: tantot elles
sont trés confluentes s1 'eau est 1mpure, tantdt elles
sont rares quand I'eau est pauvre en bactéries el en
mucédinées. Au bout de 8 a 15 jours, lorsquon s’est
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Flacon incubaleur pour bandes de papicr nuteitilic.

assuré ue le nombre de taches nraugmente pas sen-
siblement, le papier est retiré du vase 1ncubateur et
porté dans une étuve a air chauffée vers 43°; quand
le papier est tout a fail sec, on colore par le proceédé
suivant les colonies microphvitiques devenues presque

invisibles, lorsqu'elles n appartiennent pas aux especes
chromogénes.

Technique de la coloration. — \. Le papier nu-
tritif, récent ou ancien, sec ou humide, couverl de
taches microbiennes ou de moisissures, est plonge
pendant quelques minutes dans une solution aqueuse
Palun eristallise. pus dans de 'eau ordinaire.

(lelte aperation préliminaire a pour double butdn-
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solubiliser légerement la gelée et de mordancer les
surfaces & colorer.

B. La bande de papier, bien lavée, est alors immer-
gée pendant vingt a trente secondes dans une solution
de sulfate d'indigo uitrant 28" d'indigotine pure par
litre. Ce bain se fait de la facon suivante : 25" d'indi-
gotine cristallis¢e sont mis a digérer pendant vingt-
quatre lieures avec jog" a Hos" d’acide sulfurique fu-
mant de Saxe, et le mélange qui en résulte, devenu
soluble, est jeté dans 1!t d’eau; on neutralise partiel-
lement la iqueur tres acide, et F'on a amst la solution
préte pour I'usage.

Au contact de la hiqueur sulfindigotique, le papier
et les bactéries se colorent promptement; on poussc
au noir la teinte des colonies et des moisissures, qui
se détachent trés visiblement surla teinte moins fon-
cée acquise par la gelée.

C. Il s’agit maintenait de remplacer le fond bleu
clair de la gelée par un fond blanc;ony arrive en 1n-
troduisant, aprés un lavage soigné, la feuille dans un
bain de permanganate de potasse a 1 pour 1000; la
celée bleu clair passe au violet, ensuite au rose; on
lave une troisiéme fois et 'opération est terminée. 1l
importe de suivre attentivement cette derniére mani-
pulation, ¢ui dure environ une demi-minute : Factron
trop prolongée du permanganate aflaiblirait la temnte
des colonies; si l'expérimentateur commettait cette
faute, le mal serait aisément réparable, il suffirait de
replonger le papier dans Pindigo.

D. Pour donner plus de bhlancheur aux ¢preuves et
M. N
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arréter immédiatement 'action décolorante du per-
manganate resté en exces sur la gelée, on peut laisser
séjourner quatre-vingts secondes la bande de papier
dans un bain faible d’acide oxalique (de 3 a5 pour100),
puis enfin on lave a grande eau.

Les bactéries et les moisissures apparaissent fina-
lement en beau bleu sur fond blanc; en séchant, les
couleurs acquiérent une plus grande intensité.

VI. — Nécessaire pour I’'analyse bactériologique
des eaux.

Ce nécessaire consiste en une boite possédant en-
viron o™, 38 de haut sur 0o™,35 de large et o™,22 de
profondeur (voir fig. 17). Gette boite est partagée en
deux étages. L’étage le plus inférieur est formé d'un
tiroir divisé en 1> compartiments destinés a recevorr
chacun une plaque de gélatine en flacons coniques de
ymde diametre a la base.

Immédiatement au-dessus de ce tiroir se trouve
placée une plaque métallique de laiton pouvant se
tiver a Pextérieur et destinée a faire fondre la gélatine
surle licu méme de I'expérience; 1l sutfit, en effet, pour
cela, de la chauffer en un point au moven de la lampe
a alcool représentée dans la figure et de disposer au-
dessus de la plaque les (lacons coniques.

L'étage supérieur de la boite renferme deux vases
a dilution pouvant contenir chacun Hoog d’eau stéri-
hsce, deux vases en pouwvant contenir Hos', et enfin
deux {lacons Freudenreich pouvant en contenir 10%;
a coLe de ces vases se trouve placée la lampe a alcool,
et le flacon destiné a contenir ce liquide inflammable.
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Dans un ratelier situé contre la paroila plus posté-
rieure de la boite, on place dans des tubes a essais
des ptpettes jaugées et stérilisées, comme cela a été
indiqué page 44, et des pipettes compte-gouttes pour
le fractionnement ¢galement purgées de germes.

."nm m@u.‘wmmur“lnﬂ""”'H H >
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Ncicessaire pour Vanalyse bactériologique des eaux. construit
par la maison Alvergniat.

Ces indications sommaires sont suffisantes pour le
lecteur qui a lu attentivement les quelques pages
consacrées a la description du matériel usité pour
I'analyse des eaux par le procédé mixte. Ge nécessaire
contient en outre quelques flacons, quelques plaques.
qu'on réserve pour l'analyse quahtative, et un petit
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vase spécial a pointe mobile effilée et & deux tuby-
lures, sorte de pipette a boule, qui sert & recueilljy
'eau quon veut analyser sur les lieux et a la trans-
porter au laboratoire, afin de pratiquer les essais
complémentaires qu'on juge convenables.




CHAPITRE IV

ANALYSE QUALITATIVE.

I. Considérations générales sur les maéthodes d'investigation. — II. Re-
cherche des especes zymogcenes. — 1L Recherche des especes patho-
genes. — V. Des flores hactériennes.

I. — Consideérations générales sur les méthodes
d’investigations.

Plusieurs opérateurs croient leur hesogne bien
avancée, sinon leur tache terminée, quand, apres les
opérations toutes mécaniques de 'ensemencement et
du dénombrement, 1ls sont parvenus a déterminer par
centimetre cube d'eau le nombre des microbes qui
peuvent se déveiopper sur une plaque de gélatine;
comme statistique, ce chiffre n a rien d'absolu, ainsi
que J'a1 pris soin de le faire remarquer, car il ne tient
pas compte des bactéries nombreuses qui peuvent se
développer au-dessus de 22° et de celles qul ne crois-
sent jamais dans la gélatine nutritive a peu preés neu-
tre dont on se sert dans les laboratoires de bactério-
logie,

Si ces mémes expérimentateurs sassuralent au
moins par le microscope des tribus auxquelles appar-
tiennent les organismes formant les colonies, ce tra-
vail constituerait une indication qui n est pas dénuée
d’'intérét; ce serait en tout cas un acheminement vers

8.
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la détermination botanique des espéces. Générale-
ment, j'al le regret de le dive, ce travail si simple
n’est pas fait; que dirail-on cependant a un chimiste
qui, chargé de I'analyse d'un minerai, répondrait que
I’échantillon soumis a ses 1nvestigations contient i
d’une substance blanche, 38" d’'une substance jaune,
108" d’une substance métallique? On lur demanderait
certainement de préciser la nature de ces corps colo-
rés, de compléter ses recherches qualitatives, enfin
de donner un nom aux substances que I'énoncé d’une
seule propriété ovrganoleptique ne caraclérise en au-
cune maniere. Les analvstes qui se contentent de dé-
sicner les bactéries par les expressions de colonies
rouges, jaunes ou blanches, sont exactement dans le
méme cas; ils ne disent rien qui puisse éclairer Jes
intéressés sur la nature des microbes des eaux qu'ils
ont recu mission d'examiner au point de vue micro-
eraphique.

Cependant, le micrographe peut et doit dire si le
liquide qu'on lut a envové renferme des micrococcus,
des Dbacilles, des Dbactériums ou des spirilles, dans
quelles proportions ces micro-organismes s’v trou-
vent; il peut ézalement déterminer, parmi ces espéces,
celles qui sont pathogénes, zvimogénes, chromogenes,
rares ou vulgaires. Depuis plus de qurnze ans que je
suts adonné a I'analvse Dactériologique des eaux,
'al pu isoler des divers échantillons (qui me sont
parvenus plusieurs milliers de bactéries qui possédent
avec des caractéres morphologiques bien tranchés
des fonctions brochimicues trés diverses. Je connais,
par exemple, une douzaine de {erments lactiques, 5 a
6 ferments butyriques, une dizaine de ferments sulf-
hydriques, 3 bactéries s'attaquant au phosphore
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rouge et blanc, pour donner des hvdrogénes phos-
phorés, 4o ferments ammoniacaux, plusieurs ferments
de l'acétification, quelques bactéries alcoologénes.
60 especes bactériennes capables de produire la fer-
mentation putride, dont 4 déterminent dans la g¢-
latine et les bowllons la production d’une odeur
stercorale caractéristique : la présence de ces der-
meres bactéries est I'indice certain de la contami-
nation des eaux par les maticres provenant du tube
digestif de '’homme ou des animaux, etc.

Comme on peut en juger, une analvse microgra-
phique compléte n est pas une opération banale : elle
exige, avec beaucoup d’expérience, des connaissances
tres étendues et de bon aloi. Pour mener a bien une
analyse qualitative des microbes des eaux, autant que
cela est actuellement possible, 1l faut posséder des
notions précises de microbotanique, de chimie, de
médecine, a défaut desquelles on est arrété a chaque
pas; tandis que, pour faire un simple dosage quanti-
tatif, 1l suffit d’étre, au contraire, qu'on me permette
cette expression dure mais juste, un garcon de labo-
ratoire intelligent.

Personne, je parle de ceux qui ont I'expérience dex
essals bactériologiques, ne méconnaitra le bien-fond¢
de mon appréciation et ne se refusera d’avouer avec
mot que I’analvse biologique compléte d’une eau est
une opération hérissée de difficultés, qui ne sauraient
étre résolues que par des savants depuis longtemps
adonnés aux études bactériologiques.

L'analyse sérieuse d’une eau peut exiger de plu-
sieurs semaines a plusieurs mois d'un travail difficile
et constant; j’ajoute que, dans I'état actuel de nos
connaissances, il est souvenl impossible de la com-

£
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pléter, par la raison que plusieurs des espéces bacté-
riennes que I'on rencontre nous sontencoreinconnues,
et demandent pour étre déterminées des études aux-
quelles personne ne s’est encore hivré.

Mais, parce que l'analyse qualitative des eaux est
une chose encore peu praticable, s'ensuit-1l qu’on ne
doive pas la tenter avec les documents malheureuse-
ment pleins de lacunes que nous oflre I'histoire des
infiniment petits? Ne rien faire du tout en prétextant
qu’il y a trop a faire est une mauvaise raison dont ne
saurait se prévaloir I'analyste.

Ce qui effrave surtout le débutant, c’est I'immen-
sité du travail a accomplir; ce qui lul manque, ce sont
des méthodes pour coordonner ses recherches. Je vais
m eflorcer de lui en tracer quelques-unes en déclarant
a I'avance que je les trouve trés incomplétes et sur-
tout trés perfectibles.

A son arrivée au laboratoire, I’eau a étudier au
point de vue qualitatif sera répartie dans plusieurs
vases stérilisés, et ces échantillons divers feront, aussi-
Lot que possible, 'objet des recherches spéciales que
je vais décrire,

Parlaction de quelques agents physiques,on pourra
1soler plusieurs groupes de bactéries perdues dans la
foule des espéces communes.

Avec l'aide de quelques agents chimiques, on arri-
vera au meme but; mais j’ajoute qu’ici les ressources
dont on dispose sont autrement nombreuses quand
on sait les utiliser,

Comme agents physiques, la chaleur apparait
comme le moins infidéle. L'eau versée dans un vase
de verreallongé en forme de matras, muni d’un capu-
chonrodé et tubulé ou de toute autre fermeture asep-
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tique, fera d’abord Vobjet de plusieurs plaques, puis
ce vase sera placé dans un bain dont on élévera pro-
cressivementet lentementlatempérature jusqu’a 100°;
durant cette ascension, on prélévera aux étapes que
je considére comme les plus importantes, ¢’est-a-dire
a 50°, 65°, 80°, 100°, quelques centimeétres cubes d’eau
qut seront répartis dans des vases de boutllons, des
plaques de gélatine et de gélose. -

La gélatine ensemencée tout d’abord servira a
déterminer les espéces qui croissent a basse tempd-
rature; la gélose nutritive cxposée dans des étuves, ou
mieux dans des bains chauffés a 30°. jo°. do°, 60°
70°, permettra de découvrir les especes que jal
appelées thermophiles. dont le développement n’est
surtout manifeste qu’au dela de jo° Ces microbes
appartiennent pour la plupart aux bacilles endo-
sporés : pourtant, tous les bacilles endospores ne
croissent pas aisément a 40°-30°; c’est pour ce motif
que les plaques de gélatine et de gélose maintenues
a 20° et 30° fourniront souvent des organismes dont
les spores seules ont la faculté de résister a So°-go°
et parfois a go°-100°, alors que les étres adultes qui
en procédent sont déja fortement éprouves par des
températures supérieures a celle du corps humain.

Ainsi done, en associant le fait de la destruction des
bactéries par la chaleur, avec leur faculté de croitre
a des températures plus ou moins élevees, on arrive a
découvrir plusieurs espéces quon aurait cherchees en
vain, deés labord, parmi les nombreuses bacteres
écloses sur les plaques de gélatine fabriquées avec
I'eau naturelle ou diluce.

En se servant simultanément de la chaleur et des
réactifs chimiques, on obtient des résultats tres encou-
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rageants, ainsi qu’il ressort des recherches du Dr Vin-
cent sur le bacille typhique.

Cette méthode consiste a ajouter des quantités plus
ou moins ¢levées d'un réactif déterminé dans un
volume connu de gélatine ou de bouillon, de facon a
obtenir un milieu capable de favoriser le développe-
ment exclusif d'une espéce ou d’un petit groupe d’es-
peces.

Les réactifs quon peut emplover a cet effet sont
assez nombreux : je citerai bientdt les plus impor-
tants.

En outre, pour déceler les propriétés zymogénesde
quelques especes, on se servira avec succes de la sac-
charose, de l'alcool, de la glveérine, de l'urée, et
enfin, pour mettre immédiatement en évidence la
nature acide ou alcaline des sécrétions bactériennes,
'usage des réactifs colorants est précieux; au nombre
de ceux-ci on peut emplover le tournesol, la coche-
nille, le bleu Coupier, I'hématoxvhne, ete.

Lesulfindigotate de soude sera emplové pour établir
le pouvoir réducteur de quelques microphytes.

L.e tournesol et les autres substances colorantes
virent différemment sous 'in(luence de telles ou telles
especes; le sucre, la glveerine servent a la recherche
de quelques ferments particuliers; les organismes de
la fermentation sulfhvdrique noircissent les sels de
plomb; I'urée accuse la présence de tout un groupe
de bactéries trés répandues dans la nature; le mer-
cure, le fer ajoutés a doses minimes paralysent le
développement de plusieurs tribus de bactéries, alors
quelles ne s’opposent pas d'une facon efficace au
développement de plusieurs autres.

La méthode que je viens d'indiquer, appliquee
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avec discernement, ameéne a des résultats trés remar-
quables; mais elle exige au préalable I'étude des pro-
priétés des microbes, qui se trouvent ie plus généra-
lement répandus dans les eaux.

Dans une analyse qualitative soignée, chaque mi-
crobe devra donc étre examiné au point de vue de sa
morpliologie, de ses propri¢tés Dbrochimiques, qut
seront décelées; soit par I'action directe du micro-
organisme sur telle substance dissoute dans les
bouillons de cultures, soit par les produits de sécré-
tion de ces mémes micro-organismes qul sont souvent
de nature diastastque; enfin par I'inoculation du mi-
crobe lul-méme, ou de la diastase sécrétée, parfaite-
ment filtrée a travers la porcelaine, on ¢tablira sa
pathogénese. Aprés cet ensemble de recherches, on
arrivera non seulement a poser les bases d’un dia-
gnostic solide de 'espece considérée, mais a établir
également le degré de virulence qu’elle exerce vis-
a-vis des animaux.

Comme on en peut juger, nous sommes actuel-
lement bien loin des dosages quantitatifs vulgaires;
a I'analyste, lecteur plus ou moins habile de colonies,
doit maintenant succéder un expérimentateur doue
d’aptitudes spéciales et possesseur de connaissances
bactériologiques trés étendues. Je nmie permets de
douter quen une dizaine de lecons, ainsi quon a
cru pouvoir laffirmer, il soit possible de former des
éléves capables d’aborder la question ardue du dosage
qualitatif des eaux, ou les problémes difficiles se ren-
contrent a chaque pas.

Considérant, d’autre part, quil importe surtout aux
Inléressés que I'analvse des eaux soit surtout qualita-
tive, ¢’est-a-dire de natare a les remseigner sur le



oy ORI T ROE TV

nombre et la qualité des especes mallaisantes répan-
dues dans les eaux, servies a telle ou telle population,
on voit qu'il est malaisé a Panalyste de se soustraire
a l'obligation de posséder toutes les connaissances

que comportent les dosages a la fois qualitatifs et
quantitatifs.

II. — Recherche des espéces anaérobies.

L'anaérobiose découverte par M. Pasteur, contestée
d’abord par M. Brefeld et plusieurs aulres savants,
est aujourd’hul universellement admise; 'observation
de Panaérobiose chez les étres infiniment petits nous
offre un moyen trés précieux pour caractériser cer-
taines bactéries et ellectuer la sépavation de cette
classe d’organismes des ¢tres appelés par opposition
aérobies.

On appelle microbe anaérobie celui qqui peut vivre
a 'abri de I'oxvgéne gazeux et qu1 se montre capable
de respirer au moyen de I'oxvgéne des substances
plastiques ou hydvocarbonées. Plusieurs de ces étres
anaérobies peuvent également se multiplier au contact
de I'air, y présenter méme une végétation trés luxu-
riante; ces étres sont alors appelés anaérobies fo-
cultalefs; on pourrait, il me semble, réserver le nom
d’anaérobies parfaits aux micro-organismes qui ne
peuvent croitre qu’a I'abri absolu de P'oxvgene de
[air, comme, par exemple, le microbe du tétanos et
du charbon symptomatique.

Pour cultiver les étres anaérobies on a vanté de
nombreux procédés avant tous évidemment pour

objet de soustraire les micro-organismes et leurs
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semences a 'action del'oxygéne gazeux. M. Pasteur a
employé a cet efllet des vases entierement pleins de
liquides fermentescibles, stérilisés, dont la tubulure
effilée et recourbée en col de cygne plongeait dans du
mercure, purgé de germes. M. le D* Buchner a con-
seillé d’absorber l'oxygéne gazeux dans l'enceinte
méme de la culture au moyen des pyrogallates alca-
lins. Le D E. Roux a pensé, avec raison, que les
organismes.aérobies pouvaient se charger de cette
absorption laissée par M. Buchner au soin des sub-
stances chimiques oxydables. Le vide peut ¢lre, de
méme, employé avec succes, et a son défaut les gaz
inertes, tels que l'azote, I'bydrogene purs amends
daus les milieux de culture pour balayer d’abord
'oxvgene gazeux et ensuite pour les entourer d’une
almosphére inactive.

D’autres, je le répéte, ont emplové a tort Facide
carbonique gazeux et le gaz d’¢clarrage qui, s'ils ne
s‘'opposent pas 4 la vie de plusieurs microbes anaéro-
bres, frappent de mort ou paralysent le développement
d'un grand nombre d’espéces.

De tous ces procédds, la méthode employée toul
d'abord par M. Pasteur, est celle qui me semble
donner les résultats les plus satisfaisants, car 1l est
plus facile de chasser par la chaleur I'air dissous dans
les substances nutritives ou adhérant aux vases, que
par les pompes a vide, dont le fonctionnement n est
pas toujours parfait. Pour avoir un milicu propice
aun anaérobies, il suffit donc de cliasser conmpléte-
ment I'oxveéne de lair, et cela fait, de sopposer a ce
qu'il puisse revenir en conlacl avee le milicu nuteittf.

On arrive aisément a oblenir des bouillons, des
a¢latines, des géloses absolument priveées d’air en le»

18 9
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recouvrant avant leur stérilisation d'une forte couche
d’un mélange de paraffine et de vaseline.

VLR . . 0. . e i Ul h e e e s e e . ON
Paraffine. .. ... oo r e e 9

On peutaussi ajouter a cette composition quelques
centiémes de cire vierge, ce qui augmente 'infusibi-
lité du mélange qui ne fond pas encore a la tempéra-
lure de 40°.

Pour les cultures a haute température on se servira
avec avantage du mélange suivant, rétractable, il est
vral, dans sa partie centrale, mais trés adhérent au
verre et infusible a 5o0°.

