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Les fleurs Lrés nombreuses el densément i'ml)riquées sonl pédicellées el
munies d'une petile bractée mewmbraneuse, un peu en forme de coupe el
denlelée au bord. Les sépales el les pélales sonl oblongs el légerement den-
lelés dans le haul. Ces caracléresdu périanthe sont ceux de la fleur femelle.
Les 6 étamines, qui sonl opposées aux divisions du calice el de la corolle el
sonl réunies en anueau i la base, les dépassent lrés longuemenl. Au centre
de la fleur se trouve un ovaire rudimentaire surmouté par lebduche de
3 stigmales,

Présente 5 la Scclion Bolanigue en sa séance du 12-5-45

SUR QUELQUES METHODES DE CONCENTRATION
ET DE SEPARATION DES MICROORGANISMES

par Marcel Locquis.

Mon inlention n'esl pas, dans celle courle nole, de passer en revue les
méthodes de conceulration el de séparalion mises au point jusqu'a ce jour,
par de nombreux auteurs, spécialement en coprologie microscopique. Elles
se lrouvent condensées avee loules les références uliles dans le trailé de
microscopie de Laxgenox par exemple.

Sur quelles propriélés sonl basées ces méthodes ? Toul (I abord sur des
propriélés purement physiques tefles que la densité el la modillabilité et
sur quelques propriétés chimiques. Ces derniéres foul intervenir des réac-
tions, dissolulion par exeutple, souvent fort complexes et ne soni jamais

~séparées des méthodes physiques qui restenl dans tous les cas indispen-
sables. :

Paemi les méthodes récentes ou peu connues, spécialement ulilisées pour
la séparation el la concentration des m'qanlhmex‘ trés pelils comme les
spores el les bacléries, deux me paraissent pouvoir étre améliorées du poinl
de vue lechnique.

Il s’agit de la flotlation {on monssage) d'une parl, de la décantalion
d’autre parl. '

. Flottation ',

La flotlation proponsée par Dogyon el Duvoxtir en [94L pour la concen-
tration de bactéries en suspension dans un mllleu liguide "est vne operdllon
qui est industriellement appliquée pour lu séparalion de certains minerais
du stérile qui les accompagne. :

IEn Lechmque mlcmscoplque celle opuatmu peul se pmllquer avec le
petit Z‘lppdl‘ell trés simple de Doaxox et Desoxter que 'on Lrouvera déeril
dans le (raité de Stcuy : Le microscope, emplols el prllcalzons, V. 1.
1942, ' ,

Celte méthode peut étre perfectionuée el servir non plus a la concentra-
tion pure el simple des microorganismes, mais aussi a leur séparalion par

1. Consulter pour I'ensemble de cetle technique 'exposé de A. Doanon : Concenlra-
tion ct séparation par les mousses, Quelques applications chimiques et baclériologiques,
in Ael. Se. el Industr., 1 : Suar les phénoménes de mounillabilité el les applications de
ves phénoménes, 1942,
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différence de (aille, de densilé ou de mouillabilité. Pour ce faire, il faul
modifier le cylindre mousseur de Docyox el DuvonteT suivant le schéma ci-
joint (cf. fig. D) en remplagant la parlie tronconique supérieure de ce
cylindre par uune portion renflée surmontée d'un tube recourbé Lrés courl.

Le liguide conlenanl en émulsion les élémenls & séparer est inlroduit dans
la partie eylindrique du tube de maniére 3 la remplir complétement sans
entrer dans la parlie sphérique. Les mousses sonl {formées par un courant
d'air injeclé dans le liquide par la tubulure inférieure effilée. Dans ces
mousses passent successivement les particules amorphes puis les éléments
microscopiques par ordre approxihmalif de grossear ou de densilé ou de

