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Les méthodes de numération des germes microbiens

Par Emile Novel

(Service d’hydrobiologie et de microbiologie des denrées alimentaires Geneve)

Introduction
Dés le début de la science naissante qu’était alors la bactériologie — il y a
moins d’un siécle — nombre de chercheurs se préoccupérent de I’évaluation du

nombre de germes que pouvait contenir un matériel donné par unité de volume.
L’intérét scientifique seul conduisait les expérimentateurs qui se contentaient de
formuler un chiffre absolu mettant en évidence la présence de 6 millions de
bactéries au ml dans une eau d’égout (Miguel) (1) ou I’extréme richesse en germes
de la poussiere qui comporte de 1 & 2 millions de microbes au gramme. L’on
remua le sol a des profondeurs diverses pour en déterminer la teneur en micro-
organismes ou l'on en trouva plus que l'on ne pouvait I’imaginer (800 000 a
900 000 germes au gramme en moyenne). L’on fouilla les couches de I’atmo-
sphére pour y déceler ’ermite microbien qui, 2 3 000 metres d’altitude, virevolte,
unique, dans un espace vital d’'un meétre cube; I'on traqua, microscope en main, le
germe solitaire qui a chacune de nos expirations le libére des attaches préhen-
sives des cils épithéliaux bronchiques échappant au sort malheureux de ses 599
confréres inspirés en méme temps que lui. Il n’est pas jusqu’a la glace, la neige,
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la grele méme qui n’aient été ’objet de dénombrements répétés. Bref, nul microbe,
hormis les ultravirus — invisibles au microscope optique, mais non au microscope
électronique — ne put se dérober aux regards scrutateurs de I’inquisition quanti-
tative micrographique. Cette «libido numerandi» ne s’apaisa que pour reprendre
un cours moins académique le jour ou 'on s’apergut que I'on pouvait tirer de
’analyse quantitative des arguments aussi décisifs que péremptoires susceptibles
d’éclairer, par leur utilité directement pratique, de nombreux problémes de portée
médicale, prophylactique, hygiénique, sociale et économique.

L’eau, la premiere bénéficia de cet engouement «numératif> et I'on chercha
le critére sérieux permettant de déclarer potable ou non une eau quelconque,
qu’elle fiit de source profonde, de nappe phréatique, de lac souterrain ou superfi-
ciel, de puits, de fleuve ou de riviére.

Ce sont les hygiénistes qui s’ingéniérent A trouver une base scientifique qui,
en dehors de I’ examen chimique habituel, puisse permettre de rejeter ou d’accepter
une eau comme potable. Et ce critére fut, entre autres, le nombre de micro-
organismes bactériens présents au moment du prélévement dans I’eau soumise aux
investigations et a I’approbation des analystes.

Dés I'instant ot I’on entrevit que nombre de maladies avaient pour véhicule de
contage ’eau, les bactériologistes déniérent toute importance a I’analyse chimi-
que — ce qui est faux — pour glorifier la valeur absolue de ’analyse bactério-
logique qualitative aussi bien que quantitative. Il peut sembler, au premier abord,
en effet, que quelle que soit sa charge en nitrates, en nitrites, en ammoniaque,
en matiéres organiques, I’eau en examen ne saurait étre suspectée si, par ailleurs,
elle ne contient aucun germe pathogéne tels le vibrion cholérique, le bacille typhique
ou ses proches parents phylogénétiques comme les bacilles paratyphiques et autres
Salmonella, les bacilles dysentériques (Shigella), Pasteurella tularensis (agent de la
tularémie), les leptospires pathogenes, voire les virus de la poliomyélite, le virus
de Coxsakie, et j’en passe.

Si, de fagon certaine, I’eau qualifiée de pure n’est pas un milieu assurant, a
proprement parler, une multiplication facile des germes microbiens — car nulle
bactérie pathogéne n’y trouve les conditions favorables & une reproduction mas-
sive — elle rend possible une vie latente, vie inhibée, amoindrie, durant laquelle
I’élément microbien rassemble ses énergies de fagon a «durer» cofite que colite
jusqu’au moment ou, porté en un milieu nouveau, il trouvera les conditions eugé-
nésiques qui lui permettront de faire souche avec abondance et rapidité. Peu de
germes, en effet, méme ceux que 'on nomme hydriques rencontreront dans I’eau
pure les aliments nécessaires et indispensables & leur nutrition. Mais, dés que 'eau
posséde une richesse en matiéres organiques et en sels minéraux plus élevée que de
coutume, et c’est 13 que I’analyse chimique trouve toute son utilité, elle joue le réle
d’un milieu, pauvre encore, mais d’une richesse suffisante pour permettre la végéta-
bilité active d’un plus grand nombre de germes. Bien que le rapport teneur en
matiéres organiques — nombres de microgermes ne soit pas conditionnellement
proportionnel, il P’est le plus souvent et I'on peut affirmer qu’une eau suspecte a
I’analyse chimique est presque toujours condamnée a l’examen bactériologique,
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alors qu’on ne saurait assurer que la réciproque soit obligatoirement vraie: une eau
pure, chimiquement, peut étre déclarée non potable du point de vue bactério-
logique.