Vaseline . ... o e e e e Qo
Cire blanche . oo oo o 8
Paraffine... .. ... .. . . . 03

Ces compositions sonl imperméables a Dair; elles
sonl assez plastiques pour prendre a la température
ordinaire la forme des vases sous l'influence de la
pression atmosphérique; elles permettent de plus aux
liquides de se dilater sans cesser d’adhérer aux pa-
rois des vases de verre, par conséquent elles ne
faissent jamais échapper la moindre goutte de li-
(uide 1nclus, Par mesure extréme de précaution, on
peut d'ailleurs, si Pon veut, verser au-dessus des
couches solides une seconde couche de mercure de
plusieurs centimétres de hauteur,

On a conseillé, pour remphr le méme but, les
huiles et les hydrocarbures hquides ala température
ordinaire. Je ne crois pas qu'avec ces substances on
puisse s'opposer d'une facon absolue i 1'accés de lair
a la surface des milieux nutritifs. Les huiles sonl
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d’ailleurs d’un emplo1 trés peu recommandable : sou-
vent elles troublent les milieux de cultures, se sapo-
nifient partiellement a I'autoclave, ne présentant en
un mot que des inconvénients et pas un seul avantage.

Pour la recherche et la culture des organismes
anaérobies, je conseille T'usage des (lacons cyvlindri-
ques de Freudenreich (voir fig. 18) de 3 a 5 centi-

Flacon de M. de Freudenreich.

metres de diamétre, munis d’une couche de gelée ou
de bouillon de 0™, 02 de hauteur sur laquelle on verse
une couche d’¢gale épaisseur de vaseline paraffinée.
On peut encore emplover des petits tubes a essais
non étranglés et de dimensions longitudinales trés
restreintes. Ces vases stérilisés a autoclave une fors
refroidis sont préts a servir.

IIs peuvent étre mis en expérience de la maniére
suivante :

Les vases contenant le terrain nutritif sont placés a
I'étuve, chauffée vers 457, jusqu’a ce que la couche
1solante blanche ait fondu et repris I'apparence d’an
liquide parfaitement limpide. Alors, au moven d'une
pipette flambée graduée, trés effilée, on porte le
liquide & analyser dans la couche nutritive en umpri-
mant a 'effilure un mouvement circulaire lent pen-
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dant écoulement de P'eau a analyser, de facon ala
répartir aussi ¢galement que possible dans la gélatine.
Quand on opére avec des bouillons, cette précaution
est superilue.

Iespece développee a ’abri de 'air dans les cul-
tures liquides, on va a sa recherche, au moyen de
pipelles a pointes tres fines en traversant de part
en part la couche isolante, ou, s1 c’est une colonie
formée dans les gelées, on peul, au moyen de tubes
de verre flambés a4 parol mince, enlever la couche
isolante dans la direction de la colonie; ce tube creuse
pour ainsi dire une sorte de puits jusquau substra-
tum solide dans lequel on dirige un fil de platine
pour prélever quelques parcelles de la colonie a la
manicre habituelle. Si Popérateur a quelque habileté, >
au lieu de se servir du fil de platine, 1] continuera a
enfoncer le tube de verre dans le terrain nutntif et ¢
saisira en son enlier la végétation microbienne; il
la raménera aisément au dehors par un mouvement
brusque et tournant du tube dont I'extrémité supe-
rieure sera hermétiquement fermee avec le doigt.
Le tube agit dans ce cas comme un emporte-piéce,
et, en soufllant avec une certaine force par son extré-
mité supérieure, on en fait sortir le boudin de sub-
stance nutritive avant englobé la colonie.

La quantit¢ d’ean a introduire dans les milieux
nutritifs  pour étudier les especes anaérobiennes,
doit ¢tre envivon 100 fois plus ¢levée que pour la
numeration des bactéries par le procédé mixte.

L’eau de la Vanne, choisie comme exemple, ren-
ferme trés peu d’organismes anaérobiens, de 2 & 1o par
centimctre cube, alors (qu’elle montre en moyenne
Soo- bactéries sous le méme volume. Les eaux de
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riviere devront étre diluées au milliéme, et on ajou-
tera 1 centimetre cube de cette dilution dans les
milieux tenus a Pabr de l'air. L’eau d'égout sera
diluée seulement au 1 : 10000, etc.

L'observateur qui se livre a 'étude des anaérobies
ne perdra pas de vue que la gélatine, tenue a 'abni
de 'oxygene atmosphérique, bien que non visihlement
peuplée de colonies, fourmille de germes invisibles
qui n'attendent que lafflux d'un peu d’air pour se
développer manifestement. Cette considération devra
donc I'obhiger daller trés soigneusement a la recher-
che de I'espece anaérobie; il puisera la semence des-
tinée aux cultures dansle sein méme de la colonie, et,
pour plus de stireté, il procédera a des purifications
successives eflectuées a Pabr1 de Jair.

La plupart des microbes anaérobies que 'on récolte
ainsi sont de méme aérobies, les étres anaérobies par-
faits étant d’une grande rareté.

C'est par une ¢tude ultérieure, c'est en pratiquant
des cultures a 30° 4o0° et 50° dans les bouillons et la
gélose, qu on parvient & caractériser ces diverses
especes. Ici particuliérement on doit se défier de la
gélatine qui-se montre trés sonvent impropre a Péclo-
sion et a la multiplication des anaérobies parfaits,
tandis que ces derniers croissent au contraire tres
bien dans les bouillons peptonisés chargdés de sucre
ou d’'un peu de glveérine (2 pour 100 environ).

III. — De la recherche des espéces zymogenes.

Il s’agit, dans le cas que nous envisageons, de déter-
miner les ferments ficurés connus aujourdhur <ous
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les noms de ferments lactiques, butyriques, acétiques:
les microbes producteurs d’alcool, d’acide sulfhy-
drique; les agents de la transformation de 'urée en
carbonate d’ammoniaque, de la nitrification, ete.
Pour diagnostiquer ces espéces douées -de fonctions
biochimiques bien nettes, 1l importe de laisser a I'ar-
riere-plan tous les caracteres microscopiques tirés
des modes de croissance de l'aspect des cultures, et
de placer ces especes dans les milieux ol elles sont
capables de produire en abondance les substances
quelles savent élaborer. On devra donc pouvoir créer
a volonté des milieux sucrés, alcooliques, chargés
d’urée, de soufre, de sels ammoniacaux, ete.; mais,
comme il est difficile d'avoir a sa disposition a avance,
méme dans un laboratoire bien outillé, des milieux de
cultures stérilisés chargés de toutes les variétés de
sucres et de bien d’autres substances propres a carac-
tériser les ferments, on pourra se contenter d’'avoir
sous la main un miheu nutritif solide et hquide type
ou normal, auquel on ajoutera extemporanément au
moment de l'ensemencement un volume connu de
telle solution appropriée stérilisée a I'avance.

S1, dans g° de gélatine fondue, on incorpore 1 de
sirop simple, on obtiendra un milieu renfermant en-
viron 10 pour 100 de saccharose; st c’est un égal vo-
lume de solution d'urée a 50 pour 100 qu on ajoute
encore a g de gclatine, le miheu formé contiendra
une quantité d'urce équivalant a 50 pour 1000, etc.
Pour mettre en ¢évidence les qualités sulfhvdrogénes
de plusieurs microbes, on ajoutera aux bouillons ou
aux gelées quelques centiémes d'uu lait de soufre pré-
cipité; pour favoriser le développementde 1'hydrogene
phosphoré que quelques bactériens peuvent détermi-
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ner, le soufre sera remplacé par unlait rouge de phos-
phore amorphe. Le phosphore rouge résiste trés bien
a la stérilisation de 'autoclave, le soufre sera simple-
menl purgeé de germes a 100°

(Quand on aura appris, par quelques essais préli-
minaires et la production de substances spéciales, la
nature zymogene de 'espéce, on procédera a I'étude
de la fermentation que ddétermine le micro-orga-
nisme, de facon a ¢tabhiv indnbitablement la réalite
de ses fonctions, seulement jusqu alors soupconnées,

La nature et la quantité des produits de ces actes
physiologiques permettront stivement d’assigner une
place aux microbes considéres, soit parmi les ferments
étudiés, soit a coté d'eux, s1 la littérature ne les a pas
encore mentionnes,

I’observatenr sera souvent surpris de déeouvrir, au
nombre des organismes qui tomberont sous sa main,
des ferments qui différeront essenticllement par lenr
morphologie, laspect de leur culture, des especes
conmues jusqu’a ee jour; ces ferments auront une puis-
sance d’action tres variable, mais cela ne saurait étre
regretté, car je le répéte, a coté des caractéres phy-
siques réellement trop précaires, communs a une foule
de bactéries, cette inégalité de leurs facultés phyvsio-
logiques permettra d’attribuer aux especes trouvces
un rang en rapport avec le degré de leur éncrgie.

Il ne peut évidemment entrer dans mon esprit la
pensée de passer en revue successivement tous les fer-
ments, d'en étudier les caractéres, la puissance et les
diverses qualités, je désire conserver a mon opuscule
un pelit nombre de pages, el le consacrer a tracer
rapidement les grandes lignes d'unc analyse bactério-
logique compléte. Les indications que je ne donne
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pas ici, on les trouvera dans les traités de Chimie

sl

nanx fournis sur ces matiéres par les microbiolo-

biologique, et mieux encore dans les mémoires ori

cistes, auxquels est due la découverte des divers fer-
ments; car J'al maintes fois reconnu que, cdant a la
nécessité de condenser en peu de pages beaucoup
de (aits, les auteurs qui ont la spéeralité d'éerive des
traités omettent, par la force des choses, bien des
points importants qui sont Join d'étre dénués d'intérét
pour 'analyste.

Les microbes que nous avons vu résister aux agents
physiques, et notamment a la chaleur, présentent vis-
a-vis des réactils chimicques une sensibilité de méme
tres variable : les uns meurent ou du moins ne se deve-
loppent pas en présence de 1 ;1000 d’acides minéraux,
de 5 a 10 pour 1ooo d'actdes organiques, tartriques ou
citriques, tandis quil existe des bactéries qui peuvent
croitre tres abondamment dans des terrains oitla pro-
portion de ces acides est notablement dépassée (2 a
5 pour 1oco dracide sullfurique, chlorhvdrique, azoti-
(que, 10 a 20 pour 1000 d’acide larvtrique et citrique).
On peut done, en se basant sur ces faits, opérer des
séparations d'espéces et élablir par la méme occasion
des caraclerves tres fideles de diagnose. Paralléelement
anx acides, on peut. au contraire, [aive usage des alca-
lis, de ta soude caustique de 1 a ) pour 1000, du carbo-
nate d'ammonmaque de 1 a 10 pour 100, etconstater que
st en géndéral les alealis sont favorables a la multiph-
cation des bactévies, 1ls Tentravent dans plusieurs cas.

Les ressonrees que nous offre la Chimie sont pour
atnst dive ilimitées; a coté des acides et des bases on
cmplotera avee sueces les merenriaux a dose tres faible

(1210000 4 1 2 100000), les sels de fer, de culvre, de



ANALYSE OUALITATIVE. 105

plomb; les antiseptiques : la saccharine, le phénol, le
thvmol, I'iodoforme et d’autres corps dont I'énuméra-
tion est 1c1 inutile. Le procédé basé sur I'inégal pou-
voir antisepticue de uelques corps sur les bactéries
est précieux pour l'isolement des hactéries saprogenes.
Depuis bien longtemps, j"emploie également dans ce
but le sel marin dans des proportions variant de 5 &
1) pour 100, la glycérine dans les proportions de o
a 20 pour 100, le borate de soude et 'acide borique
sous le poids de 1 500; les acides benzoique, salicy-
lique ala dose de 1 : 2000, 'acide cyanhvdrique a celle
de1; 5000. Comme puissant modificateur des milieux
decultures, jeplace en premiére lignel'tode, qui, ajouté
en tres faible quantité aux bouillons ou aux gelées nu-
tritives, leur confére une infertilité des plus remar-
quables vis-a-vis d’un grand nombre d’espéces; le
brome agit dans le méme sens que l'iode.

Tous ces moyens d’investigation sont bons, surtout
quand on désire faire porter I'analyse qualitative d’une
eau sur un volume relativement élevé de liquide et
rigoureusement il doit en étre toujours ainsi, car il
me parait bien insulfisant d’étudier, au point de vue
qualitatif les micro-organismes contenus dans un cen-
timétre cube d’eau ou une fraction de centimetre cube.

Comme les milieux sucrés ou autres employés a la
recherche des ferments, les milieux acides, alcalins ou
antiseptisés peuvent se préparer ¢galement au fur et a
mesure des besoins, en ajoutant, au moyen de pipettes
lambées eraduées, & un volume connu de gélatine la
quantité voulue de solution de la substance chimique
titrée et stérilisée. Pour maintenir ces solutions a
I'abri des poussiéres de I'air et des contaminations
accidentelles, on pourra employer des flacons munis
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d’une fermeture aseptique; les flacons qui me sem-
blent convenir le mieux sont ceux ui possédent un
capuchon rodé auquel est soudé une pipette et une
tubulure latérale munie d'une bhourre d’ouate, afin
d’éviter la fuite du liquide par la pipette au moment
de la stérilisation et d’assurer le rétablissement con-
stant de la pression atmosphérique dans 'intérieur du
flacon.

Je viens d'indiquer brievement les divers moyens
que le micrographe a a sa disposition pour aider a la
découverte des espéces, quand les méthodes du frac-
tionnement dans les bouillons et la dissémination de-
bactéries dans les plaques sont des movens peu pra-
tiques. Tout en se hvrant a ces diverses opérations
d'analvses, le micrographe aura, non seulement, la sa-
tisfaction de découvrir dans les eaux les microbes déja
connus, mais encore beaucoup d'autres ¢qui n'ont fait
I'objet d’aucune étude; en pratiquant une analvse avee
soin, 1l lu1 sera presque toujours permis de faire mar-
cher de front, avec des recherches dont I'intérét peut
étre contestable, des travaux ¢ui seront fort utiles
pour la seience bactériologique.

IV. — Recherche des espéces pathogénes.

Le but que doit poursuivre le micrographe dans les
analyvses bactériologiques de I'eau est sans contredit
la découverte des organismes pathogenes, ¢’est-a-dire
des espéces dangereuses pour 'lhomme et les animaux
domestiques (ui 'aident de leur force musculaire, ou
le nourrissent de leur chair. En dehors de 'intérét
(qu1 s'attache a toutes les recherches scientifiques, on
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ne doit jamais négliger le coté qui peut fournir des
indications profitables a I'humanité; aussi je crois
quil est capital de s’adresser a l'expérience pour
apprendre s1 un liquide servi al’alimentation de toute
une population contient ou non des mI1Cro-organismes
capables d’altérer plus ou moins profondément la santé
publique. Malheureusement, nous devons confesser
que, parmi les affections s1 nombreuses qui désolent
spécialement ’espece humaine, I'étiologie de beau-
coup d'entre elles nous est inconnue; on i1gnore, par
exemple, quels sont les microbes de la variole, de la
rougeole, de la scarlatine, de 'athrepsie; je ne parle
que des affections endémiques dans nos climats et qui
revétent parfois une forme tres meurtriere. 1l semble
que I'on connait mieux les micro-organismes qui pro-
duisent la fievre typhoide et le choléra, néanmoins
on discute encore sur leur spécificité. Le D* Klein n’ad-
met pas les qualités pathogénes du spirilledu D*Koch ;
pour plusieurs, le Bacterium coli commune serait
'agent de la fievre typhoide, et non le bacille décou-
vert par Eberth. Cependant 1l est incontestable qu’il
existe autour de nous des bactéries tres meurtrieres
et trés nocives telles que : le Bactllus anthracis, le
bacille de Nicolaier, les organismes de la septicémae,
qui se rencontrent dans le sol et dans les eaux.

Ce qui augmente encore 1 utilité des analyses micro-
graphiques au point de vue des bactéries pathogenes,
c'est qu'a coté de 'intoxication qui peut se produlre
par le tube digestif, notre corps présente souvent a
l'infection d'autres portes ouvertes : par exemple, les
lésions résultant d’un acte physiologique comme chez
les nouvelles accoucliées, ou celles qui sont la suite
d’un traumatisme comme chez les blessés, Le lavage
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des plaies avec des eaux impures peut étre le point
de départ d’accidents graves et méme mortels, et si
dans nos hopitaux les chirurgiens voient leur statis-
tique de guérisons s’améliorer de jour en jour, c'est
orace a la guerre incessante quils livrent aux orga-
nispes inférieurs au moyen des pansemcnts antisep-

tiques.

I.a recherche des microbes pathogénes dans les
eaux doit donc étre une des plus vives préoccupa-
tions de 'analyste, cependant 1l n’acceptera de déter-
miner dans les liquides que la présence des microbes
pathogénes connus, et il devra se refuser a porter ses
investigations sur les microbes dont 'existence est
simplement soupconndée, et que les bactériologistes
n‘ont pu encore découvrir dans le corps méme des
malades. 1l n’est pas rare en eflet de recevoir la de-
mande, en apparence trés naturelle, de rechercher
dans une eau toutcs les bactéries pathogénes, de-
mande a laquelle 1l ne sera vraisemblablement pas
facile de répondre d'ici a longtemps. Plusieurs [o1s,
¢ealement, on ma prié de rechercher dans une
eau le nicrobe des oreillons ct de la scarlatine; s
cette découverte pouvait étre faite, elle serait sans
doute trés méritoire pour analvste, cependant, 1l
laut convenir qu’tl nest pas dans la pratique cou-
rante des dosages darriver ainsi d’emblée a déter-
miner des agents figurés pathogénes qui n'ont pu étre
1sol¢s du corps des sujets qui en sont envalis.

Un micrographe ne doit songer & rechercher dans
les eaux que les espéces Dien ¢tudiées et nettement
1solées sous forme de cultures. Son premier soin sera
donc de se procurer des échantillons trés purs de
bactéries capables d'engendrer les diverses maladies.
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de cultiver ces microbes dans différents milieux, de
les étudier au microscope et enfin de les inoculer aux
animaux afin de se rendre un compte exact des lésions
quils engendrent. En un mot, il se livrera a un ap-
prentissage hors lecuuel 1l se trouvera sans expérience
et mal préparé pour mener a bien les recherches géné-
rales ou particulieres qu'on réclame de lui.
Limportance de ce sujet me conduil a insister un
instant sur les divers microbes dont l'existence du
pouvoir pathogéne n’est pas douteuse. J'indiquerai
brievement la facon de lesisoler des eaux et je rappel-
leral succinctement les caractéres propres a chacun
d’eux en invitant le lecteur a s’en référer, pour de

plus amples détails, aux travaux s1 nombreux publiés
sur ces bactéries.

Bacille du tétanos.

Ce bacille, entrevu par Nicolaier, étudié par Freu-
denreich et plusieurs aulres auteurs, mais 1solé &
Pétat de culture pure par Kitasato, s’obtient assez
aisément en maintenant les eaux & la température de
70° pendant une heure, puis en ensemencant cette eau
dans de la gélose peptonisé¢e additionnée de 2 pour
100 de sucre; ces essais doivent ére pratiqués de la
facon que j'ai indiquée pour isoler les especes anacro-
bies (voir p. 96 et suivantes).

On étudie attentivement au microscope des colo-
nies blanches, surtout celles qui prennent une forme
arhborescente, et s1 parmi elles on découvre des bacilles
terminés par une spore qui les fait ressembler a une
épingle courte, on les cultive par piqures dans de la
célatine ¢t du bouillon tenus a Pabr de l'air. La

M. 10
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piqire dans la gélatine donne lieu & la production
d’une sorte de culture en écouvillon, ressemblant
beaucoup a celle du rouget de porc; mais les bacilles
de ces premiéres cultures sont toujours munis d’une
spore terminale plus volumineuse que le batonnet.

Une goutte de bouillon, envahie par le bacille de
Nicolaier, inoculée aux souris les tue en deux ou trois
jours; 10 gouttes ou un demi-centimetre cube du
méme bouillon donnent le tétanos a un cobaye de
forte taille et méme a un lapin.

Le bacille de Nicolaier est assez fréquent dans
I’eau de la Seine et de la Marne; 1l se rencontre aussi
dans les eaux d’égout.

Bactéridie charbonneuse.

Le bacille du charbon découvert par M. Davaine,
étudié par MM. Pasteur, R. Koch et plusieurs autres
auteurs, me parait devoir s'isoler des eaux par le pro-
cédé suivant, du moins c’est ainsi que je suis parvenu
a le mettre en évidence dans de I’eau de riviére arti-
ficiellement infectée par un faible nombre d’individus.