Pl 1 : Tube a séparalion A et B, vues longiludinales 4 90° 'vne de laatre. C, coupe

transversale (3, orifice d'entrée ¢ 2, orifices pour prélevements ; 3, « ecrans »t. — Cylindre
mousseur de Doexox-Duvoxrer modiiié : ) (5, tube de soufllage ; 6, corps du cylindre ;
7, verre récepteur). — Microentrainement : E, I, G, H (8, fils (l(, verre fixés par deux

goutles de lut ; 9, goutte de liquide ; 10, buvard ; 11, pipette).

mouillabilité. I est lucile de mellre & profil ces propriélés pour les sépa-
ver en méme temps qu’on effectue leur concentlralion. 11 sulfit de régler le
courant gazeax émulsionnanl de Lelle facon que les mousses smenL tout
entiéres contenues dans la parlic sphérique ; périodiquement on augmente
pendanl quelques secondes la vilesse du courant d'air qui chasse ainsi une
certaine quanlité de mousses dans le (ube supérieur ; on recueille ces
mousses dans un verre de monlre ou directement sur lamelle, on les laisse
reposer quelques mstanls, on recouvre d'une lamellule el on observe, On
conlinue I'opération aussi lon"Lemps el on effectue des prélévements aussi
nombreux qu'il esl nécessaire pour obtenir une préparalion contenant les
elemenh inléressants. .
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Remarquons.tout de suile que cette méthode permet, dans certains cas,
d’obtenir une séparation d'éléments intéressantls, séparalion qu’il aurait été
impossible d’obtenir par sédimentation ou centrifugation fractionnée par
exemple. En effet, dans la flotlation intervient comme principal facteur
physique de la séparation non pas seulemenl la densité ou la grosseur des
éléments, mais aussi 'étal phyecique de leur surface. It cet élat physique est
absolument indépendant des deux autres propriétés. Ou peul améliorer
encore certaines séparations par 'addition en quantilés infimes d'élément(s
facilitant I'émulsion Llels que des électrolytes : chlorure de sodium, sulfate
d’ammoninm par exemple ou des agenls mouillants : Fnerpon, mucine;
saponmine, elc...

Entrainement.

La deuxieme mélhode ou mélhode d’entrainement peut élre pratiquée
des deux facons originales suivantes :

. — Macroentrainement.

Par utilisation du Llube & séparalion (schémalisé sur les figures A, B, C.

Ce tube donl les dimensions doivent élre adoplées & chague cas parlicu-
lier eslL 4éparé en pelils compartiments par une série de petits « crans » trés
peu saillants (1/2 2 T mm.}. Iin regard de chacun des comparlimenls ainsi
délimité se trouve unc perforation dans la paroi du tube permetlant de
faire des prélévements avec une micropipelle : une grosse ouverlure a
I'une des extrémités permel l'introduction du liquide a étudier.

On peut utiliser ce tube de verre de deux fagons dillérenles :

a) Lorsqu’on ne dispose que d’une petilé quantité de liquide a étndier
on verse celui-ci par I'ouverture (1) le tube étant incliné el préalablement
mouillé intérieurement. On raméne ensuile lenlement le {ube dans la posi-
tion horizontale en laissanl écouler le liquide le plus doncement possible
dans la partie lisse du Lube. Lorsque celui-ci o atteinl l'aulre exirémilé on
fait effectuer an tube une brusque rotalion d’uu quart de lour qui a pour
but de séparer le liquide en un cerlain nombre de fraclious en le faisanl
écouler dans les différents couipartimenls de la partie « cranlée ». Celle
séparation eflectuée il ne reste plus qu’a prélever avec une micropipetleldans
les diflérents compartiments un peu de liquide pour I'examiner. Les élé-
menls en suspension dans le liquide se répartissenl & peu prés par ordre de
grosseur el de densilé, les plus pelils el les moins deuses étant entrainés
le plus loin de I'extrémité (1). _