I est entendu que pour la détermination de la potabilité d’une eau c’est ’ana-
lyse bactériologique qualitative qui est d’un intérét prédominant. Mais Ianalyse
quantitative est loin d’étre superflue. Indépendamment de sa valeur strictement
scientifique, elle permet de mettre en évidence la pollution habituelle ou acciden-
telle, entre tel point et tel autre dans le parcours d’une canalisation; I’état de pro-
preté ou de souillure d’un réservoir, ’eau destinée a étre emmagasinée pénétrant
avec une richesse de 80 germes au ml par exemple, et en sortant avec plus de 2 000
germes. Elle nous renseigne sur la qualité d’un filtre ordinaire ou sur les défi-
ciences passageres ou définitives d’une masse filtrante (filtres a sable submergé
ou non submergé, filtres & charbon, etc.). Elle rend possible le contréle suivi d’une
installation de javellisation ou de verdunisation et permet de juger de la solution
hypochloritée utilisée, en fonction du brassage, du débit et du temps de contact;
elle fournit de précieuses indications sur la rapidité de stérilisation d’une eau
par un quelconque procédé chimique utilisant les dérivés chlorés, les perman-
ganates, 1’ozone, Iiode, les sels ferriques, etc. comme agents désinfectants. Clest
également au moyen de l’analyse quantitative que ’on peut déterminer, entre
autres, la valeur relative de divers bactéricides et établir la dilution minimale d’une
solution antiseptique a utiliser vis-a-vis de telle ou telle espéce microbienne. Ces
quelques exemples suffiraient déja A nous montres I'intérét directement pratique
de I’analyse quantitative. Mais ce n’est pas tout!

En bactériologie technique, qu’il s’agisse de bactériologie laitiére, ou de tout
autre denrée alimentaire, agricole et industrielle, la détermination du nombre des
germes dans un matériel quelconque, joue un réle réellement prépondérant. Ce
sont les changements bio-chimiques de ce matériel qui ont le plus d’importance.
Mais ces changements sont sous la dépendance directe des enzymes présentes dont
la production et ’activité est fonction du plus ou moins grand nombre des bac-
téries et des diverses espeéces microbiennes qui les produisent. C’est surtout en
industrie laitiere que I’analyse bactériologique quantitative a pris toute sa valeur.
Le lait, en effet, est un produit éminemment périssable et sa durée de conserva-
tion dépend uniquement de sa pouvreté en germes. Des lors, on s’est ingénié 2
limiter au minimum les pollutions considérables auxquelles il est soumis durant
la traite déja, puis pendant le premier transport a la fruitiére, lors du filtrage
et de la réfrigération, bref pendant toutes les nombreuses manipulations par les-
quelles il passe avant d’arriver au commerce de détail et enfin au consommateur.
La teneur en micro-organismes peut donc étre utilisée comme critérium servant a
qualifier le lait tout au long de sa «vie» itinérante.

Si le lait est théoriquement stérile en la mamelle productrice, il se contamine
rapidement: le premier jet sortant du pis peut renfermer déja de 500 a 1200
bactéries au ml. Dés le contact avec le seau de traite, la contamination d’origine
externe augmente rapidement. Il est avéré, en effet, que le nombre élevé de
germes dans le lait dépend bien plus de son contact avec des récipients de traite
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et de transport malpropres et avant tout d’un refroidissement défectueux que d’une
traite négligée. Prucha (2) et ses collaborateurs ont montré que I'usage de bidons
venant d’étre nettoyés et encore humides pouvaient ensemencer le lait de 30 000
germes supplémentaires au ml et augmenter ainsi d’autant sa teneur en micro-
organismes. Lors de la clarification ’augmentation du taux des bactéries du lait
peut atteindre 100 %o (Inerney) (3).

La contamination secondaire porte rapidement la teneur microbienne (Gui-
tonneau et collaborateurs [4]) a plusieurs millions, voir dizaines de millions de
micro-organismes et lorsque le lait caille il peut contenir jusqu’a 5 milliards de
germes au ml.

Le nombre de germes a permis de classer les laits en laits de diverses qualités:
le lait garanti ou certifié ne doit pas dépasser une richesse de 10 000 germes au ml,
la qualité A ne peut renfermer que 200 000 bactéries au ml, la qualité B que
750 000 micro-organismes au ml, la qualit¢é C qu’un million de microbes au ml
(législation anglo-saxonne).