L’eau est portée a 65° pendant deux heures pour
détruire la majeure partic des microphytes vulgaires
ou autres qui ne résistent pas a ce degré de chaleur;
puis le liquide est incorporé a de la gélatine dont on
fait de nombreuses plaques. De préférence, on soumet
a l'observation les colynies grisatres formées de fila-
ments enchevetrés comme une poignée de cheveux,
ct encore les colonies qui fournissent des prolonge-
ments mycéliformes. On effectue ensuite des cultures
dans du bouilon ou I'espéce se développe en donnant
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un dépot floconneux qui se véfugie au fond du vase.
Dans la gélatine, le Bacillus anthracis dorne une
culture en forme de cyprés venversé qui liquéfie len-
tement le substratum. Enfin les bouillons inoculés &
des souris les tuent en moins de vingt-quatre heures,
et les cobayes succombent avant la fin du deuxiéme
jour.

La bactéridie charbonneuse est un gros bacille qui
se cultive au contact de l'air dans presque tous les
milieux usités en bactériologie : dans le bouillon,
sur la gelose, dans les urines, a la condition que ces
milieux ne soient pas sensiblement acides. Tandis
que le bacille du tétanos ne se retrouve pas dans
le sang des animaux morts des suites de son inocu-
lation, le sang des animaux morts du charbon four-
mille de longs batonnets a extrémités assez nette-
ment carreées.

Je n'ai jamais trouvé la bactéridie charbonneuse
dans aucune des eaux servies a la population pari-
sienne ; je I'ai de méme cherchée en vain dans les eaux
d’égout et dans celles de la Biévre qui recoivent,
comme on sait, les peaux, les déchets de peaux sou-
mises au tannage, et dont quelques-unes sont certai-
nement charbonneuses, ainsi que le démontrent les
cas de pustules malignes observées chez les ouvriers
tanneurs qui viennent se faire soigner dans nos hopi-
taux. Sil'on ne boit pas des bactéridies charbonneuses
a Paris, on en mange quelquefois, car il n'est pas rave
que les inspecteurs de la boucherie soient appelés a
saisir des viandes infestées par le Bacillus anthracts:
comme témoignage irrécusable de ce que Javance, je
puis citer les cas de deux forts des Ilalles centrales
qui, enportant de la viande sur lenrs épagles, contrac-
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térent au con deux pustules malignes; I'un d’eux suc-
comba a cette terrible affection a I'Hotel-Dieu.,

La bactéridie charbonneuse est quelquefois aspo-
rogéne (D E. Roux); 1l faut dans ce cas éviter de
chauffer les eaux au dela de fo°, afin d’éviter de
détruire les bacilles adultes qu’il importe de recher-
cher.

Bacille typhique.

Le bacille d’'Eberth se sépare des eaux par plusieurs
procédés indiqués par MM. Chantemesse, Widal,
Thoinot et d’autres auteurs; je donnerai ici celum
qui me parait le plus simple et le plus str; 1l est
dit au Dr Vincent.

Dans un certain nombre de conserves de bouillon
de beeuf peptonisé, ou stmplement de bouillon de pep-
tone, renfermant 7 décigrammes d’acide phénique
cristallisé par litre, on introduit de quelques gouttes a
quelques centimetres cubes des eaux a essayer, selon
qu’elles sont pauvres ou trés riches en bhactéries, 51l
s’agit d’eaux de source supposées contaminées par le
bacille de la fievre typhoide, on pourra aller jus-
qu'a 700 centimetres cubes en prenant la précaution
d’opérer dans un-ballon ou dans un matras contenant
au moins 1000 centimétres cubes de bouillon.

Les vases ainsi ensemencés seront portés dans un
bain d’eaun réglé a 42°; dés que ces vases sont devenus
louches, on transporte quelques gouttes de ces cul-
tures dans de nouveaux ballons ou tubes de petite
dimension a demi pleins de bouillon phéniqué, et de
meéme exposés a 42°; on pratique ainsi pour plus de
sreté 3 ou 4 inoculations successives.

Il est & rgmarquer que le Bacterium coli com-
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mune et quelques autres espéces peuvent ¢galement
se développer dans les conditions qui viennent d’¢re
spécifiées.

On distingue assez facilement le bacille d’Eberth
a forme typique du Bacterium coli commune par
les caracteres tres tranchés que présentent ses cul-
tures. En fabriquant des plaques de gelée, le bacille
d’Eberth apparait sous forme de colonies translucides
nacrées; ensemence sur pomme de terrve, 1l donne un
enduitléger brillant; i1l ne liquéfie pas la gélatine, ete.;
donc 1] n’est pas difficile de constater la présence dans
les eaux du bacille considéré comme I'agent de la
fievre typhoide; j’ajoute, toutefois, quand ce bacille
apparait sous les aspects bien nets qui le caractérisent.
Mais ce bacille se trouve souvent mélangé a d’autres
especes en batonnets également mobiles comme lut,
désignéssous le nom de bacilles pscudo-typhiques.Ce
qui est beaucoup plus grave, le bacille d’Eberth peut
devenir lui1-méme l'objet de modifications profondes,
et alors ses cultures ne rappellent en aucune maniere
celles quon trouve décrites dans les ouvrages clas-
siques.

J'ar signalé, 11 y a plusieurs années, 'existence de
ces pseudo-bacilles du typhus, dont quelques-uns se
montrent dans 'atmosphére parisienne, et j'ajoute
aujourd’hui qu’on obtient une variété jaune du vrai
bacille d’Eberth en puisant ses semences dans de
vieilles cultures normales, et en les cultivant pendant
plusieurs semaines dans un miliea trés pauvre en
substances nutritives, tel que I'eau de riviére stéri-
lisée. La crainte que j'aurais donc, pour un micro-
graphe méme soigneux, serait de voir le bacille du
tvphus passer inapercu a ses veus.

10-



114 CHAPITRE 1V.

Toujours en vue de sauvegarder sa responsabilité,
I'analyste affirmera simplement s’1l a oul ou non dé-
couvert dans une eau le bacille d’Eberth ; ¢’est-a-dire,
le hacille qu'on est convenu de considérer comme 1’a-
gent de la dothiénenterie, d’aprés ses aspects micro-
scoplques et macroscopiques, jusqu’au jour o on s’a-
percevra que ce bacille est ssmplement I'un des agents
qui jouit de cette faculté avec plusieurs autres.

En effet, la spécificité d’action de ce bacille me sur-
prendrait avec d’autant plus de raison qu’il est rare
de rencontrer une espéce qui ait le privilége d’exercer
exclusivement une fonction zymogéne déterminée.
Plus on avance dans 1'étude des infiniment petits et
plus on constate que les fonctions attribuées autrefois
a une espéce unique sont dévolues a une foule d’es-
peéces microscopiques qui n'ont souvent entre elles
aucune parenté morphologique. En outre, une fonc-
tion physiologique exercée par une bactérie peut se
constater chez les moisissures, et wvice versa des
actions biochimiques exercées par les moisissures
peuvent éire exercées par les algues bactériacées.

Entre les questions : une eau peut-elle engendrer
le typhus, ou une eau renferme-t-elle le bacille d'E-
berth? 1l existe une différence trés grande; le micro-
graphe devra toujours se refuser & répondre a la pre-
miére question, alors que son devoir sera d’affirmer
la présence du bacille ’Eberth quand il aura 1'occa-
sion de le rencontrer.,

Ce dernier hacille ne se rencontre jamais dans les
eaux de sources qui ont pu échapper aux contami-
nations par les poussiéres extérieures ou par les hi-
quides ayant servi a nettover les linges des malades
et des personnes hien portantes. Je ne I’ai jamais 1sol¢
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des eaux de la Vanne puisées a Montrouge, ni des eaux
de la Dhuis. Il est au contraire trés fréquent dans les
eaux d’égout et les eaux de la Seine, Cette espece
pourra vraisemblablement s’isoler de ces eaux jusqu'a
ce que les déjections des typhoidiques et les eaux d’es-
sangeage des lavoirs publics cesseront d’étre amenées
sans précautions aucunes dans les cours d’eaux.

Onne saurait donc s’étonner de rencontrer le bacille
d’Eberth dans les eaux de riviére; ce qui serait vrai-
ment surprenant, ce serait au contraire de ne point
'y trouver. Pour citer un exemple, je rapporterai que,
dans les autopsies pratiquées a I'Hotel-Dieu sur les
personnes ayant succombé a la fiévre typhoide, 1l était
en usage de laver les intestins des cadavres en les adap-
tant & un robinet d'eau, de facon a en chasser rapide-
ment tout le contenu, ce qui facilitait ensuite I'examen
des ulcérations des plaques de Peyer; mais ces eaux
de lavage du tube intestinal, ot allaient-elles? Elles
coulaient directement i la Seine par les égouts de la
Cité. Voila une cause, si je ne me trompe, d'infection et
de propagation de la fievre typhoide par les cours
d’eaux,

Spirille duw choléra asiatique.

Cette espéce microscopique a été découverte par le
Dr Koch dans l'intestin des cholériques. Elle est con-
stituée par un bacille incurvé d'une longueur moyenne
de 1% 5; ses articles sont le résultat de la désagrega-
tion d’un filament hélicoidal de Spirdllum.

Je nai pas eu encore 1'occasion de trouver ce mi-
crobe dans les eaux distribuces a Paris. J'ar pratiqué
quelques expériences artificielles pour étudier la s¢pa-
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ration de cette espeéce mélangée aux bactéries des
eaux de la Seine. Jaffirme que cette séparation est
trés laborieuse en raison de la similitude qu offrent les
colonies du spirille du Dr Koch avec beaucoup de colo-
nies vulgaires.

Répandu dans des plaques de gélatine peptonisée,
le Spirillum cholerce asiaticee apparait d’abord sous
la forme de points blancs discoides a bords irrégu-
liers, puis, quand la colonie grossit, la gélatine se
liquéfie en infundibulum déprimé si la colonie est a
la surface. Les cultures par piqares donnent d’abord
un trait blanc qui se convertit, au bout de 3 ou 4 jours,
en un canal de gélatine liquéfié avec cupules infun-
dibuliformes a ménisque concave. Sur la gélose, on
obtient une couche jaunétre visqueuse qul n’a rien
de caractéristique, pas plus d’ailleurs que les aspects
qui viennent d’étre décrits et qui sont communs &
une foule de microbes. La forme des articles courbes
est plus précieuse a noter, mais elle est encore com-
mune a quelques autres espéces, au Spirillum de
Finkler et Prior, qui liquéfie la gélatine plus rapide-
ment et a plusieurs micro-organismes que j’al retirés
des eaux d’égout, mais qui différent de ces deux der-
mers spirilles parleur couleur : I'un d’eux est rougea-
tre, il n’améne un commencement de liquéfaction de
la gé¢latine qu’aprés une attente de huil jours; 'autre
donne des cultures blanches sur la gélatine qu'il ne
liquéfie jamais.

L’action du microbe du choléra sur les animaux
est mal définte et se traduit par des elfets contradic-
towres; d’aprés mes cssais, je crois qu'il serait hatif
de tirer une conclusion quelconque des résultats
tantot positifs, tantot négatifs qu'on obtient en 1no-
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culant aux petits mammiféres le spirille en question.

Je répete que les eaux de riviere et les eaux de
source ue jal analysées ne m’ont jamais présenté
le spirille du Dr Koch; d’ailleurs les bactéries en
forme d’hélice v sont d’une rareté excessive; je n’al
trouvé dans les eaux de la Seine que le Spirillum
rolutans, qu’on parvient a cultiver dans les eaux #
peu pres pures, ou chargées a peine de 1 centimetre
cube de bouillon peptonise par litre d’eau stérilisée.

Je ne crois pas devoir mentionner ici les Staphylo-
coques pyogenes, qui se rencontrent trés {réquemment
non seulement dans les eaux, mais encore au sein
des poussiéres de l'air; les Pneumocoques qu’on ne
trouve pas habituellement dans les eaux;, mais qui
vivent el se multiplient dansla bouche des personnes'
bien portantes; je ne parlerai pas non plus du bacille
de la tuberculose, si difficile & mettre en évidence
dans I'air libre, et que je n’a1 pu trouver eu injectant
aux animaux les boues visqueuses déposées sur des
bougies en porcelaine ayant longtemps servi a filtrer
les eaux de la Seine et du canal de I'Oureq : ou les
animaux soumis aux inoculations sont restés bien
portants, ou ils ont rapidement succombé soit a la
septicémie, soit a I'infection purulente, inais non a la
tuberculose.

Les espéces septiques sont trés fréquentes dans
les eaux, et notamment dans les eaux sales el de
vidange, mais suffit-1l de démontrer que ces espéces
sont meurtriéres vis-a-vis des animaux pour ¢tablir
qu’elles sont nocives a I'¢gard de l'espece humaine.
Ce qui est certain, c’est que leur nocuité dépend
de la facon dont on les introduit dans I'économie :
j’al pu faire vivre pendant plusieurs mois des cobayes
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et des sourts nourris avec du pain imbibé de cultures
d’organismes sepliques, alors quils étalent tués en
24 heures ou 48 heures par D'inoculation sous-
cutanée de quelques gouttes de ces mémes bouil-
lons; il n’est donc pas, en mon sens, légitime de con-
clure aux eflets morbides d’une espece absorbée par
le tube digestif, d’apres les effets qu’elle cause aprés
injection sous la peau ou dans la cavité péritonéale,
On sait effectivement que le suc gastrique détruit en
peu de temps a peu preés tous les microbes virulents
étudiés jusqu’a ce jour.

Cependant, conclure de ces expériences qu’une
infection par les eaux d’alimentation est un mythe,
comme le jugent quelques auteurs, ce serait, je crois.
aller contre des faits bien établis et reconnus exacts
par la majeure partie des médecins. D’autre part,
considérer comme nocives les eaux contenant des mi-
crobes capables de tuer des cobayes et des lapins par
inoculation hypodermique, ce serait exagérer beau-
coup leur pouvoir malfaisant.

Comme conclusion des pages qui précédent, je
conseille & I'analyste livré a 1'étude microscopique
des eaux d’apporter une grande circonspection dans
ses aflirmations, touchant le diagnostic des espéces
méme les mieux é¢tudiées, de ne pas se hiter de con-
clure a la pathogénese d'une eau par le résultat seul
des inoculations aux animaux; car ces inoculations
peuvent étre meurtriéres, alors qu’elles ne renferment
pas d’especes pathogénes connues, et, en revanche,
elles peuvent étre inoffensives pour les animaux, alors
qu’elles en renferment de nocives pour I'homme. Si,
imitanl une pratlique que jai longlemps mise en
usage, on nourrit les animaux avec des cultures de
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microbes nocifs, on trouve généralement que I'inges-
tion de ces organismes reste sans elfet. A 1'état nor-
mal, 'homme offre de méme une grande résistance
aux bactéries pathogeénes, mais on doit également
envisager le cas ot 'accoutumance aux microbes
infectieux est encore a acquérir, ou 'immunité peut
étre perdue, ou enfin la porte peut s’ouvrir a U'infec-
tion contre laquelle 1l a longtemps résisté. Ces faits,
d’observation vulgaire, justifient 'utilité des ana-
Ivses micrographiques au point de vue des espéces
bactériennes dites pathogenes.

V. — Des flores bactériennes.

Il est certainement prématuré de vouloir tenter,
avec le secours des caracléres inconstants et peu
variés que présentent les bactéries, I'édification d'une
flore qui puisse conduire I'analyste peu expérimente
3 la détermination de 'espéce qu’il a sous les yeux.
Cependant des efforts doivent étre faits dans ce sens,
et mon attention s’est portée depuis longtemps sur un
semblable travail,

Le Dr Fligge nous a donné quelques essais de ce
cenre, basés sur la couleur et la forme des colonies
écloses sur la gélatine. Je ne partage pas ses vues sur
I'utilité pratique de semblables tableaux, et surtout
je ne vois pas bien nettement le bénéfice qu'un expe-
rimentateur novice peut retirer de ces classifications
étroites et mesquines. Youloir inserer dans un tableau
restreint les légions innombrables des micro-orga-
nismes répandus dans la nature, les diviser, par
exemple, en microbes liquéefiant €t non liquéfiant la
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oélatine, c’est reléguer a un rang bien inférieur les
caractéres (ue je considere au contraire comme les
plus importants.

On conviendra, je 'espére, avec moi, que les carac-
téres tirés des dimensions micrométriques de la forme
du microbe, alors qu’on ne connait point les diverses
phases de son cycle évolutif, sont trés précaires; que
les notions tirées cde la couleur des colonies, couleur
(uivarie, on peut 'affirmer, depuis le jour our 'espéce
devient nettement visible jusqu’a plusieurs mois apreés
sa crolssance, sont & peu prés 1nutiles a consulter;
que la forme des colonies, st variable, suivant qu’elles
sont dans la profondeur ou a la surface des sub-
stratum, n’offre a I'expérimentateur que des données
diagnostiques trés incertaines; que la propriété de
liquétier la gélatine, pouvant s’acquérir et se perdre,
est propre a maintenir dans I'illusion I'analyste qui
considere cette faculté comme caractéristique; enfin
on m’accordera que tous ces caractéres sont d'une tres
maigre imporlance, et qu'on ne doit pas baser une
llore générale sur des propriétés aussi secondaires.

On arrivera, au contraire, a édifier des flores bacté-
riennes utiles a consulter par les micrographes, en
classant les bactéries dans des groupes généraux, ou
les especes qui restent a découvrir trouveront loujours
une place; quaunt aux faits relatifs a la fluidification,
a la couleur, a l'odeur, a la forme des colonies, des
dépots, ele., on doit les réserver pour aider a la dis-
tinction des espéces comprises dans le méme groupe.

L’essai de la flore que je doune ci-aprés a seulement

pour but de démontrer qu'on peut traiter ce sujet
d'une facon générale.
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ESSAI D’UNE FLORLE BACTERIENNI.

Seetion.

. : OB O, . .. s e e , 3
i Espéces se développant au | Ceeee
eonlzact AR “énI()aI?:lel’air Seulement au-dessus de 20m... B
e ' ( Seulement au-dessus de jo... €
< A FO™. ppw on D

20 Espéees se développant o \ Tttt ottt
l’abI:'i de Poxyge cll)pi’ . ¢« Seculement au-dessus de »0° .. L
EEne Ge Tl ( Sculement au-dessus de jo°.. I

SeeTion A.

Espéces se developpant ¢ 20° au eontaet de 'oxygene de uir.

Tribus.
Rathagénes—:= srig: - aprow 1
Organismes cn eoecus. ... .. Zymogenes. ....... ..o I
Saprogénes ou yvulgaires. .. 111
‘ Pathogénes:...... ...9.5: I\
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? Saprogc¢nes ou vulzgaires.... VI
. Pathogeénes....... ........ VI
Organismes spirillés.. ...... \ ZYMOZENES. . oo vvrrnn .. VI
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Pathogénes............cooons N\
Organismes d’aulres foruwes. ¢ ZymoOgenes...........o.... N1
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SEcTION B.

Espéees se developpant seulement au-dessus de 20° au contact
de oxygéne de l'air.

L. Etc.
M. 11
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TriBU 1.

Organismes pathogenes en coccus se developpant a 20° au contact
de l'oxygéne de lair.
Groupes
liquéfiantes..... 1

. : colonies blanches ou griscs. _—
A. Organismes pou- 8 | non liquéfiantes. 2

vant se développer

B SEI colonies jaunes, jaunatres { liquéfiantes..... 3
sur la gélatine nu- ‘ ' e o)
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colonies | liquéfiantes..... 13
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Trisu II.

Organismes zymogenes en coccus se developpant a 20° au contact
' de Uoxygéne de air.

Ete, Etc,

GirouPr 1.

Organismes pathogénes en coccus se développant a »0° au contact
de Uoxygene de Uair et se multipliant sur la gelatine nutritive
ordinaire en donnani des colonies blanches liquéfiantes.

‘ Colonies blanches.
" Monoroccus . grises.
) IT1S¢eS,
- Colonies sphériques.
5 diseoides.
» lamelliformes.

Diplococeus .

Colonies mamelonnées.

Le micros dé-
) e g colpe : Streplococcus. » avec prolongements.
ccle dans les cul- l »  irréguliéres.

turesles formes.. : D
‘ Colonies étoilécs.

Tétracoccus. .. . ) mobilcs.
n amaehiformes.

Colonies trés opaques.
translucides.
» A zones concentri-

Sarcines. . .. ¢
( ques.

(:ROUPE <.

Et(-. EtC.