b} Lorsqu'on dispose d'une quaulité de liquide plus grande on peul se
servir du Lube en marche continue de la fagcon suivante : on fait écouler
lenlemenl le liquide sur la parlie craulée, le tube restant immobile celle
fois-ci pendant loute la durée de I'opération. On termine par un- lavage
avec un liquide approprié el -on préléve un échantillon dans chaque com-
partiment comme précédemment. Le poiul délicat de 'expérimentation est.
lg réglage du débit du liquide. Plusieurs essais sont souvent nécessaires. La
précision du fractionnement du tube en marche continue est heaucoup plus
grande que celle que 'on peut oblenir par n'imporle quelle aulre méthode,
elle dépend surtout du débit du liguide et de la longueur du tube.
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. — Microentraineb;ent’.

On peut utiliser 'entrainement par 'eau d’une toul aulre maniére pour
effectuer une concentration de microorganismes. Celle aulre méthode a le
gros avanlage d'élre applicable a des quantilés infimes de liquide (de
I'ordre du millimélre cube) elle ne permel pas, par contre, la séparation des
élémentls de Llaille ou de densilé dilférentes. :

Comme pout le macroentrainement il y a deux variantes & cetle méthode.

a) Lorsqu’on ne dispose que d'une goulte de liquide. On place sur une
lame deux fils de verre diamélre légerement supérieur au diamélre des
microorganismes éludiés {fig. IX et I). ’ 7

Ces fils de verre sonl immobilisés dans la posilion indiquée par la ligure
a l'aide de deux goullelelles d'un lul quelconque sirupeux. Ges deux goul-
lelelles doivenl élre assez écarlées pour élre situées ulléricurement e
dehors de la lamelle couvre objel.

On place la goulte a éludier & P'inlérieur du segmenl délerminé par les
deux fils el on recouvre d'une lamelle avec précautions. On aspive I'exces
de liquide s’il v a lieu avec une bandeletle de buvard du coté convexe du
segment. On peut alors effecluer la concentralion des deux manieres suni-
vantes : R

“— On lute les bords de la préparation au lut de Roxbeav pu Novew
el on laisse sédimenler verlicalemenl la préparation dans une boite &
raiures en disposant le bord courbe du segnient vers le bas. A la longue
lous les microéléments se rassemblent dans la concavité du fif (lig. I1).

— On elfeclue plus rapidement ceile concenlralion en immobilisunt la
lamelle aux qualre angles par un peu de lut pileux el en faisant passer umn
peu de liquide avec une micropipetle et une bandeletle de buvard ou de
papierfiltre. Les éléments s'accumulent alors daus la concavilé de la ceilule
délerminée par le fil de verre {fyg. I7).

b) Lovsqu'on dispose de quanlité de liquide relativement plus grande
(plus d’'une goutte) on peul modifier ainsi le procédé ;. on ne laisse subsis—
ter de la cellule que le fil arqué el on elfectue direclement lu concenliration
sous la lamelle couvre objet en introduisant le liquide par le bord opposé aw
coté concave du lil avec une micropipelle el en I'aspirant au bord opposé
avec une bandelelte de papier liltre. On. termine le montage comme précé-

“demment (fig. G).

Notons que toules ces opérations peuvent en tout ou en parlic étre lailes
& chaud el que par conséquenl les objets aiusi concenlrés peuvent étre
montés dans un milieu qui deviendra solide par refroidissement : glycérine
gélalinée par exemple.

Dans le cas ott le montage définitif a lieu en milieu fluide, il importe de
conserver la préparation soit & plal, soil verlicalement, la convexilé de la
cellule segmentiforme élant tournée vers le bas afin déviler un déplace-
ment des microorganismes ainsi concentrés. 1l vasans dire que les méthodes
que je viens d'indiquer ne sont pas exclusives el peuvenl avec avanlage
élre combinées entre elles el avec d'autres. Toules les fanlaisies raisonnées
sont laissées au choix de 'expérimentatenr.

Lyon, déc. 1944,

Présenté 4 la Section de Microscopie en sa séance du 20-1-55.
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