Dans la flore précédente les micro-organismes sont,
comme on voit, divisés en aérobies et en anaérobies;
les bactéries qui sont a la fois aérobies et anaérobies
trouvent une place commune dans ces deux grandes
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divisions suivant les modifications que leur 1mpose
leur végétation a 'abri ou au contact de I'arr.

Le second caractére mvoqué pour la classification
des microbes est la température a laquelle 1ils se
développent; la plupart d’entre eux croissent facile-
ment a 20°, mais quelques-uns ne se développent
qu’entre 30° et 40°, et, & leur tour, cessent de végéter
au moment ou d’autres ont a peine assez de chaleur
pour se multiplier visiblement, ainsi que cela s’ob-
serve chez les espéces thermophiles dont j’a1, avant
personne, signalé I'existence.

Ces deux premiers caractéres sont naturels, puis-
qu'ils s'observent immédiatement aprés les ensemen-
cements. Je tire le troisiéme de la forme habituelle
que les bactéries présentent au premier examen micro-
scopique; 1l n'est pas généralement difficile de décou-
vrir 4 ce moment si 'espéce développée dans la cul-
ture appartient aux micrococcus, aux bacilles, aux
spiritles, aux streptothrix, aux cladothrix, etc.

Le quatriéme caractére basé sur les fonctions patho-
génes ou zymogenes des micro-organismes me parait
le plus important; 'espéce qui vient d’étre examinée
est inoculée aux animaux vivants et introduite en
méme temps dans des mihieux sucrés, chargés d’urée
ou d’autres substances fermentescibles. La pathogé-
nese de I'espéce est déterminée d’aprés I'action que la
bactérie exerce vis-a-vis des animaux choisis habituel-
lement comme réactifs (souris, cobaves et lapins).

Dans le cadre, la flore précédente donnée dans le
but unique de servir d’exemple a 'analvste, la patho-
vénese se rapporte, on ne 'oubliera pas, aux petits
mammifeéres mis en expérience, car il peut arriver
(qu'une espéce nocive pour Phomme puisse trouver
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sa place dans une autre section, détail qui importe
trés peu puisqu’il ne s'agit pasici d’une classification
botanique, méthodique et scientifique des bactéries,
mais d'une flove a 'usage des micrographes adonnés
a I'étude des organismes microscopiques de I'air, du
sol et des eaux.

Plus loin, aprés la classification en tribus, jai
adopté la subdivision des tribus en groupes en faisant
interveniv la fertilité et I'infécondité que présentent
les divers terrains a I'égard des bactéries; les carac-
téres macroscopiques tireés de la couleur des colonies,
des propriétés hiquéfiantes des espéeces, de leur faculté
de donner dans les milieux liquides des troubles, des
voiles répandus a la surface, des dépbts, ete.

Enfin, apreés ce triage vient la détermination des
especes des divers groupes au moyen de I'étude plus
approfondie des coccus, des bacilles qui se présentent
en cellules 1solées ou associées de diverses manieéres.
A ce moment, on touche de bien pres aux individus;
cependant, 1l existe encore, tant au point de vue des
cultures qu’'au point de vue des actions zymogenes
et pathogénes, des particularités nombreuses qui peu-
vent faire ressortir les différences existant entre les
variétés de microbes fort voisins d’aspect et de pro-
priétés.

Quand on est arrivé a trouver un nom déja connu
a la bactérie primitivement rencontrée, il importe de
rapprocher la totalité de ses caractéres de ceux qu’en
ont donnés les auteurs qui en ont fait une ¢tude soi-
gnée. Souvent il arrivera qu’on sera maintenu dans
le doute sur 'identité de I'espéce trouvée et décrite;
cela n’a rien d’incompréhensible, car 1l n'est pas
toujours aisé, méme a celui qui découvre un groupe

iIl
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de bactéries douées d’une méme fonction biochimique
pathogénique, de les distinguer trés nettement les
unes des autres. Quoi qu’il en soit, 'analyste aura
fait a ce moment tout son devoir et ce qu’on pourra
le moins lui reprocher sera d’avoir négligé dans sa
tache les recherches méticuleuses qu’elle réclame.

J’ai fait de 'analyse qualitative des eaux, surtout
des résultats ot elle méne, un tableau assez peu en-
courageant ; je regrette de n’avoir pu dire, en eflet, que
cette analyse était aussi simple que les essais qui ont
pour but la numération des germes répandus dans
les divers milieux qui nous entourent, mais je devais
a mes lecteurs, je peux presque dire a mes 1mitateurs,
car je crois avoir été un des premiers a vulgariser ces
sortes de recherches, je leur devais, dis-je, d’avouer
ce qu'une pratique de quinze années m'a enseigne.
FElle m’a appris : que les dosages qualitatifs présentent
de nombreuses causes d’illusion, que le diagnostic des
bactéries oflre de trés grandes difficultés, qu'on trouve
des espéces microscopiques dont 'action nocive sur
les animaux n'est en aucune facon négligeable, alors
que ces espéces semblent douées d’une parfaite inno-
cuilé vis-a-vis des populations qui usent depuis long-
temps des eaux quiles renferment;je suis enfin arrivé
a cette conclusion, qu'on ne saurait affirmer d'une
facon absolue qu’une eau est inoffensive au point de
vue des bactéries, que lorsqu’elle n’en renferme plus
une seule, ce qui n’est pas le cas habituel des eaux
stérilisées elles-mémes, abandonnées quelque temps
au contact de I'air,

Neanmoins, je pense que les analyses bactériolo-
giques offrent une utilité incontestable, qu'elles
doivent étre nombreuses, pratiquées avec constance
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et avec les développements quelles comportent, jus-
qu’'a ce que, a la faible lueur qui éclaire la science
des bactéries, succeéde une clarté capable de jeter une
lumiére plus vive sur les cotés de cette science qui
restent encore enveloppés d’obscurite,
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RESULTATS GENERAUX DE I’ANALYSE
MICROGRAPHIQUE DES EAUX.

I. Résultats statistiques. — II. Auto-infection des eaux. — III. Résultats
de l'analyse qualitative. — I'V. Moyens prop’hylactiques pour com-
battre Vinfection par les caux,

I. — Résultats statistiques.

Les eaux soumises au dosage quantitatif peuvent
olfrir, suivant les cas, peu ou beaucoup de bactéries;
il est donc nécessaire de fixer ce qu’on entend, au point
de vue de la quantité, par eau pure ou 1mpure, et d’é-
tablir une échelle numérique, ot toutes les eaux,
quelle que soit leur origine et leur richesse en mi-
crobes, puissent trouver une place. Dans les sciences,
d’ailleurs, on sent la nécessité d’agir ainsi afin de
rendre 1ntelligibles aux personnes étrangéres aux re-
cherches scientifiques des résultats que la simple
¢nonciation d’un chiffre n’entoure d’aucune lumiére.

Ainsi, pour choisir un exemple, & c6té des désigna-
tions numériques du thermometre, le météorologiste
parle de hautes températures, de températures mo-
dérées, froides et trés froides; ce qui est permis a ce
savant estde méme permis au bactériologiste; je dois
ajouter avec plus de raison, car le simple énoncé de
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la richesse d’une eau en bactéries par centimétre cube
dit tres peu de chose aux personnes non versées cn
micrographie.

Sij'envisage les nombreux résultats analytiques que
J'al accumulés depuis quinze ans sur les eaux, je suis
amené a constdérer comme nne eau naturelle ¢rés
pure celle qui contient un chiffre de bactéries variant
de 10 a 100 par centimetre cube; comme pure, unc
eau qui en renferme de 100 & 1000; voici du reste un
tableau qui exprime clairement les termes de cette
convention indispensable bien qu’arbitraire.

Bactéries
par
centimelre cube.
Eau excessivement pure. .. ... 0 2 10
Eau trés pure ... L 10 100
Bafl Pllesmzneros 305 3¢ o TE 100 1000
Eau médiocre. ........ ..... 1000 10000

Eau impure..... ........... 10000 100000

Fau trés impure .. ..o L. 100000 ¢t au dela

Cette échelle, basée sur les multiples de 10, est tres
alsée a graver dans la mémoire, etles personnes étran-
géres a la bactériologie peuvent se la rappeler avec
autant de facilité que I’échelle du thermometre cen-
tigrade.

Enl’appliquant aux eaux de Paris, dont lesrichesses
movennes en bactéries sont les sulvantes :

Bactéries
par
centimetre cnhe

Yanne ... ... . - 800

DhiiSiersm = o SE, mem. 1 8go
. , g

Seine 2 I¥ry. .ot .o .. .. 32500
: 2l

Marne a Saimmt-Maur..... ..... 36300

on voit que Jes eaux de la Vanne sont comprises
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dans la catégorie des eaux pures, celles de la Dhuis
dans la catégorie des eaux médiocres; quant aux eaux
de la Seine et de la Marne, elles sont impures au point
de vue quantitatif. Ces dénominations se rapportent
d’ailleurs assez bien a I'idée qu’on se fait généralement
a Paris de la qualité de ces diverses eaux; mais je dois
ajouter que le chiffre des microbes répandus dans les
eaux de source et de riviére étant essentiellement
variable, la méme eau peut, a certaines époques de
I’année, recevolr le nom d’eau trés pure, pure ou mé-
diocre. La Vanne, pour choisir un premier exemple,

se trouve dans ce cas :

Annee 1890 ( V'anne au reservoir de lontrouge).

Bacteries
par
centimeétre cohe.
Analyse du 29 juillet 18go.......... 50
"o fevrier M8gal .o cov:. .. o 100
2By mptall) AET0 LAl m) BAAN An Y. 900
O juin 18go. ... ... oL X 000
8 Juillet 18gou: . sgmt . Aol . 59oo
17 aout 18go ...... ..., 14000

Jeau de Seine posséde également une composition
micrographique trés inconstante,

Annee 1890 (Seine a usine d’Ivry).

Bactiries
par
centimetre cube.
19 Mal 189o. . ......... ... L. 4 ooo
2 juin 1890 . ... 12000
Smars 1890..... ..., hooco
6 Janvier 18go0  ..... BER. X - - . R - 128000

Une eau de riviere peut donc, suivant les époques
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ou on l'analyse, étre médiocre, impure ou trés impure.
Les eaux de la Dhus, de la Marne, du canal de
['Ourcq, comme les eaux de puits et de drainage,
offrent de méme une composition variahle.
Cependant je dois dire, et c’est la le coté intéres-
sant de la statistique des microbes, que les variations
dans la richesse des eaux naturelles en bactéries se
constatent périodiquement a quelques époques spé-
ciales de 'année. Bien que les moyennes mensuelles
atténuent el masquent des oscillations profondes du
chiffre des bactéries, je crois intéressant de reproduire
les Tableaux suivants qui donnent une 1dée lres nette
du phénoméne qui nous occupe. Dans ces Tableaux,
les moyennes attribuées a chaque mois résultent des
moyennes mensuelles observées depuis 1887 jusqu’a

18go inclusivement.

Eaux de source (moyennes mensuelles gencrales).

Bacteries
parcentimeire cube.
e et

Mois. Yanne. Dhuis.
JARIED ¢ s pprs ~mgem = mp - 400 2700
Feviien” .p. o 05 ooy Me @ pEmEn peEee 1625 4500
MlevE . . BLA"aANENE! BPND- B B B 1560 2350
ATt . Al P . cn. bR B b 860 3930
Mal............. o e - PR 1680
J Wi . op srremars oo - on - - gy oo 590 gl
PuillEhan:m e .00 2 2. B WEETITES 86 930
Tt ... . B AMRATL LA 0. B = . g8 500
Septembre.. ... 465 480
Octabtesmsos e orn om - - U Tt 985
NOVETIFC. .« . Frms gF « ampamm. « - o 49d 2179
Décembie: 606 bidr B9 - 0 - - JEEErTT 5a) 1716

Moyennes annuelles.... ..... 800 1890
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Eaux de source (moyennes saisonniéres generales).

Eté..............
Automne

Moyenne annuelle.

Bactéries

par centimetre cube.
—‘_—/\_’-—-—\

Vanne. bhuis.

1200 3180

=20 2120

......... =70 635
503 1605

........ 800 1890

Comme on peut s'en assurer par l'inspection des
chiffresinsérés dans les deux Tableaux précédents, les
eaux de source sont surtout fort impures dans le pre-
mier trimestre de 1’année, c’est-a-dire en hiver, puis
la pureté de ces eaux va croissant; elle est a son maxi-
mum en été et parfois en automne, quand cette sai-
son n'est pas traversée par des météores aqueux trop

f'réqu ents.

Les deux Tableaux qui suivent sont relatifs aux

richesses moyennes mensuelles des eaux de riviére et
de canal distribuées a Paris.

Eaux de riviere (moyennes mensuelles generales).

Mois.
Janvier ... ....
Ifévrier

--------------------

Seplembre . ..
Oclobre.........
Novembre.. .. ...
Dé¢cembre.. .. ..

Moyenncs annuelles. .

Bacléries par centimeéire cube.

R e — — ™ e B e,

Marne

Seinealvry. aSt-Maur. Oureq.
52670 =5 gbo 143 370
43 120 38120 63 720
31710 37730 {30
33640 16310 220660
12930 12 8qo 29 340
N 150 W) 250 7340
1} 130 10 10 7730
0 =80 19 50 N320
20220 6410 8070
23 Jardy 11 860 12500

) - - A
LT AeRd (I o240 1) 700
78 gao SRIENY 123 200
313530 36300 33330



ANALYSE MICROGRAPIIQUE DLS EAUX. 133

Lauwx de riviere (moyennes saisonnicres gencrales).

Bactéries par centimeétre cube.
Y R T e OB

Marne
Saisons, Seinealvry, aSt-Maur. Ourcq.
Bl s d s . Motk s « 8.« 43 H00 63 g40 84935
Printemps............... 2650 14 490 14780
. - 13710 10 150 8105
Automne................ 1630 H6 640 100485
Moycnne annuelle .. 32330 36 305 53330

Pourles eaux de riviere et de canal, les nombreuses
expériences auxquelles je me suis liveé ¢tabhssent,
d’une facon indubitable, que la saison ot ces eaux
sont le plus pures est I'été, c’est-a-dire durant le tri-
mestre qui comprend les mois de juillet, aott et sep-
tembre. Les trimestres ol ces eaux courantes sont le
plus 1mpures sont : le premier trimestre de 'année
(hiver), et le dernier (automne). 1l n’existe donc au-
cune relation entre la température des eaux et leur
richesse en micro-organismes. En été¢, au moment o
ces eaux sont le plus pures, elles marquent un degré
de chaleur supérieur a 20°; en hiver, a I'instant ou
elles sont le plus riches en bactéries, leur degré de
chaleur oscille entre o° et H°.

Ce résultat semble paradoxal s1 'on admet que la
température est un agent qui favorise a un haut degré
la pullulation des microbes; ce fait, pour aussi anor-
mal qu’il paraisse, nous devons I'accepter, puisqu’il
nous est fourni par l'expérience, mais nous avons le
droit d’en chercher 'explication rationnelle.

Dans les eaux courantes, la multiplication des bac-
téries s’eflectue trés péniblement; quand une eau de
riviere ou de source préseule un accrolssement subit

M. 12
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en micro-organismes, on peut éire certain que cette
recrudescence n'est pas due a I’élévation de la tempé-
rature, mais a une contamination accidentelle pareille
a celle qu1 s'observe lorsque, aprés les pluies abon-
dantes, les eaux de lavage du sol viennent grossir les
cours d’eaux et produire les crues. L’analyse établit
d’ailleurs directement que les eaux de riviere sont
d’autant plus impures que leur niveau s’éléve davan-
tage au-dessus de I'é¢tiage.

Pour expliquer les crues bactériennes observeées
dans les eaux de source, de drainage, de la nappe
d’eau souterraine, 1l faut admettre que les filtres
naturels qui, en temps normal, épurent d'une facon
satisfaisante les eaux venues de la surface du sol,
deviennent insuffisants en temps de pluie; on peut
¢galement supposer, a coté de cette suffisance du
pouvoir filtrant des couches telluriques, la contami-
nation directe des sources et des puits & travers des
fissures ou autres solutions de continuité. Cette hyvpo-
thése est d’ailleurs justifiée par les résultats analyti-
ques que fournissent les eaux de puits artésiens dont
la température n'excéde pas 30°4a 4o° et qu'on trouve
tres peu variables. Du reste, le diagramme fig. 19
indique bien nettement I'influence des chutes d’eaux
météoriques sur la richesse des eaux de source en
bactéries.

Dans ce diagramme, les espaces ombrés limités par
une ligne brisée représentent la richesse moyenne de
Peau de la Vanne en microbes pendant I'année 188¢;
la courbe pleine, sans aspérités, la température de
cette eau puisée au réservoir de Montrouge ; enfin les
espaces ombrés rectangulaires surplombant indiquent
les hauteurs de tranches d’eau de pluie recueillie
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durant les mémes semaines dans la région parisienne.
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On remarquera aisément dans ce

o
D

Relation de la pureté en bactéries des caux de source avee les chutes de pluie.

raphique qu'a

(1) C’est par erreur que le diagramme fig. 19 indique une
crue trés élevée supérieure a 8ooo bactéries dans la troisieme
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toutes les chutes d’eau de pluie un peu considérables
correspond une recrudescence de bacteries dans I'eau
de la Vanne recue a Paris. En été, ce phénomeéne est
moins apparent, par la raison que les pluies d’orages
s’évaporent rapidement, ou sont bues facilement par la
terre séche, tandis qu'au printemps et en automne le
sol reste humide et s'imbibe & 'exces.

Ces exemples de variabilité de composition micro-
graphique des eaux démontrent de méme qu’une
seule analvse pratiquée sur une eau déterminée ne
saurait établir définitivement sa richesse moyenne
en microbes; en effet, un essai pratiqué en été don-
nera ordinairement un chiffre minimum de germes;
au contraire, pendant I’hiver et les périodes hu-
mides du printemps et de I'automne, on obtiendra
un chiflre maximum. Je dis périodes humides et non
de gelées, car il est a noter que, durant les époques
neigeuses et les froids longtemps soutenus au-dessous
de 0°, les eaux de source acquiérent une tres grande
purete,

Bien d’autres faits intéressants peuvent étre mis en
relief par 'analyse quantitative des eaux; c’est a elle
qu'on s'adresse pour déterminer le pouvoir filtrant
des terrains, et je puis a cet égard rapporter une
expérience trés encourageante elfectuée par M. Le-
fort, ingénieur en chef a Nantes, qui m’a confié Ja
détermination du nombre des bactéries contenues
dans la Loire et dans 1'eau d’un puits d’essai creusé

semaine de juillet 188g. Le chillre de germes observé pendant
cclte semaine a éLé trouveé exactement égal & 102 germes par
centimetres cubes, ¢'est-a-dive inféricur aux nombres relevés
pour les deux semaines précédentes,
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au sein du méme fleuve entouré de toute part par une
couche de sable épaisse de 1om

EXPERIENCE I. — Le 3 mars 18go. De 'eau de la Loire puisée
au voisinage du puits d’essai accuse en moyenne 9530 bactéries
par centimeétre cube. Les caux du puits d’essai n’en offrent
gque 73 par centimétre cube.

Voicid’ailleurs le détail de ces analyses qui semblent démon-
trer que, en I'absence d’'une ecau de source, il est aisé de créer
par filtration une eau d’alimentation presque aussi pauvre en
bactéries que les eaux qui jaillissent du sol.

IPau du puits d’essai de la Loire.

Bactcries
par
caniimétre cube.
Echantillon 1........... . ...... . ..... 52
Echantillon 2 . ..o v i vn ounn. 82
Moyenne..... .. .............. . 68,5
Fau de la Loire.
Bactéries
par
centimatre cube,
Eahamigillon § 1644800 BO0bbe ol bénd gobo
IEchantillon 4.. ... ... ... ... .... 10550
Moyenne ... ... ... ... ... ..., g 805

Un simple rapprochement entre ces deux chiffres indique
que 'eau du puits d’essar est rjo fois plus pure que l'ean de
la Lotive,

ExrEriENCE II. — Une nouvelle analyse pratiquée le 15 sep-
tembre 1890 avec ces deux meémes eaux a fourni les chiffres
suivants :

Fauw du puits d’essal. .
Bacteries

par

cenlimelre cube.
Eohemndd | @, me Base »IBalbcsd oléb 124
Echantillon ne 1bis ... ... . ... ... ... 140
Mo o(c3 o (. SR ——— 132
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Fau de la Loire.

Bactcries
par
cenlimétre cube.
Echantillon n® 2........... «...... 25250
Kchantillon n° 2&is ............... . 22150
M@ vennes: o s opprvspnar wmop - 24000

Ici encorc 'eau du puils d’essal sc montre d'une excessive
purelé si on la compare a I’cau de la Loire.

Ces résultats méritent d’étre connus, car quol qu’on
ait dit de Vinsuffisance du pouvoir filtrant du sable et
des expériences peu comiparables a ce qui se passe
en réalité dans les filtres naturels, je crois que les es-
sais de M. Lefort permettront, a plusieurs municipa-
lités disposant de faibles ressources, de se procurer, a
un prix relativement peu élevé, des eaux présentant
toutes les garanties voulues au point de vue bactério-
logique; en lout cas, aussi peu chargées de germes
que les eaux amenées a grands frais de localités tres
¢loignées des centres urbains.

(Vest avec I'aide de analyse qualitative qu'on a pu
acquérir la certitude que les eaux d’égout répandues
sur le sol retournent dans les fleuves dans un grand
état de pureté, quand les arrosages effectués sur les
terrains destinés a I'épuration des eaux d’égout sont
pratiqués avec modération, et lorsque évidemment les
drains restent vierges de toute contamination acci-
dentelle.

Pendant deux années, j'ar analvsé périodiquement
les eaux du collecteur de Clichy avant leur entrée
dans la Case de Clichy et aprés leur sortie. La Case
dite de Clichy qui avait été installée par M. Durand-
Claye, au faboratoire de Clichy (Den des travaux de
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Paris), se composait d’'une couche de terrain de 2™ de
hauteur, représentant successivement en qualité et en
quantité les terrains de Gennevilliers irrigués par
l'eau d’égout. L'eau du collecteur de Clichy jetée a la
surface de la Case titrait environ 20000000 de bac-
téries par centimetre cube; a sa sortie 'eau ne titrait
plus que 21700 bacléries en moyenne, c'est-a-dire
qu'elle avait abandonné dans son parcours rapide &
travers la couche de 2™ de terre ggg pour 1000 des
hactéries qu’elle contenait.

Ces expériences, eflectuées en petit dans le labora-
toire de Clichy, ont été répétées en grand sur la pres-
qu’ile de Gennevilliers. On sait, en eflet, que l'eau
d’égout des collecteurs de la ville de Paris est utilisée
journellement pour Parrosage de cette plaine, et que
I'eau qui a filtré a travers le sol retourne a la Seine
par quatre drains : les drains d'Asniéres, d’Argen-
teutl, de la Garenne et d’Epinay, dont les richesses
des eaux en micro-organismes sont les suivantes :

Moyennes generales de la richesse en microbes des drains
de Gennevilliers.

Bactéries
par
centimetre cube.
Drain d’Asniéres ...  ........... .5 Aro
Drain d’Argenteutl.. ........ e - f b 546
Drain de la Garenne....... sEE Ty -EE ~ g4
Duanin d‘Epialy B.si%8r mewrm. . .. oo 34795

Moyenne générale. ...  .... 3 T

Les eaux d’égout de la ville de Paris, qui onl une
movenne générale en microbes égale d 13800000 bac-
téries par centimétre cube, filtrées a travers le sol de
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Gennevilliers, retournent a la Seine 1800 fois plus
pures qu'au moment de I’épandage.

Le chiffre de 7475 bactéries par centimétre cube
d’eau exprime une richesse en microbes inférieuve a
celle de la plupart des cours d’eaux; il est donc ra-
tionnel de conclure que I'épandage de 'eau d’égout
sur le sol est un moyen de purification trés puissant
et trés efficace. La ou les drains se déversent dans la
Seine, la richesse des eaux de cette riviére en micro-
organismes s'éléve a plus de 200000 par centimétre
cube.

Je ne parlerai pas de 'eau du drain d’Asniéres, deux
fois plus pure en hactéries que les eanx de la Vanne
puisées au réservoir de Montrouge, mais je ferai
remarquer que, s’1l existe une différence parfois trés
notable entre la richesse microbienne des eaux de ces
divers drains, elle résulte vraisemblablement soit de
la nature du sol d’'un pouvoir filtrant 1négal, soit de
quelque contamination accidentelle qu'un remanie-
ment des drains permettrait certainement d’éviter.

Puisqu’on peut au moyen du sol purifier les eaux
d’égout et les rendre parfois presque aussi pures que
les eaux de source, il était naturel de penser que, les
eaux des fleuves, infiniment moins chargées de bac-
téries que les eaux d’égout, dirigées a travers une
couche de terre suffisamment épaisse, pourraient de
méme se purilier et fournir des eaux d’une teneur en
microbes presque identique aux eaux de sources les
plus pures. Dans les pages qui précédent, on a vu
tout le parti que M. I'ingénieur en chef Lefort a su
tirer des sables de la Loire pour purifier considéra-
blement les eaux de ce fleuve; mais hien avant ces
essals, pour ne citer que quelques exemples, les villes
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de Perpignan, de Dinan, de Toulouse, de Mécon, ete.,
ont eu recours a la filtration a travers le sol pour se
procurer des eaux peu chargées de bactéries.

La ville de Toulouse, notamment, s’est longtemps
servie des eaux de la Garonne prélevées dans différents
puits creusés sur cette partie des berges de ce fleuve
appelée prairie des filtres; les eaux de la Garonne,
riches de 10000 & 20000 bactéries par centimetre cube,
n’ont montré dans mes analyses que 675 microbes par
centimétre cube. Ce résultat établit, il est vrai, que
la filtration est loin d'étre parfaite, mais 1l prouve
néanmoins qu'elle s’exerce d’une facon tres appré-
ciable.

La ville de Macon, qui retire de méme une partie
de ses eaux d’alimentation de la Saone, obtient,
dans les puits creusés aux bhords de cette riviere,
une eau dont la richesse microbienne se rapproche
de celle des eaux de source, et que j’a1 trouvée voi-
sine de 350 bactéries par centimétre cube.

A Toulouse encore, au Moulin du Chateau-Nar-
bonnais ot I'on a cru pouvoir utiliser les infiltrations
de la Garonne qui se produisent dans I'ile du Ramier,
I'analyse a démontré dans ces eaux 170 bactéries
par centimétre cube. A mon avis, I'épuration est 1c
msuffisante.

Les résultats obtenus par fa ville de Perpignan, dans
ses essals d'épuration des eaux de la Tét, sont beau-
coup plus remarquables; ils out fourni une eau filtrée
d’une belle limpidité, dont la richesse est voisine de
270 bactéries par centimétre cube. Au contraire, les
essals pratiqués par la ville de Dinan pour purifier les
eaux de lavage du sol par les terrains drainés dits de
Cassepot et du Chéne-Pichard sont beaucoup moins
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encourageants; I'eau des drains de Cassepot amenée
dans le bassin de ce nom a accusé 730 bactéries par
centimetre cube; I’eau des drains du Chéne-Pichard
en a montré 1300 par centimeétre cube.

Rien ne vaut assurément, toutes les fois que cela
sera possible, I'usage des eaux de source que I'analyse
a démontrées trés peu chargées de microbes : cest a
ces eaux qu’ill faudra avoir recours pour alimenter
les populations; néanmoins, dans les pays ou 'eau de
source est rare ou fait totalement défaut, force est
bien de remédier a cette pénurie par des moyens pra-
tiques. Je crois, pour ma part, que I’épuration par le
sol permettra dans un avenir prochain d’obtenir des
eaux d’une pureté irréprochable, mais pour cela il
laudra construire avec soin des filtres que la nature
ne présente pas toujours avec des garanties suffi-
santes; 1l faudra pratiquer 'enlévement des eaux fil-
trées au moyen de drains perfectionnés ou de galeries
de captation a I’abri de tout reproche.

Veut-on encore un dernier exemple du pouvoir
filtrant du sol, nous allons le trouver au voisinage de
Paris, a l'usine de Saint-Maur-les-Fossés ou 'eau de
la Marne est dirigée a travers une tranchée comblée
qu’elle traverse lentement en fournissant une eau dite
du Drain de Saint-Maur. Cette eau, que j’analyse
depuis trois ans comparativement avec les eaux de la
Marne, posséde une pureté voisine des eaux de la
Dhuis amenées au bassin de Ménilmontant.
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Moyennes mensuelles des eaux.

Bacteries par centimétre cube
N et ——

du Drain
Moix. dola Marne. delaDhuis. de St-Maur.

TENTTTEER . & . Wi - Pl 729960 265 6435
Février... .. ....... ... d8120 400 =230
Mars ... .. .. ... o7 oL 2350 Ny
Avril ... .. ceee .u.. 16310 3930 1240
.| Y e T ifMe 4. W2EHD 1HS0 1079
U e, .. .. e . o . 14270 7()'.3 1110
Juillet ... ..., ... 10450 )30 585
Aottim.z:...x =. ..m ¥ 15956 H00 1115
Septembre.. .. ... ... 6410 430 660
Octobre...... .. .. .. .. 11860 05 =05
Novembre . ............. 95 5go 2175 3160
Décembre..... ... .. 62 4=0 Im10 o

Moyenne annuelle.. 36300 1800 1050

Dans ces expériences I'eau de la Dhuis a é1é puisée
en dehors des fortifications de Paris, c’est-a-dire en
amont du réservoir de Ménmlmontant; '’eau du drain
de Saint-Maur, dans la conduite d’arrivée de cette eau
a I'usine de Saint-Maur.

Je n’a1 pas besoin de faire remarquer, d’abord, que
eau du drain de Saint-Maur a une composition voi-
sine des eaux de source, et notamment de la Dhuis,
de plus que le passage de I'eau de Ja Marne a travers
la tranchée de Saint-Maur, comblée de matériaux
filtrants, suffit pour enlever aux eaux de la Marne
17 bactéries sur 18.

L’analyse quantitative sert aussi a ¢tablir le degré
d’infection qui peut résulter de certaines industries
(féculeries, échaudoirs, teintureries, buanderies) et
de plusieurs opérations qui, comme le rouissage du
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chanvre, du tannage des peaux, du lavage du linge,
et le déversement des eaux d’égout dans les cours
d’eaux, sont considérés a juste titre comme des causes
d’infections dangereuses. Pour ce qui concerne l'in-
fection de la Seine dans le court trajet de l'usine de
Port-a-PAnglais (confluent de la Seine et de la Marne)
au pont de I’Alma, autrement dit, & l'usine eléva-
toire de Chaillot, je puis fournir un document tres
instruclif, basé encore sur trois années d’analyses heb-
domadaires; ce document, ci-aprés reproduit, donne,
pour chaque mois de ’année, la richesse moyenne
o¢nérale en bactéries des eaux de la Seine puisées :
a I'usine d’Ivry, a I'usine d’Austerlitz et a 'usine de
Chaillot.

Richesse moyenne mensuelle des eaux de la Seine.

Bacleries parcentimétrecube

a l'usine

T e e

Mois. d'Ivry.,  d’Austerlitz. de Chaillot.
e DVIAEIR: 6ot fo B ) b . A0 925D 41020 83350
Février.................. 43620 59590 107 390
Mars............... co.. D710 46070 80920
Avrilo. oo 38640 . 29020 86760
W) s mp ey 1 12930 30 gbo 37920
Juin .o 28 150 L0340 go 860
JNINIGE S 5L d 0 4 W R b2 14130 26830 84520
AEHIL Wi s, « . B o« el 6-80 2L 121430
Scptembre ..o 20220 “61-0 227 400
Octobre.......... Cop o PBBO0 42390 143 120
NeVRI@oyrg . vy ageee= B 19 6go 144 200
Décembre. ... L. =890 73 820 129 GO0

Moyenne............ 325430 44 Jgo 111660
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Richesse moyenne des eaux de la Seine, par saisons.

Bactéries par centimeélre cube
Saisons. a l'usine

T R " e ——e
d'lvry.  d'Austerlitz. de Chaillot.

Hiver......... ... ... 43500  488qo 91285
Printemps............... 26 570 33440 71845
Bw.r. o3 me-men - 9. .om . 13710 41635 149 250
AWUBTINNE s { 0 8 ambbacsad - . 46 340 53965 139070

Moyenne annuelle... 32530 44 490 101 660

Il ressort de ces chiffres que si 'impureté de 1'eau
de la Seine va faiblement en croissant de ['usine
d’Ivry al’usine d’Austerlitz, de I'usine d’Austerlitz au
pont de I'’Alma, I'eau de la Seine acquiert un chiffre
de bactéries plus que triple de celui qu’elle présente
a 'usine d’lvry; ce fait s’explique aisément par le
déversement direct des eaux sales des é¢gouts de I'ile
de la Cité et de Saint-Louis a la Seine, par la pré-
sence de nombreux bateaux-lavoirs qui infestent les
eaux de ce fleuve de nombreux organismes de toute
espece. En effet, on sait que dans les lavoirs publics
I'eau qui sert a 'essangeage du linge se charge d’une
quantité considérable de microbes : j’al trouvé que de
I'eau de la Seine employée a cette opération titrant
primitivement 10000 bactéries par centimétre cube,
accuse apres 'opération de I'essangeage 20000000 de
bactéries pour le méme volume.

Je n’al pas 4 énumérer avec détails les applications
st diverses que peut recevoir 'analyse quantitative des
eaux; cette partie de la bactériologie est pleine d’en-
seignements; elle peut, avec une rigueur absolument
mathématique, conduire 'expérimentateur qui lem-

M. 13
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ploie avec discernement a la solution d’une foule de
problemes sc rattachant pour la plupart a I'hygiéne
générale des villes et des campagnes,

II. De Yauto-infection des eaux.

J'al fait remarquer dans un Chapitre précédent com-
bien était rapide la pullulation des bactéries dans les
eaux de sources abandonnées a elles-mmémes, je dois
ajouter maintenant que ce phénomene, s1 bien accusé
pour les eaux peu riches en microbes, I'est beaucoup
moins pour les eaux circulant depuwis quelque temps
a la surface du sol.

L’eau de la Vanne, riche de 150 bactéries par centi-
métre cube, maintenue seulement vingt-quatre heures
a la température de 20°, peut souvent se charger de
30000 4 foooo bactéries par centimetre cube, tandis
que I'eau de 'Ourcq, laissée dans les mémes condi-
tions, ne s'infeste sensiblement pas. Les eaux de la
Seine, sutvant leur degré de pureté, s’enrichissent en
bactéries dans des proportions variant de 1 a 1o,
Ianalyse chimique démontre cependant que les élé-
ments nutritifs : carbone, azote, oxveene, sels terreux,
existent en proportion plus considérable dans les eaux
dites impures ue dans les eaux de source; la con-
statation de ce fait curieux a été pour moi le point
de départ de vecherches Jongues et difficiles.

Pour obtenir des vésultats parfaitement compa-
rables dans P'étude des caux abandonnées a elles-
mémes, j'al pris le soin de les maintenir a la tempé-
rature a peu pres invariable de 29°-30°, puis jai
dosé tous les jours ou a des pértodes plus éloignées



ANALYSE MICROGRAPHIQUE DES EAUX. L1s

les bacté¥ies de ces eaux ainsi placces dans un incu-
bateur d’Arsonval.

D’abord j’a1 déterminé la nature des recrudescences
dont les eaux de sources de diverses origines devien-
nent le siege; le diagramme fig. 20 représente les
courbes obtenues avec ces eaux. Les chillres de la
ligne des abscisses désignent le nombre de jours d’in-
cubation, les chiffres de la ligne des ordonnées les cen-
taines de mille de microbes comptés par centimetre
cube.

Ces eaux, si pures au moment de leur prélévement,
ont accus¢ des crues bactériennes rapides, passant dés
les premiers jours par des maxima treés élevés (parfors
un million de bactéries par centimétre cube), maxima
quon n'observe jamais avec les autres eaux. lLa
courbe, arrivée a son sommet, rebrousse rapidement
vers la ligne des abscisses dont elle se rapproche en-
suite plus lentement et avec laquelle elle tend & se
confondre au bout d'un nombre d’années que je nai
pas déterminé.

L’eau de la Vanne la plus agée qui soit & ma dispo-
sition date du mois d’octobre 1878; aprés avoir ac-
cusé, au moment de son prélévement au bassin de
Montrouge, 470 bactéries par centimétre cube et étre
passée les jours suivants par des recrudescences ana-
logues a celles qui sont figurées au diagramme /5. 20,
elle ne titre plus aujourd’hui queo, 2 bactérie par cen-
timétre cube, soit 2350 fois moins qu'au moment de sa
prise. Par analogie, je suis condutt a admettre que
les eaux de la Dhuis et de Saint-Laurent, la premiere
représentée par le méme diagramme, par une courbe
en tirets, la seconde par une courbe pointilce, de
méme que les eaux de drains, et toutes celles qui ont



148 CHAPITRE V.

subi I'épuration par le sol, possedent la faculté de
perdre successivement leurs bactéries et de s’appau-

Fig. 20.
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vrir au point de n’en plus contenir aprés 10 a 12 ans
qu'une centaine par litre,

Fig. 21.
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Une eau de source me parait étre caractérisée par
la faculté qu'elle possede : d'abord de se charger
rapidement de micro-organismes, puis de les perdre

13.
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facilement en vieillissant. En est-1l de méme des eaux
de fleuve, de canal et en général des eaux dont le
chiflre des bhactéries est toujours élevé au moment de
'analyse? Le diagramme fig. 21 répond a cette ques-
tion ; il montre, en eflet, que les crues en bactéries sont
d’autant plus lentes que I'eau est plus impure.

De 'eau de la Seine, puisée a lvey pendant 'été,
d’une richesse inférieure a la movenne annuelle, peut
présenter des recrudescences de germes assez élevées;
elle montre a cet ¢eard une tendance manifeste a se
comporter comme les eaux de source; mais que sur-
viennent les crues, que sa tencur en microbes atteigne
a Panalvse rmmddiate 20000 el 30000 bactéries par
centimetre cube, cette faculté de s’infester spontané-
ment disparait, ¢t cette eau 1impure ne peut devenir
le siege de recrudescences microbiennes rapides et
soudaines.

Le diagramme fiz. 21 présente quelques exemples
de recrudescences de bactéries observiées dansles eaux
de rivieres abandonnées a elles-mémes a la tempéra-
ture presque invariable de 3o0°. Dans ce diagramme
les claflves de la ligne des abscisses désignent les jours
pendant lesquels 'eau a été mise en observation, les
chiffres delaligne des ordonnées les unités de mille de
bactéries trouvées dans cette eau par centimétre cube.

La courbe formée de tirets, fournie par leau de la
Marne, offre une double inflexion, comme on en ren-
contre parfors dans les eaux soumises a 'auto-infec-
ton. L'eau ’lvey, relativement pure, donne une
courbe, représentée en pointillt, de forme voisine de
celle des eaux de source, moins la recrudescence habi-
tuellement trés élevée. Mais je veux surtout attirer
I"attention du lecteur sur la courbe, formdée dune suite
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de petites croix, quireprésente la marche de 'infection
dans ’eau du canal de I'Ourcq. Cette eau, convenable-
ment aércée, exposée d la tempcrature constante de 30°,
voit Je chiffre de ses bactiries s’élever péniblement,
aprés 20 Jours d'incubation, de 8000 a Goooo bacté-
ries par centimétre cube, puis décroitre trés faible-
meut et se mainteniv alors sur un plateau élevé sans
présenter de décrue notable. Aprés six mois, un an
d’attente et davantage, la courbe se continue indéfi-
niment en pallier. Les eaux de Ja Seine, au bout d’un
temps relativement plus court, offrent au contraire
une courbe a declivité tres manifeste; mais, passé
quelques mois, cette décrue devient de plus en plus
lente et, au bout de dix a douze ans, la teneur des
eaux de la Seine en microbes est encore égale au tierx
et méme a la moiti¢ de ce qu’elle était au moment
du prélévement.

n résume : ,

Une infection bactérienne rapide, mais passagere,
caractérise les eaux naturelles ¢mergeant du sol; une
infection bactérienne /lente et tenace caracteérise les
eaux microscopiquement impures, Ges remarques,
que j’ai toujours vu confirmées par 'expérience, per-
mettent done, en dehors de tout renscignement, de
découvrir lorigine premiére d’une eau, quel que sout
le degré de vieillesse auquel on I'examine.

Les recrudescences des bactéries qu’on voit se pro-
duire dans les eaux abandonnées a elles-mémes ne
sont pas dues uniquement au développement excessit
d'un seul organisme; plusieurs bactiries, 1l est vral,
ont une tendance particulicre a e mulupher rapide-
ment dans les eaux, cependantil faut reconnaitre qu'a
coté delles il existe ¢zalement beauconp d’autres es-
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péces qui contribuent pour une large part aux recru-
descences observées.

Ce qui n’est pas moins intéressant & signaler dans
les eaux de source, c’est la fragihité des divers orga-
nismes qui, aprés avoir été 10 par centimétre cube,
sont 1000 le lendemain, 10000 le surlendemain, puis
meurent et disparaissent avec la rapidité quils ont
mise 2 se multiplier; j’al compté parmi ces microbes
des bactériums, des bacilles, des micrococcus qui,
aprés avoir vécu de cette existence éphémere, se sont
évanouis sans laisser de germes capables de les perpé-
tuer.

Nous abordons maintenant un sujet des plus impor-
tants.

Les especes auxquelles on voit prendre le dévelop-
ment le plus excessif dans les eaux de source se mon-
trent, aprés leur courte apparition, incapables de s’y
multiplier 8 nouveau; autrement dit, en semant ces
bactéries dans de ’eau qu’elles ont jadis infestée, non
seulement elles y restent 1nertes, mais elles y meurent
souvent avec une trés grande rapidité. En un mot, 'eau
qui a été malade du fait de telle ou telle bactérie, si
une pareille expression est 1c1 applicable, a acquis vis-
a-vis d’elle une immunité certaine, qu’il est pourtant
au pouvoir de 'expérimentateur de détruire en quel-
ques 1nstants, mais qui peut persister pendant plus de
dix 4 douze ans.

Ce fait me parait devoir présenter un trés haut in-
terét a hygiéniste, car ildémontre que plusieurs eaux
ne sont pas seulement incapables de favoriser la mul-
uplication de tels organismes, mais qu’elles sont pour
eux un milien indilférent ou mortel. Ne trouvera-t-on
pas dans ce fait la clef de ces immunités que présen-
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tent certaines régions a I'établissement de telles épi-
démies dont le germe a vraisemblablement Feau pour
véhicule? On comprend donc combien il est utile de
controler si tel organisme infecticux est capable de
végéter dans telles eaux de sources ou tels cours
d’eaux.

D’aprés mes recherches, les eaux qui sont les plus
nutritives relativement aux organismes pathogénes
connus sont les eaux necuves, c’est-a-dire celles qui,
peuchargées de bactéries, n'ont jamais été le siege des
recrudescences soudaines qui ont été signalées. Les
eaux de riviére trés chargées de microbes, les eaux
sales et les eaux d’égout sont relativement trés peu
nutritives a 'égard du bacille typhique choisi pour
exemple. Je conclus de la que les épidémies sont d’au-
tant plus a redouter qu’elles sont transmises par des
eaux d’une grande pureté bactérienne, par une eau
neuve qui peut permetire aux bacilies pathogénes de
se multiplier sans difficulté en grand nombre.

Dans les eaux impures, dans celles qui ont nourri
plusieurs générations d’organismes variés, les bacté-
ries ont sécrété pendant leur existence des poisons
diastasiques qui s’opposent a la multiplication des
espéces pathogénes, quand ces diastases ne les tuent
pas rapidement,

Ces diastases sont parfaitement isolables; nous
allons voir, un peu plus bas, les procédés qui per-
mettent de les obtenir et de les étudier facilement.

Une eau impropre a nourrir les organismes patho-
génes acquiert de nouveau la faculté de favoriser leur
développement quand on la débarrasse de ses poisons
hactériens. Pour tuer ces diastases, il suffit de chauffer
les eaux a la température de 100° pendant quelques
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minutes : 'eau redevient féconde pour les organismes
pathozénes; il n'en est pas de méme si, au lieu de
chauffer les eaux, on les débarrasse par filtration a
froid des bactéries communes qu’elles renferment. 11
est donc bien établi que ce n’est pas une lutte entre
les bactéries, comme on concoit la lutte entre les
prolozoaires, ou le plus fort dévore le plus faible,
mais l’action bactéricide ou la non-convenance du
milieu qui permet ou s'oppose au développement de
telle ou telle bactérie. Par ces expériences on acquiert
la certitude que, dans les eaux classées comme
impures, ce n'est ni le défant d'¢léments minéraux ou
d’¢éléments organiques (ui s'opposent aux recrudes-
cences qui viennent d’étre signalées, mais la présence,
je le répéte, de poisons bactériens non organisés qui
3’y trouvent dissous depuis plus ou moins longtemps.

Pour 1soler ces polsons qui conferent I'immunité
vis-a-vis de certains organismes, non seulement aux
eaux qul s’en sont spontanément chargées, mais
encore aux eaux dans lesquelles on les transporte, je
me suis autrefois servi du vide. I.’eau versée dans une
capsule de porcelaine propre et stérilisée était placce
sir un eristallisoir contenant du chlorure de calcium
disposé sous une cloche ou le vide était pratiqué au
moven d’une trompe; dans ces conditions, I'évapora-
tion dn hquide est trés lente, elle demande plusieurs
mois el ne peul s’ellectuer facilement, comme cela est
trés important, a I'abri des poussiéres de 'air Jai
substitné a cette méthode une seconde qui donne des
resultats beauconp plus satisfaisants. Dans un appa-
reil, voistn de forme de celui qui est représenté a la
page 106 parla fig. >, on place un eristallisoirde verre
bien lavé, dTabord a lacide nitrigne fumant, puis avec
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une eau ammoniacale, et enfin a Peau distillée ordi-
naire; ce eristallisoir stérilis¢ est placé sous une
cloche tritubulée; M'une des tubulures latérales ameéene
dans le cristallisoir Peau purgée de germes par sté-
rilisation a froid, 'autre tubulure latérale opposée
conduit a l'extérieur I'eau condensée par un petit
ballon situ¢ au-dessus du eristallisoir et engagé dans
la tubulure supérieure de la cloche.

Cela eonnu, 1l est faeile de comprendre eomment
on peut amener d’une facon indéfinie a I'abri des
poussieres de l'eau dépourvue de mierobes dans le
cristallisorr, et la retirer par voie de condensation a
latempérature de 300 a 35¢; 1l suffit pour que 'opéra-
tion marche d’une facon irréprochable que la cloehe
tritubulée adhére exactement a une plaque de verre
rodée et sulflce,

Par voie de distillation & basse température on
arrive ainsi a concentrer,sous un trés petit volume, les
produits solubles, non volatils, séerétés par les haeté-
ries répandues dans 8'ita o't d’eaun; on aequiert ainsi
la certitude que ees produits baetériens sont toxiques
pour les espéees animales; qu'introduits a faibhle dose
dans des eaux trés nutritives pour les haetéries, 1ls
s'opposent au développement d'un grand nombre
d’espeees,

Les produits diastasiques recueillis dans le erstal-
lisoir sont ensuite repris par une eau mieroseopique-
mentinfertile et finalement amenés, aprés une seeonde
filtration & travers la porcelaine, dans un vase stérilisé
ol ils se eonservent fort longtemps.

Je suis loin d’avoir terminé I'étude des produits
solubles séerétés par les baetéries des eaux, ainsi que
les expériences curieuses et délieates que j’al eom-
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mencées depuls plusieurs années; j’espére dans un
avenir prochain m’étendre longuement a ce sujet;
aujourd’hut je ferai ressortir un seul fait digne d’at-
tirer 'attention des hygiénistes, c’est que les eaux trés
pures abandonnées a elles-mémes se remplissent au
bout de peu de temps non seulement d’un chiffre pro-
digieux de bactéries, mais de produits solubles qui
leur donnent des qualités toxiques. Le résultat de mes
recherches est bien fait pour faire proscrire, dans les
villes ou cela existe encore, 'emmagasinement des
eaux de source dans des réservoirs habituellement
métalliques, ol on les conserve quelquefors longtemps
avant leur emploi.

Eau microscopiguement wnfertile. — Jappelle
ains1 une eau 1ncapable de nourrir les bactéries. Pour

Appareil pour distiller les caux & basse température,

préparer cette eau en quantité notable, je me sers de
Pappareil représenté par la Jig. 22, quil se compose
d’une cloche tubulée a sa partie supérieure et latéra-
lement. Dans la tubulure supérieure s'engage un bal-
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lon B ou circule un courant d’eau froide, de facon a
déterminer une condensation de rosée dans I'hémi-
sphére 1nférieur de ce ballon. Au-dessous de cet
appareil condenseur est placé un f{lacon récipient I
posé au centre d’un cristallisoir & double paroi con-
centrique VV; et par I'entonnoir E de la tubulure
latérale de la cloche, on verse de 'eau distillée ordi-
naire dans la partie annulaire de ce cristallisoir. La
cloche disposée sur une plaque rodée légérement va-
selinée est placée a I'étuve a 30°-3)H°,

I.’eau de la partie annulaire du cristallisoir est suc-
cessivement amence sur 'appareil condenseur B et
de la dans le flacon I, qu'on recouvre ala fin de I'opé-
ration avec le bouchon rodé C.

Au bout de quelques semaines, le flacon est plein
d’une eau distillée a basse température a 1'abri des
poussiéres atmosphériques et des transports acciden-
tels qui se produisent dans les eaux distillées au
moyven des alambics ordinaires. Cette eau, vierge de
poussieres atmosphériques, ne contient, comme ¢lé-
ments étrangers solides, que les sihicates qu'elle a
pu emprunter au verre, les éléments gazeux de lat-
mosphére, 'ammoniaque et 'acide carbonique de
Pair.

Cette eau, dis-je, est infertile en ce sens qu’elle ne

peut pas nourrir les bacténes.

EXPERIENCE I. — r1oo° de eette can mieroscopiquement in-
fertile sont abandonnés 15 jours a la température de 50°; apres
ce temps, 10° de ec liquide sont répartis & la dose de 1
chaque fois dans 10 conscrves de bouillon de beeuf; une de ecs
eonserves accuse seulement un microeoecus a I'état de pureté.

ExrEriexcE 1I. — 30 de la méme eau, abandonnés 1 mois
et demi a Uc¢tuve, sont répartis dans 15 eonserves de bouillon;

4

M. 14
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I'une d’clles montre quelques jours plus tard un sinmiple myeé-
[ium dc moisissure.

Exrrriexce I, — 120% d’un nouvel échantillon d’eau mi-
croscopiquentent infertile sont distribués en parties a peu prés
¢gales dans 6o flacons I'reudenrcich a demi pleins de bouillon
peptonisé; aprés 1 mois d’incubation & 1'¢tuve, 2 conserves se
montrent altérées, 'une par un micrococcus jaundlre, 'autre
par une moisissure.

Je dois dire que, dans ces expériences, 1] n’avait été
pris que les précautions les plus vulgaires pour em-
pécher les germes de I'air de venir contaminer cette
cau distillée a basse température, recueillie dans des
vases parfaitement stérilisés. Dans les essais suivants,
j'ai introduit volontairement, dans divers échantillons
de la méme eau, les organismes d’une certaine quan-
tite de poussieres atmosphériques afin de savoir ce
qu’lls devenaient au contact de ce liquide.

Exrerience I. — 20 d’eau distilléc a 3o°, non stérilisée,
recoivent les poussiéres de 75 litres d’air puisé sur la place
Saint-Gervais; cette eau, soumise dun titrage immeédiat, accuse,
par centimétre cube, 16 organisnies microscopiques; quarante-
huit heures aprés, un nouveau dosage cn déeele 51 cing jours
plus turd, un troisi¢me dosage en accuse 3: quinze jours plus
tard, 18* de cettc cau sc¢ montre infécond, el, au bout d’un
mols, 387 de ccttc cau sonl d’une parfaite stérilite.

Exremiencr II. — Un nouvel ¢chantillon de 20°¢ d'cau dis-
tillée recoit les poussicres de 100 hitres d’air de mon labora-
toire et fournit a des dosazes successifs les résultats suivants :

Bactcries
par
centimetre cube,
17 dosuge, immeédiat............ 45
2 dosage, 6 jours plus tavd......... 22
3° dosage, 19 Jours plus tard ...... B 1 31D

54 jours plus tard, 4 d’eau se montrent absolument infertiles.
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EXPERIENCE IIl. — 300°¢ d’ean distillée & 30° et microscopi-
quement infertile recoivent les poussiéres de 16508 dair du
laboratoire,

Bacteéries

par
centimétre cnbe.

Au dosage immédiat, Pecau accuse )

-5
Fi

1" dosage, 6 jours plus Lard 7

3 dosage, 16 jours plus lard [,)

1¢ dosage, 2~ jours plus tard » 1,0

A partir de ce moment, la composition micrographique de
['eau ne change pas. Il est, comiue on voit, trés inléressant de
constater que, non seulement les bactéries ne se développent
pas dans Peau distillée a 30°. mais qu'elles y meurent pour la
plupart.

Comme contre-expériences, mon ¢leve, M. Wada, a recherché
ce que deviennenl les bactéries des poussiéres almosphériques
quand on les ensemence dans de l'eau ordinaire stérilisce.

ExrEriEncE IV — Les poussicres de 20 litres d’air de la
place Saint-Gervais relenues sur une bourrc de verre pil¢
furent ensemencées le 27 juin 18go dans 30 d’ean de F'Oureq
stérilisce a r110°

Resultats. ,
Bacteries

par

cenltimetre cube.
27 juin 1890, essai au départ........ (6s. &2
4 juill. 18go, 7 jours aprés........ ~30.000
7 juill. 18go, 1o Jours apres.... .. Q00 000
28 juill. 18go, 3t Jours apres...o..... 1 675000
27 sept. 180, @0 JoUurs apres. ..., (2 don
24 oct. 18go, 119 joUrs apres...... .. X675
¥ - L] r

26 mars 18q1, 272 Jours apres........ 18000

Comme on voil, l'accroissement des bactéries atmosphe-
riques dans Peau slériliséc ordinaire est excessivement rapide.
Aprés un maximum de recrudescence, le chiffre des bactéries
va ensuite en diminuant comme cclui des hactéries des eaux
soumises a 'auto-infection.
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Exreriexce V. — Une nouvelle expérience fut faite par
M. Wada avec les poussicres de 10 litres d’air, toujours puisés
a la place Saint-Gervais.

Resultats. '
Bacleries
par
cenlimelre cube.
1er aotit 18g0, dosage du départ. .. .. 14,79
8 sepl. 1890, 4o jours aprés........ 5500000
27 sepl. 18go, 08 jours aprés. ... 4000000
24 oct. 1890, 8> jours aprés... ... 4123000
26 mars 18yr, 238 jours apres.. .. 0920000

Ces deux derni¢res cxpériences suffisent pour démontrer
que, si les bactéries atmosphériques ne se sont pas développées
dans V'eau distillée a 30°, c¢’est que réellement elle ne conte-
nait pas les matériaux nécessaires a leur éclosion et a leur
nutrition.

M. Meade-Bolton a dit que certains micrococcus et
bactériums aquatiles pouvalent se développer en
arand nombre dans les eaux distillées tout a faut
pures, el comme eau distillée tout a fait pure il
donne comme exemple les eaux redistillées dans des
apparells de verre. Je ne crois pas que la Ghimie soit
encore parvenue a trouver les moyens dobtenir des
eaux distillées tout a fait pures; celles qu elle peut
offrir aux micrographes, renfermevont Loujours des
sihicates, de 'acide carbonique, de Pammoniaque, de
Poxveene el de lazote dissous; si ces divers ¢léments
peuvent entretenir la vie des bactéries, 1l ne pourra
pas exister d’eau microscopiquement infertile; si, au
contraire, ces ¢éléments sont incapables de favoriser
’éclosion des mierobes, les micrococeus acquatiles ou
autres ne pourront jamais s’y développer.

Jat donné plus haut, page 22, dans le chapitre II,
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quelques exemples qui nous renseignent sur le sort
des microbes des eaux introduits dans ’eau micro-
scopiquement infertile; je ne rapporterai pas non plus
les essais variés que j'al faits & cet égard avec les
nombreux organismes microscopiques que j'al pu
isoler de l'air et du sol; a I'exception de quelques
mucédinées dont on peul voir le mycélium s’accroitre,
parfois, grace a la faculté que montrent certaines moi-
sissares d’arracher des éléments nutritifs la ot tous
les autres organismes restent inertes ou sont frappés
de mort, je n‘al pu trouver de baclérie qui pit se
développer dans 'eau distillée a 30°; jusqu’a preuve
du contraire, je considérerar comme micrographi-
quement infertile a I'égard des schizophytes I'eau
préparée par le procédé que je viens de décrire.

Il ressort de ces diverses considérations cqu’on
pourrait en outre demander a Panalyste micrographe
la détermination, non seulement du nombre et de la
nature des bactéries, mais la détermination de la
qualité et de la quantité des ferments solubles dus
aux générations de microbes qui ont pu se succéder
dans une eau déterminée. Ces ferments ne sont pas
sans doute sans action sur les phénoménes de la
digestion, peut-étre sur le plus ou moins de récepli-
vité que trouvent les bactéries dans le tube intes-
tinal; avant que les études de ce genve soient. com-
plétées, ’hygiéne, je le répete, devra proscrire de
Palimentation, non seulement les eaux qui seront
trouvées fortement chargées de bactéries, mais les
eaux qui auront servi de milieu de culture a ces
infiniment petits, telles que les eaux de citerne ou
de source soumises a la stagnation; car 1l est presque
certain que les bactéries inoffensives par elles-mémes

1496
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peuvent, par un travail de fermentation et de sécré-
tion ultérieur, enlever aux eaux potables les qua-
lités qu’elles possédent a leur emergence du sol.

III. — Résultats de l'analyse qualitative.

Suivant la mission qu’il recoit, le bactériologiste
peut avoir a rechercher dans une eau plusieurs orga-
nismes pathogénes dont I'étude est déja fort avancée,
et auxquels on attribue la production de diverses
alfections (dothiénentérie, choléra, charbon, téta-
nos, etc.). Dans ce cas, 1l est certain que 'analyse de
générale devient particuliere, et se trouve ainsi con-
sidérablement simplifiée; on n’a plus a répondre a
cette question vague qui cause d’habitude un elffro
justifié aux analystes : cette eau est-elle ou non nui-
sible & I'espéce humaine? 11 suffit alors simplement de
savolr si 'eau parvenue au laboratoire contient les
cermes ou les étres adultes des microbes qui viennent
d'étre mentionnés.

1l serait toujours ais¢ a l'opérateur de répondre a
ces demandes nettement formulées, s1 la découverte
au sein des eaux des organismes pathogénes n'était
pas souvent entourée de difficultés sérieuses; non pas
quil soit malaisé, par exemple, de constater dans une
eau la présence du bacille d'Eberth, d’aprés les tech-
niques publiées par les D Chantemesse, Widal et
Vincent, quand ce bacille apparait avec les aspects
qui caractérisent les cultures de ce micro-organisme,
mais parce que le bacille d’'Eberth est souvent mé-
langé & des especes souvent fort voisines, appelées
pseudo-bacilles typhiques, ¢t qu’il peut devenir lui-
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méme 'objet de modifications si profondes que les
nouvelles cultures dua vrai bacille du tvphus ne rap-
pellent en aucune maniere ses cultures considérées
typiques.

Pour le bacille du choléra, il en est de méme;
M. Dowdeswell a démontré que son polyvmorphisme
pouvait s’étendre de la forme spirillaive & celle de la
celtule amoebiforme; ce polvmorphisme bien étudié
par M. le D* Billet est si réel, quiil n'est pas d’obser-
vateur adonné a I'étude d’une espece particuliére qui
ne soit souvent surpris et parfors trompé par les
aspects 1naccoutumcs des cultures que produit le
méme micro-organtsme el les formes étranges qu'il
revét dans certaines conditions.

Les variations dansla forme, dans les facultés patho-
génes, chromogénes et zymogénes des bacléries exer-
ceront encore longlemps la sagacité des bactériolo-
gistes; dans les cas douteux, il est de leur devoir de
se prononcer avec une extréme reserve.

Quand 1l s’agit d’essais qualitatifs, les dénomina-
tions que nous avons adoptées plus haut, d’eaux pures,
impures, etc., ne sauraient avoir une signification
bien précise : une eau qui contiendrait seulement par
centimeétre cube 10 bactlles typhiques serait quanti-
tativement pure, et qualitativement dangereuse:
tandis que de l'eau de la Vanne, abandonnée vingt-
quatre heures a elle-méme, pouarrail renfermer un
million de bactéries par centimétre cube et se mon-
trer absolument inoffensive.

Si donc il est parfois délical de se prononcer cate-
goriquement sur 'existence dans les eaux de plusieurs
microbes pathogénes dont I’histoire, quolque avancee,
n'esl pas enliérement lermince, quelle doit ctre la
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réponse de l'analyste interrogé sur la présence ou
’absence d’éléments nocifs dans un échantillon d’eau
déterminé? Une semblable question, en tant qu’elle
reste générale, doit étre considérée comme prématurée
dans 1’état actuel de la science, et on doit 'avouer
avec franchise plutdét que d’affirmer témérairement
que, parmi les 1000 ou 10000 bacléries rencontrées
par centimétre cube d’une eau soumise au dosage, 1l
n'existe pas de bactéries douées de facultés patho-
génes; d’abord, cela n’est pas ordinairement exact; on
rencontre dans la plupart des eaux que nous buvons,
dans les poussiéres de ’atr qque nous inspirons a toutes
les heures du jour, de nombreux staphylocoques dont
I'inoculation n’est pas inoflensive, et des microbes qui
ressemblent beaucoup, tant sous le rapport des cul-
tures que sous celul des I¢sions engendrées au micro-
coccus de I'érysipele et de la septicémie. Je conteste
donc aux micrographes le droit de déclarer innocente
une eau dont 1ls ne connaissent pas parfaitement tous
les eléments figurés, c’est-a-dire dont ils n’ont pu
faire une analyse qualitative compléte et rigoureuse.

Si parmi ces éléments figurdés un ou plusieurs sont
meurtriers vis-a-vis des espéces animales, s’ensuit-il
qu'ils le soient pour I'ltomme, et qu'introduits dans
le tube digestif, ot se trouvent disséminées tant d’es-
peces virulentes, depuis les arcades dentaires jusqu’a
Pextrémité du rectum, ils puissent produire des trou-
bles d'un effet appréciable? Je ne le pense pas; mais
il faut avouer que la découverte dans une eau d’une
bactérie quelque peu pathogéne est bien faite pour
soulever de nombreux doutes, faire hésiter analyste
dans ses réponses et lul oter Passurance qu’il est en
droit de montrer toutes les fois que dans une eau tres



ANALYSE MICROGRAPIIQUE DES EAUX. 165

peu riche en bactéries il n'a pu découvrir que des es-
peces vulgaires bien connues, ou des ferments inof-
fensifs.

Avant d’entreprendre I'analyse qualitative générale
d’une eau, le micrographe ne doit pas cacher aux in-
téressés qu'tl entreprend un travail long, considérable,
souvenl d’une utilité contestable et palfms difficile a
compléter. Cependant il n’est pas rare de trouver quel-
ques municipalités résolues a tous les sacrifices pour
étre édafiées sur les micro-organismes d’une eau dont
il s’agit, par exemple, d’opérerla captation et d’amener
a grands frais dans une ville pour y servir pendant
longtemps a 'alimentation des habitants. Une analyse
micrographique compléte leur semble dans ce cas par-
faitement indiquée, et j'ajoute que je suis absolument
de leur avis.

L'opérateur tqui se charge de cette besogne suivra,
jé crois, avec profit les indications déja données dans
les pages précédentes; i1l devra s’efforcer de présenter
les résultats obtenus sous une forme simple et parfai-
tement compréhensible.

Il étudiera d’abord les organismes pouvant croitre
sur la gélatine, puis ceux qui réclament d’autres mi-
heux.

Il établira le chiffre des espéces qui croissent indif-
{éremment & une température basse (10° a 20°) ou
modérée (20° & 30°), ou & une température tres ¢le-
vée (40° a4 70°). Parmi ces especes, 1l indiquera le
nombre de celles qui sont aérobies, anaérobies, ou
indifféremment aérobies et anaérobies. Cela fait, lais-
sant le coté général de ces déterminations, il passera
enrevue les micro-organismes patho“enes Zymogenes,
chromogenes et vulg gaires, en ayant soin d’ etablu dans
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quelles proportions ces bactéries se trouvent dans ¢
ou r'it de eau soumise a 'analyvse. Ce travail pourra
étre résumé sous la forme que )'indique ou présenté
dans un cadre plus en rapport avec la nature de l'eau
analvsée.

EXEMPLE.

Analyse micrographique de ’eau de la Seine puisée a
Pusine de Chaillot.

{ Mois d’aott et de septemwbre 1890.)

ANALYSE QUANTITATIVE.

Bacleries par renlimetre emle iy . o .. pobie . B 507 300

Bactéries eroissant sur la gélatine.. 312400
Jaetéries ne croissant que dans d’au-

Goe® mhLEN S s e s -8 - R 85 100
Total .. 0. 009, . e 397500

Baetéries aérobies....... .. .. .. .. 334000
Bactéries anaérobies..... ... .. .. 63 500
Total .. ... ..., 397500

Bactérics eroissant de 20° & fo° ... . 368 000
Jor A BN, .. ... 26560

AP R T e s 3000

Total ... ....... 3y 500




ANALYSE MICROGRAPIHIQUE DES EAUN. 167

ANALYSE QUALITATIVI.

Iispeces pathogenes .. ..o .0 oL, N 16,goo
ZYymogenes. .. ... ........ . 99 000
chromogcénes.. .. .. Tt s .. 123 000
valgaires . ....... R LT .. 110000
INdEterNinees o o s wo . oo, . c. .. .. 30600

Total ..... .... .. 197200

1 I'speces pathogcénes.

Bacilles d’Ebevth....... ... ... .. B! 2 SO0
Staphylocoques pyogénes... ..... 10700
Espcces phlogogénes ..... .. ... ... 1100
” SEPLIUEE . . o covoion .« o cvw e mom 800
non c¢tudides...... ... . 1500

OB ANLY 4 AR 16 goo

20 I'spéces zymogenes.

IFerments de T'uvee..... ....... ... 10300
» |AGH S vz presms gm e 8600

» butyriques............. .. 2 400
sulfhydriques ........ ... 20 000

) de putréfaction... ....... 12 {oo

>: non déterminds .. ... ... 32300
Total .............. () 000

3o Espéces chromogenes.

SPEdes Jaunes. . ... ... ooeenhin s 68 000
» OraNZEeS..vvnur e, 2 500

» vertes ou verdatres.. .. .. . 2 200
FOMGOREy: = - B0 -ETI9 S 95" 35600
VIEIEHEES i & & B b 02 . 0% - - . 500

- bl . co. ol .. Biale 1 500
Couleurs intermcediames... ..., 14700
Total ... ..., 1’3000

I
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4° Especcs vulgaires.

Micrococcus .. .......... .. ... 61 Joo
Bagillesk .rsm: & vpoves an ... 24800
Bactériums. ... ....... i e, 20300
YEhETANSE T, § BaNaid sl bbld s 1200
Streptothrix ........ ... ... ... .. .. 500
Cladothvix ... ... ... ..
Divers. ... 1700
Total .a . = 110000

J° I'speccs indcterminecs.

D’une morphologie difficile a établir. 47000
D’une culture difficile & poursuivre. 3 600

Tok8les  mpre 36 o onn 20600

S1 'on juge que de plus amples détails sont néces-
saires et seront acceptés avec intéret, chacune des di-
visions précédentes pourra étre subdivisée a son tour.
et 'on arrivera ainsi jusqu’aux especes dont la déter-
mination a pu étre faite avec rigueur.

Prenons, pour exemple de ce développement, les
especes chromogenes jaunatres.

30 Especes chromogeénes.

" \ Bactcrium xanthinun.
j CILron.......

I AL citreus conglomeratus.
. v Micrococcus clilorinus.
. werlatress . S T
Espéces b Sarcina wventriculi.
JeETE | ( Bacterium ncapolitanum (7).
yrun. .. -

I Spirillum tyrogenunt.

Sarcina lutca.
ordinaire.... | Bacicriun cavicida.
'. t Bacterium liyacinthe.

lin un mot, le micrographe pourra parfaire son
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auvre en donnant & son analyse le maximum d’exacti-
tude possible. Il est vrai que ce travail demandera da
lemps, de la patience, un laboratoire bien installé,
quelques mois d’un travail journalier et assidu; ce
n'est d’ailleurs qu'a ce prix qu’on arrive dans n’im-
porte quelle branche des sciences a présenter une
cuvre sortable. En Disant un résultat clairement
exposé, 1l est facile a tous d’apprécier la valeur d'une
eau au pomt de vue micrographique. Les espéces ui
mauront pu &tre étudiées seront indiquces sous les
rubriques qui se remarquent dans ce Tableau, de
facon que le micrographe mette ainsi sa responsa-
bilité a couvert.

Il est des cas ou l'analyste pourra d’ailleurs se
refuser a faire un dosage (ualitatif complet; il fera
sagement d’agir ainsi, toutes les fois qu'on le char-
gera d’analyser les caux sales, dont'étude devrait étre
prolongée au dela des limites du temps qu un micro-
graphe peut accorder aux analvses courantes. Ac-
cepler, par exemple, de déterminer les micro-orga-
nismes contenus dans 1< d’eau d’égout, c’est se créer
pour plusieurs années des occupations longues et
difficiles, c’est accepter de résoudre des difficulteés
parfois insolubles; il en est d'ailleurs pour la Micro-
graphie comme pour la Chimie : je ne crois pas qu’il
existe de chimiste qui voudrait se charger de déter-
miner les éléments, je parle de désigner nominative-
ment, les substances qui entrent dans un mélange de
produits extractifs, par exemple, ou encore dans une
Leinture composée.

Ll bien, il est aussi des analyses micrographiques
qui ressemblent beaucoup a ces analyses chimiques,
quon ne doit pas entreprendre avec la pensce d’obte-

-
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nir des resultats complets et certains. On expliquera
aux intéresses les difficultés du travail qu’ils deman-
dent, et je crois quil sera facile de les déctder a se
contenter d’une analyse particulicre comprenant P'é-
tude de telles ou telles bactéries pathogénes, de tels
ou tels ferments dont les monographies ont déja éte
public¢es.

IV. — Moyens prophylactiques pour combattre
I’infection par les eaux.

Deux movens peuvent étre employes pour se garan-
tir des microbes répandus dans les eaux :

1° On peut les retenir par filtration;

»° On peut encore les détruire par l'action d'une
chaleur suffisamment ¢levée.

Ces deux moyens se valent, a la condition quils
soient convenablement employes.

Stérilisation des caux par les filires.

Dans ces derniers temps, beaucoup d'industriels.
dans un but de pur mercantilisme, ont abusé de la cre-
dulité publique, en déclarant effrontément, comme
capables de retenir les micro-organismes des eaux,
certains filtres a ¢ponges, amiante, charbon, ete., non
seulement 1ncapables de fixer les bactéries, mais pou-
vant, trés souvent, enrichir en micro-organismes 'eau
quon y dirige. On a créd des filtres en coton, tissus
divers plus ou moins saupoudrés de charbon, qui, d'a-
pres une propri¢té depuis longtemps reconnue chez
les corps pulvérulents; peuvent absorber les matiéres
colorantes, les gaz, certains sels; ¢’est 1a ou se bor-
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nent les qualités, dailleurs vite cpulsées, de ces filtres
anti-microbiens.

Je ne veux pas dire que les (iltres chimiques soient
a dédargner, surtout quand il s'agit de débarrasser les
eaux d'un excés de sels calcaires, des sulfures alea-
Iins, ete., des mati¢res organiques qui leur donnent
mauvais gottt ou les rendent impropres a la cuisson des
aliments et au savonnage, mais on aurait le tort tros
grand d’attribuer & des appareils un pouvoir qu'ils
n‘ont pas, et ¢'est contre cet abus (que je m’éléve.

Dans mes expériences sur la valeur des filtres tou-
chant leur faculté de purger les eaux de hacléries, et
Dieu sait si depuis dix ans j’ai recu des requétes a cet
¢gard, je nai trouvé que deux filtres capables de re-
tenir les microbes : la vieille fontaine a pierre litho-
araphique et le filtre en biscuit de M. Chamberland.

La fontaine a pierre lithographique, si répandue a
Paris, est malheurensement difficile a entretenir dans
un ctat de propreté satisfaisant. Ces appareils, fabri-
ques en grand nombre par industrie, sont toujours
tres mal sorgnés, les pierres filtrantes mal soudées aux
parois des cuves destinces a les recevoir; de plus, Peau
a boire est appelée @ <¢journer trop longtemps sur les
détritus sédimenteux de toute nature, qui sTaccumu-
lent a la face supérieure des pierres. Iin ¢té, le réser-
voir devient un lieu de pullulation des bactéries, d'oli
suinte une eau doucatre, chaude, de fort mauvaise
(qualité.

La bougie Chamberland, universellement emplovée
dans les laboratoires de bactériologie pour isoler les
microbes de Peau, de leurs bouillons de cultures. et
stériliser a froid les liquides les plus divers, est au
contraire un filire parfait au point de vue microbien;
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pour le démontrer, je me contenterar de reproduire
les termes du rapport que j’al eu ’honneur d’adresser
a M. le Recteur de 'Académie de Paris, le 6 juil-
fet 188).

Pour s’assurer si un filtre quelconque posséde la propriété
de retenir les organismes microscopiques de P'ean qui le tra-
verse, 'expérimentateur doit évidemment s'attacher a éviter
es causes d’erreur venues de Palmospheére ambiante.

Le filtre a4 battervie de dix bougies Chamberland, placé dans
un des réfectoires du lycée Saint-Louis, ne pouvait servir
utilement a mes cxpériences; il aurait fallu démenter et em-
porter dans mon laboratoire les diverses pi¢ces qui le consti-
luent, afin de les soumettre a une stérilisation rigourecuse.
D’ailleurs la question posée par M. le recteur de PAcadcémie
de Paris pecut se résumer ainsi : Les filtres de M. Chamberland
faissent-ils, oul ou non, passer les bactéries, quelle qne soit la
quantilé d’cau qui les traverse?

L’expérience répond négativement.

Voicl maintenant trés succinctement les recherches aux-
quelles je me suis Livré :

Deux bougies prises au hasard et fonctionnant depuis six
mois sur deux points différents de la canalisation parisienne
furent lavées a Peaun, 4 Pacide chlorhydrique, puis plongées
dans une solution ammoniacale et cnlin dans I’eau pure. Les
douilles des bougies ainst nettoycées, munies d'un tube en
caoutchoue de o™,15 a o™, 20 de longueur, a I'extrémité duquel
fut placé un petit tube de verre contenant un tampon d'ouate,

furent portées une heure dans un bain de vapeur surchauff¢
a 11o°

PREMIERE SERIE D'EXPERIENCES. — Une des bougies stérili-
s¢es, placce dans son armature métallique, est vissée sur une

conduite d'ean de la Seine accusant une pression d’un tiers
d’atmosplicre.

Fissar 1. — Avant tout fonctionnement de Pappareil, jadapte
au tube de caoulchoue, aprés avoir enlevé le tube a bourre de
coton, un ballon taré renfermant 5005 de bouillon de beeuf
concentrd et purgé de germes au préalable. Le robinet ést
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alors ouvert, puis je recueille 8308 d’eau filtrée. Le ballon est
placé a I'étuve a 3o°-35°,

Essai 3. — Je laisse lonclionner le filtre pendant trois jours,
sans aucune précaution spéciale, 'ean s'écoulanl gcoutte 2
goulte du Lube de caoutchouc & raison de 12 litres par vingt-
quatre heures. Un second ballon est alors mis en communica-
tion avec la bougie et recoit $6os d’cau.

Essat C. — Trois jours plus tard, Fappareil marchant lou-
jours sans interruption, un troisicme ballon de bouillon est
ensemencé avec un poids d’eau filtrée voisin de Groer

Aprés 2 jours d'incubation a I'étuve, les trois ballons sont
encorc d’une limpidit¢ wmagnifique; en sowme, 2200% d’can
provenant de cette bougie sont absolument dépourvus de
germes de microphytes.

Une goutte d’cau pon filtrée introduite alors dans chaque
vase les rend trés troubles en 18 heures.

Comine )’al opéré trois prises d’eau, I'une au commencement,
Pautre au milicu et Pautre & la fin de I'expcérience, il est pré-
sumable que les 792 litres d’cau filtrée en 6 jJours ont ¢té égale-
ment privés de toute bactérie.

DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Ccs nouveaux essais onl
élé conduits absolument comme les précédents, avec cette
différence que la seconde bougie a été placée sur une conduite
d’eau de 1’Ourcq accusant 3 & 4 atmosphéres de pression.

Fssai D. — Au début de la filtration, 5008 de bouillon de
bocuf recoivent 6358 d’cau filtrée.

Essai E. — Cinq jours aprés, un second vasc de bouillon
adapté a la méme hougie recoit 8208 d’eau filtrée. |

Conserveés a 'étuve a 30°-357, les vases se montrent vierges
de microbes, jusquau moment ol il est intentionncllement
introduit duns chacun d’eux une goutte d'ecan de I'Ourcq non
filtrce.

Entre lessai D ct E, I'apparcil Chamberland a fourni
150 litres d’eau, que je crois ¢tre en droit de considérer commnie
¢galement purgée de toul organisme vivanl.

3 . . 2 sl A
DERNIERES EXPERIENCES. — Cependant, je n'ar pas restste

-
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au désir d’établir, par quelques recherches décisives, le pouvoir
filtrant si précicux des filtres Chamberland, en opérant sur
des quantités de liquides inusitées jusquiici dans Panalyse
micrographique des eaux.

Fssai F. — Unc bonbonne de verre vert d'une eapacité de
5o litres environ, pourvue a son col d’nn tampon d'ouate tra-
versé & son centre par un tube abducteur destiné a Pintrodue-
tion de 'ean et du liquide nutritif, fut portée » heures a 180°,
puis mise cn comuiunication avee Pane des deux bougies déja
mentionnéc.

Le volume d’ean conduit dans la bonbonne atteignil 32 Hives,
La nutrification de cette ecau fut eflfectuée en introduisant dans
la bouteille, a Pabri des poussieres de lair, deux litres dc
houitton eonecentré renfermant les prineipes extraetifs de 8
de viande de beeuf, quantité plus que suffisante pour produire
le trouble boueux de la masse liquide si une bactérie avait
pu passer & travers la poreelaine. Iel encore, aprés un long
s¢jonr & Pétuve, il n’a pas été possible de constater la plus
faible altération.

Essat G. — Une nouvelle expérience effectuée sur 35 litres
d’cau filtrée a ¢galement donné des résultats négatifs.

PPar conséquent le filtee en biscuit de Chamberland cst ca-
pable de retenir tous les organismes contenus dans les liguides,
el son emplor pour purifier les eaux potables doil étre forte-
ment conseillé. A ma connaissance, ¢’est le scul filtre indas-
triel qui puisse s’opposer eflicacement a la transmission des
maladies par les eaux destinées 4 I'alimentation, si, comme on

est en droit de le supposer, les caux peuvent devenir le véhi-
cule de germes pathogcnes.

La Compagnie du filire Chamberland, désireuse d'n-
uliser le pouvoir filtrant de la porcelaine dans les
opérations industrielles et dans I'hygiéne de Falimen-
tation, a fait construire un c¢rand nombre de modéles
de filtres pouvant fonctionner sous forte et hasse pres-
ston.Je n"ai pas a Cludier Ta question de la stérilisation

industrielle des vins, des eidres, des motts, ete., muis
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je dois donner quelques indications sur les appareals
vulgaires & une ou plusiears bougies emplovés ha-
bituellement pour débarrasser les eaux des microbes
qu elles charient.

La fig.23 représente la bougie Chamberland umque
contenue dans un eyvlindre métallique tres résistant,

Fiz. 3.

B

Filtre Chamberland & une hougie.

dont la partie supérieure se visse a un robinet piqud
sur une conduite d'eau. L’eau de la ville arrive dans
ce cyvlindre, purge d’air au préalable, passe a travers
Je biscuit, cagne la parol intérieure de Ja bougie dans
un ¢tatde pureté parfaite, et s"¢coule goutte a goulte
ou en faible filet dans le vase destiné a la recevoir.

Il est certain que le filtre Chamberland n'aurant
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quun usage tres restreint s\l n’était pas possible d’ob-
teniravec la porcelaine des piteslégeres, tres poreuses,
se prétant au passage des liquides sous les faibles pres-
stons. J ai, chex moi, un filtre de ce genre a sept bou-
gies qui fonctionne tres bien depuis cing ans, et qui
fournit 11 d’eau en un quart d’heure sous une pres-
sion de 1™, 25 d’eau environ. On peut donc a peu de
frais et sans une 1nstallation spéciale se procurer faci-
lement une eau dépourvue de micro-organismes.

La Compagnie des filtres Chamberland a construit
(voir fig 24) un appareirl d'une extréme simplicité,
utilisable ¢n tout lieu, ala ville comme a la campagne;
1l consiste, comme on le voit, en un seau perce d’une ou-
verture latérale; dans ce seau on plonge une batterie
de trois bougies a laquelle est adapté un tube abduc-
teur quon fait passer a travers l'ouverture latérale,
dont on compléte 'obturation au moyen d'un bou-
chon ad lioc: ensuite on remplit d’eau le seau de facon
a recowvrir les bougies, 'eau péneétre lentement dans
le filtre en chassant I'air devant luij les bougies plei-
nes, le hquide gagne le tube abducteur a étroit dia-
metre, 1l forme une colonne descendante capable de
produire une succion trés énergique, si le récipient
ol 'on recueille I'eau pure est situé forten contre-bas
du seau. Quelques métres, un ou deux de dilférence
de niveau, permettent d'obtenir assez rapidement le
volume d'cau filtrée désivé. Cet appareil est donc d'une
tres grande simpheité et d'une marche automatique.

On a parlé du nettovage trés fréquent que récla-
merait le filtre Chamberland; il est certain, en effet,
(que st I'on dirige cn grande quantité a travers une
batterie de Dougies une cau trés sale, boueuse ou
vaseuse, les pores de la porcelaine sont assez promp-
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tement obstrués; il n'y a guére que les filtres (ui ne
filtrent pas qu1 présentent la qualit¢ trés peu remar-
quable de laisser passer a leur travers avec les hquides

Filtre de ménaze a Lrois bougies pouvant fonctionner
en tous lieux.

la majeure partie des impuretés de toute espéce qu’ils
renferment. Il n’est pas besoin de s’étre occupé long-
temps de Ghimie pour savoir qu'un liquide, un peu
louche, passe mal au bout de tres peu de temps au
travers d'une feuille de papier-filtre dont les pores
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ont cependant un diamctre beaucoup plus grand que
ceux de la porcelaine, el qui, pour cette raison, lais—
sent passer les bactéries; quol de surprenant qu'il
faille nettoyer de temps en temps la face extérieure
de la hougie Chamberland. Cette opération, toujours
facilitée par la disposition des appareils, n'a pas be-
soin d’¢tre d’ailleurs trés fréquente, quand on use des
eaux habituellement servies anx populations urbaines.
Aprés un mois ou deux d'usage journalier, la bougie
se recouvre d’un enduit glaiveux et terreux, qu'un
coup de brosse pratiqué dans un bocal plein d’eau fait
aisément disparaitre. Peut-on franchementreprocher
a un filtre le besoin qu’il a d'étre nettoy¢ de loin en
loin? Na-t-on pas I’habitude de nettover tous les jours
divers ohjets de ménage, d’essuver les parquets, de
brosser les fauteuils, de battre les tapis, ete? S1 j'in-
siste sur ce petit cdbté de la question, c’est que je
connais beaucoup de personnes qui, sous 'impresston
de critiques puériles et injustifiées, se sont privées des
bénéfices que procure l'usage d'une eau purgée de
tout germe. Que ces personnes se rassurent, une bou-
¢ie peut servir indéfiniment quand on ne la casse pas
par maladresse, et quant a son nettovage, il réclame
moins de temps que celui d'un couvert de table.

Il est cependant une cause d’infection commune a
tous les filtres, et a laquelle 11 est bien difficile d’¢-
chapper & moins d'opérer dans un laboratoire avec
toutes les précautions d’antisepsie emplovées en bac-
tériologie. Lair; comme on sait, est le véhicule d'un
arand nombre de cermes qui se déposent sur tous les
objets et tendent a siintroduire dans les ouvertures

les plus exigues.

SUpposons une boucie Chamberland abandonnée a
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clle-meéme, 1l arrivera nécessairement que quelques
microbes voltigeant au ¢ré des courants air iront se
déposer sur le téton de la bougie, el pourront de la,
cn se multiphant, gagner Pintérieur du filtre en voie
de fonctionnement, de méme quon voit des algues
vertes, parties du sol, grimper conlre les murailles
humides. IEn faisant plonger le titon de labougie par
I'tntermddiaire d'un tube stérilisé dans de Peau filtrée
pure, on arrive a retarder I'infection, et non a la pré-
server, a uowns, je le répete, que le récipient ne soit
solgneusement purgé de germes et en communicalion
avec Fair extérienr au moyen d’ouvertures garnies de
lampons d’ouate.

Le danger qui peul rvésulter pour la santé de cette
infection des eaux filtrées par voie atmosphérique
ne me parait pas sérieux, étant admis et démontré
que nous 1nspirons tous les jours a Paris de 50000
a 100000 microbes par vingt-quatre heures, lesquels,
suivant les cas, sont introduits dans Parbre pulmo-
naire et dans le tube digestif par la déglutition des
aliments, de la salive el du mucus nasal. D aillcurs,
quel est le consommateur d’eau {tlirée qui s’astreint a
stériliser les carales ou l'eau esl recuc el les verres
ot elle est bue; pour absorher de I'eau sans microbes,
il faudrail encore aller plus loin, 1l serait 1ndispen-
sable de se stériliser les lévres, et surtout la bouche,
qu1 fourmille de bacléries vivantes.

Iin analysant plusieurs échantillons d’eaux stéri-
lisés d'un volume de 1oo% d’eau avanl servie a rincer
la bouche de plusieurs personnes. deux heures apres
le repas, j'at trouvé que le chiflre des bactéries con-
lenues dans celte eau de lavage variail entre 10 mil-
lions el 1oo millions par centimélre cube; soit de 1
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2 10 milliards par ablution buccale, et je dois ajouter
que, parmi ces microbes qui avaient élu domicile
dans les espaces interdentaires et a la surface de.la
muqueuse de la bouche, un assez grand nombre
d¢terminérent rapidement la mort des cobaves et
des souris auxquels 1ls furent 1noculés.

Vouloir se débarrasser complétement de tous les
microbes est une conception utopique; d’ailleurs,
beaucoup de nos aliments ne doivent-ils pas leur ten-
dreté, leur saveur spéciale et fort appréciée a la col-
laboration active et recherchée de certaines bactéries?
Le but des filtres est surtout, et c’est 1a le seul point
a retenir, de nous débarrasser des microbes dange-
reuxr amenés dans les eaux par les manipulatious
industrielles, par le lavage du linge souillé des déjec-
tions des malades, ou encore par 'écoulement direct
des eaux d’égout dans les riviéres. Quant aux mi-
crobes de Pair, s1 les eaux pures et filtrées peuvent
en introduire quelquefois dans notre 1ntestin, 1l est,
je le répete, un acte physiologique, celul de la respi-
ration, qui se charge de compléter singuliérement
cette infection au point de vue du nombre et de ]a
vari¢té des espeéces bactériennes et cryptogamiques.

Stérilisation des eaux potables par la chaleur.

Quand on chaulle une eau commune de la tempé-
rature ordinaire a 100°, elle perd une grande partie
des organismes microscopiques qu elle renferme, mais
non pas tous, ainsi qu'il résulte des travaux déja
anciens de MM Pasteur, Chamberland et Breleld;
M. l¢ professeur Tyndall a, il est vrai, soutenu une
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opinmion contraire, a laquelle les faits expérimentaux
viennent malheureusement donner un démentr.

Voici les expériences que j’a1l mstitudes il v aenvi-
ron sept années pour établirla disparition progressive
des bactéries dans les eaux soumises a I'action de la
chaleur (). Dans une marmite de fonte d’'une capa-
cité de At & 5lit) préalablement portée vers 300° et
refroidie, on introduit ’eau sur laquelle on veut
expérimenter. Cette eau fait immédiatement Fobjet
d'une premiére analyse, puis on la porte brusquement,
par exemple, a 45°; aprés 'avorr m:{in tenue un (uart
d’heure & cetle température, on fait un second dosage;
nouvelle ascension bruscque de Pean a 50°, puis, apres
15 minutes, nouvelle analyse; ainsi de suite jus-
qua 100. Un systéme de chaullage assez puissant
doit permettre I'élévation trés rapide du hiquide aux
étapes thermométriques indiquées; dans mes expe-
riences, la durée de ces ascensions successlyves n'a
pas excédé une demi-minute.

En second lieu, pour caleculer la rapiditc avee la-
quelle I'eau ainsi traitée, abandonnce a Pair, a la
chute des impuretés atmosphériques, et aux germes
des microbes qui ont résisté a 100°. récupere un
chiflre d’organismes équivalent au chiffre primiuf, 1l
suffit d’échelonner de nouveaux dosages de 12" en
122 ou de 24" en 24"; je n’al pas besoin de le dire,
ces expériences doivent ctre évidemment ent.ourées
des précautions usitées en micrographie; les pipettes
servant a prélever Peau doivent étre rigoureusement
purgées de germes, et les thermomeétres plongés des le
début dans l'eau pour en mesurer le degré de chaleur

(") Semaine Medicale, v 31 juillet 1884,
10
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doivent ¢tre stérilisés soit a4 une haute lempérature,

s1 leur échelle le comporte, soit au moyen des acides

ou du sublimé.

Le Tableau 1, ci-dessous reproduit, a été obtenu
avec de 'eau de la Seine (?) puisée en juin 1884 au
robinet de mon laboratoire de I'Observatoire de

Montsouris.
TABLEAU I.

Eau de la Seine du bassin de Villejuif (7).

Baetéries
Temperature par
de I'cau. centimeétre cube
Yo PP 464
45° pendant 15 minutes................ 396
ghe 090900000 perwrmgmeerag gy m 38
65° e 20,8
75" Bl eiAddlnid sABBbbS 9,6
850 i 6,6
gof 0 s s . 2,3
100° P 3,3

La méme cau abandonnée a 24° aprés I'ébullition donne :

Apreés 24 heures................. . 2,4
Apues 48 heunes ;. .r ve: swwmsgepe -5 2 coe LG

A une dizaine de jours dintervalle, une nouvelle

expérience est faite de la méme facon avec de l'eau
de la Seine puisée a lvry, au voisinage des pompes
¢lévatoires de Port-a-PAnglais.

Les résultats obtenus sont consignés dans le Ta-
bleau 11.
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TasLreAayu 1L

Lau de la Seine, puisce a lvry

Bacleries
Temperature

par
de 'eau. centimetre cube
o 848
/30 d: 5 3 o
10° pendant 15 minutes. ... .. .. 640
500 M Y. .. A, 132
(Ho° ) . 40
™ m.oopyrmmger PL) g,
0 T 26
900 ................ 14,4
LOO° g BRIM....... ... 9,2

La mcéme eau abandonnée a4 27° aprés 'ébullition donne :

Apres 24 heures. .. ...

: 6
Apreés 48 heures.........

b

[N

.............. 107

Les Tableaux I et II prouvent que le chiffre des
bactéries des eaux potables va en diminuant avec des
vitesses variables de la température ordinaire, a 100°
L’exphcation de ce fait a été fournie par mes
recherches antérieures sur la résistance des schizo-
mycetes a la chaleur (1),

De la température ordinaire a 45°, on voit les eaux
s’appauvrir faiblement en bactéries, ce qui tient a ce
que la plupart des microbes supportent assez aisé-
ment ce degré de chaleur déja désagréable pour les
cspeéces antmales; cependant plusieurs mierococcus et
quelques bactériums {ragiles sont fortement touchés,
et, s1la température de 45° est longtemps maintenue,
on les voit disparaitre peu a peu et pour toujours.

() Annuaire de Montsouris pour Fan 1881, § VIL, p 453,



181 GIIAPITRE V.

A 30° et 550, les Tableaux accusent une baisse trés
considérable (de 10 a 1) dans le nombre des orga-
nismes microscopiques vivant dans les eaux potables,
ce qui est dit a la disparition prompte el définitive
des bactériums communs et de beaucoup de micro-
coques. A 60°, les muccdinées, les algues et la majo-
rité des coccus périssent a leur tour.

De 60° a 80°, I'analvse quantitative n’accuse pas une
diminution bien sensible du chiffre des microbes; a
'exception de quelques especes rares qui ont Ja sin-
culiére faculte de pulluler vers 7o0°, les bactéres
adultes sont mortes et le hquide ne renferme plus que
leurs cermes qui vont a leur tour s’affaiblir et dispa-
raitre plus ou moins complétement sous 'action crois-
sante de la chaleur.

Les liquides nutritifs ensemencés avec de l'eau
portee entre 60° et 50° se peuplent a peu pres exclu-
sivement d’espéces bacillaives.

Apres 15 minutes d’é¢bullition, les échantillons
d’eau sur lesquels j’ar opéré venfermaient encore en
moyenne quatre germes de bacilles par centimetre
cube.

Je désire surtout insister sur ce point capital, a
savolr, que I’ébullition maintenue pendant quelques
temps purge 'ean d’organismes microscoPiques'dans
la proportion de g5 sur 1000. Ces chiflres n’ont rien
d’absolu et dépendent, on le comprend aisément, de la
nature des microbes vépandus dans les eaux. Si une
eau renlerme umquement des bactériums et des
microcoques, une ébullition de quelques minutes suffit
pour la purifier complétement; si, au contraire, les
sermes des bacilles y sont nombreux, sa purification
est lente, pénible, incompléte, et ne peut étre obtenue
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méme au prix d’une température de 100 soutenue
pendant plusieurs heures.

Plus réecemment mon ¢léve et ami M. Wada, ingé-
nieur, chef du service météorologique a I'Observatoire
impérial de Tokio, s’est live¢ dans mon laboratoire a
quelques recherches analogues dont les résultats sont
consignés dans les Tableaux I1I et IV Cet expérimen-
tateur n’a pas opéré d’une facon identique a celle
qui a été décrite plus haut; Peau puisée au robinet
¢tart 1ntroduite dans un vase mdétallique de faible
dimension, puis élevée assez rapidement a 50°, dans
une seconde expérience, a 60°, 70°, etc. Chaque fois
on notait la durée de I'ascension de la température,
qui a varié de 3 a 1o minutes; enfin, la température
que I'on voulait obtenir, maintenue pendant 10 mi-
nutes, on proccédait a I'analyse par ensemencement
dans des plaques de gélatine peptonisée.

TABLE.AU I1I.

L de I’Oureq.

Bacteries
Temperature par
de Tean. centimelre cube
M SBeSRA Lol N L0 - - B . 0] Mo - EE - 460800
I%® PATGIRL! 0 T inules. ;. sbidbbetd (oo
Ho° By 0 =g A (Go)
=0° e 88,8
8o° ) fia, 4
(0° 5 @000 B..-®. g - 2l 1
100° pendant ro minutes.. ........... 0,9
100° pendant 20 minules. . ... 0,0

143,
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TabLEAU IV,

Fau de ln Vanne, puisee au réservoir de Monlrouge.

Ractéries
Température
e I'ecan.

par
ceptimétre cuhbe.

J0° pendantl o mnules.. ..., %
e 0 g o=l s B

=y O
~0
Rﬂﬁ
@ 2 m-EFEI-TIEER- 0
100° 0

100° pendant 20 minutes. .

Les expériences de VM. Wada. comme celles aux-
(quelles je me suis livré, démontrent que c’est entre
les températures de 14° et de 50° que disparaissent
la majeure partie des micro-organismes des eaux.
’assé go°. 1ls deviennent excessivement rares; a 100°,
on constate difficilement la survivance d'une bactérie
par centimelre cube quanfl on emplole la gélatine
nutritive.

Ces eaux, sl appauvries en micro-organismes par
quelques minutes d'¢bullition, récupérent assez vapi-
dement le chiflre des bactéries perdues, quand on les
abandonne au contact de T'air (voir les Tableaux 1
et IT). Généralement le chiffre des bactéries a plutot
diminué quaugmenté aprés une attente de 24 heures,
ce qui tient vraisemblablement a I'action poursuivie
de la chaleur aprés I'¢bullition et pendant le refroidis-
sement du vase, mais 48 heures plus tavd la pullula-
tion des bactéries est telle que ces eaux chauflées se
chargent d’'un nombre de bactéries habituellement
supérieur a celm qu’elles accusaient avant d’étre sou-



ANALYSE MICROGRAPHIQUE DES EAUX. 187

mises & l'action de la chaleur. On sait que ce phéno-
meéne est di a la destruction des virus bactériens.

De cet ensemble de faits, on peut conclure qu’en
I'absence de filtres parfaits, on débarrasse les eaux sus-
pectes de presque tous les microbes qu’elles renfer-
menten les chauffant durant quelques minutes. L'expé-
rience ayant démontré, d’autre part, qu’il n'existe pas
de bacteries pathogénes dont les germes puissent ré-
sister @ 100°, on peut conclure que I'ébullition préa-
lable des eaux est un moyen prophylactique certain
contre les épidémies qui ont pour origine la diffusion
des bactéries par les eaux potables.

L’eau portée a 110°-115°, pendant un cuart d’heure,
ensemenceée a la dose de un a plusieurs litres dans
des milieux favorables a la culture des bactéries, se
montre rigoureusement privée de tout germe; c’est en
se basant sur ce fait que plusieurs industriels ont con-
struit des appareils destinés a stériliser les eaux jugées
pathogénes. L’appareil qui semble remphr les meil-
leures conditions a cet égard a été recemment con-
struit par MM. Rouart et Geneste-Ilerscher.

Cet appareil (voir fig. 25) se compose : 1° d’une
chaudiére A ; 2° d’un échangeur B; 3° d’un clarifica-
teur D, et, quand cela est nécessaire, d’un complément
d’échangeur C.

La chaudiére est formée d’un serpentin E dans
lequel circule I'eau & purger de germes et d'un petit
réservoir A servant de régulateur. L’échangeur con-
siste en un serpentin I dans lequel passe I’eau stéri-
lisée; ce serpentin est enfermé dans un récipient B
parcouru par F'eau a stériliser;le complémentd’échan-
geur C comprend un serpentin, faisant suite a I'é-

changeur B et placé dans un réservoir ouvert a sa
16. .
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partie supérieure; enfin, le clarificateur D est simple-
mentun appareil filtrateur formé de couchesde gravier
superposécs; il est destiné a arréter au passage les ma-
tiéres tenues en suspension dans I'eau portée a haute
température.
La stérilisation s’opére de la facon suivante :
[.’eau de la ville amenée par un robinet dans le

pE N

-

.Illllllllll\uu...

7T (LTS

pg )

Appareil de MM. Rouart et Geneste-Herscher pour stériliser
les caux a haute tempdérature.

tube E pénétre dans le récipient B contenant le serpen-
i, puis se dirige suivant les fléches en passant parle
tube en S, EE, dans le serpentin de chauffage disposé
dans U'intérieur du fourneau ; duvant ce parcours, ['eau
est portee & unehaute tempdératuve et pénétre dans la
petite chaudiére ; puis, en vessort pav la tubuluve FF.



ANALYSE MICROGRAPHIQUE DES EAUX. 189

traverse le serpentin de I’échangeur, le complément
d’échangeur G, si cela estnécessaire, et enfin se clarifie
a travers le filtre de sable D.

L’échangeur a pour elfet de réaliser une économie
dans le combustible; par son emploi, I'eaun & stériliser
s’échauffe et P'eau stérthisée se refrordit; elle arrive
dans le serpentin du fourneau a une température déja
élevée.

La marche du liquide a stériliser est réglée de facon
telle que l'eau sort portée, pendant dix minutes a un
quart d’heure, 4 une tempéralure comprise entre 115°
et 130°; avant de commencer 'opération, pour purger
de germes les serpentins de I'échangeur et du elarifi-
cateur, on dirige dans le svstéme un courant de vapeur
sous une pression de deux atmosphéres environ, ce
qui équivaut a un lavage avec un élément stérilisant
porté & 135°; les constructeurs de cet appareil esti-
ment qu'il suffit de 1% de charbon pour stériliser roo'™
d'caus;ils en préconisent Pemploi dans les lreux et
localités ou réenent des ¢pidémies dues a l'ingestion
d’une eau potable souillée de microbes pathogcnes,
dans les hopitaux, les casernes et en un mot dans les
localités oit on a lieu de suspecter que les habitants
seront assez négligents des régles de 'hvgiéne élémen-
taire pour s’abstenir de soumettre les caux contami-
nées, soit a la stérilisation par I'ébullition, soll au
moyen de filtres reconnus d’un usage cxcellent.

Les municipalités etlesadministrations nesauraient,
en effet, trop se préoccuper de servir aux habitants des
villes et des campagnes, aux enfants des écoles, aux
soldats des casernes, aux marins, etc., une eau d’une
pureté microbienne a peu prés absolue, et \'eiller' a ce
qu’aucune cause de contamination directe ou indi-
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recte puisse polluer les cours d’eau et les sources.
Dans le cas oil une épidémie prendrait naissance, il
serait de-leur devoir de déclarer comme obligatoire.
et aubesoin d'imposer, 'usage des caux stérilisées soit
au moyen de filtres efficaces, soit bouillies a 100° ou
a une température plus élevée. La vie d’'un homme a
bien sa valeur a c6té du prix 1nsignifiant auquel re-
vient le litre d’eau purgce de germes qu’il peut con-
sommer en vingt-quatre heures.
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