La teneur microbienne du lait est 'indication la plus précieuse (Dorner) (5)
sur les soins plus ou moins méticuleux apportés a sa récolte et c’est le facteur le
plus important de classement permettant le payement d’un lait selon sa qualité.
L’on a créé des concours de lait propre portant uniquement sur la numération
microbienne effectuée sur les laits recueillis au pis et au seau (Leroy) (6). Les
notes de 0 a 10 furent attribuées aux concurrents d’aprés le nombre de germes
décelé au ml.

L’on a étudié encore le lait complet, le lait écremé, la créme provenant de ce
lait a Porigine complet. L’on a mis en évidence le nombre de bactéries qui se
trouve dans les laits condensés, sucrés ou non, dans les laits desséchés, dans les laits
en poudre. L’on a pu suivre, phase aprés phase, ’augmentation ou la diminution
du nombre des microbes tout au long des divers temps de fabrication de ces dif-
férentes catégories de lait en boite. Il a été possible de pouver (Macy) (7) que
le nombre de bactéries atteignait au moment méme du conditionnement de 500
a 50000 germes par g dans le lait en poudre; qu’une réduction massive de ce
nombre s’opérait durant la premiére année de conservation et qu’au bout de 5 ans
le 99 %o des microbes avait disparu.

C’est grice a Ianalyse quantitative que I’on a pu se rendre compte de effi-
cacité indéniable de la pasteurisation ou de 'upérisation. Il est indiscutable que
seuls les procédés bactériologiques conviennent pour étudier et contrdler le fonc-
tionnement de I’ensemble d’une installation de pasteurisation. L’examen bactério-
logique des laits avant et aprés pasteurisation a permis de constater que cette tech-
nique fait tomber le nombre des germes de 4—5 millions a 8 000 au ml environ.

Mais il a mis également en évidence ce fait surprenant: si la pasteurisation est,
en général et d’une fagon habituelle, un moyen efficace de destruction des micro-
organismes du lait, il est certains cas particuliers ou, paradoxalement, la teneur
bactérienne du lait est plus élevée aprés qu’ avant le chauffage (Ward) (8). Cela
tient simplement au fait que des bactéries thermophiles, facultatives ou strictes,
dont le développement est favorisé entre 37,8 ° et 62 °, se multiplient sur les
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parois des stérilisateurs et ensemencent le lait lors de la pasteurisation elle-méme.
Le dénombrement des germes enfin sert de critére permettant d’apprécier com-
parativement la valeur de tel ou tel procédé ou de tel ou tel appareil de pasteu-
risation (ou d’upérisation).

La teneur en germes de la creme glacée (ice-cream) a été érudiée par de nom-
breux auteurs américains, notamment par Fabian, Olson et Fay (9): elle oscille
entre 10 000 et 80 000 000 de bactéries au ml avec une moyenne de 1 million; le
nombre des germes est d’autant plus bas que les laits ayant fourni la créme sont
moins riches en microbes.

Le beurre a également été l'objet de recherches quantitatives (plusieurs cen-
taines de mille germes au g) et I'on a été bien étonné de savoir que chaque gramme
de fromage pouvait étre peuplé de 10 a 30 millions de bactéries.

Signalons enfin que, dans un autre ordre d’idées, la numération microbienne a
été appliquée non seulement pour déterminer la valeur bactéricide du sang, mais
comme critere permettant de prévoir — par le plus ou moins grand pouvoir bac-
téricide de son sang — la résistance d’un organisme vis-a-vis d’une infection. Les
résultats cliniques obtenus, selon Fajermann et Damme (10), démontrent d’une
facon péremptoire que I’épreuve de la bactéricidie possede une réelle valeur pro-
nostique.

Comme il est facile de s’en rendre compte par les nombreuses et diverses
possibilités d’utilisation citées, et nous aurions pu signaler encore bien d’autres
exemples, le dénombrement des germes microbiens posséde une portée pratique
considérable, et cela dans des domaines trés différents, dont on ne se doute guere
dans le grand public aussi bien que dans les milieux cultivés, voire scientifiques.

Or, que valent les chiffres trouvés? Sont-ce des valeurs absolues? Des nombres
approchés? Lorsque, rapport d’analyse en mains, vous apprenez que ’eau que vous
venez de soumettre a I’examen contient 10 788 germes ou que le lait que vous
buvez renferme 3 758 250 bactéries au ml, vous n’étes pas loin de croire que les
produits analysés possédent effectivement les micro-organismes signalés — pas
un de plus, pas un de moins — par la bulletin de réponse du laboratoire. Il n’en
est rien. Une telle précision est impossible a atteindre. C’est ce que nous alons
tenter de démontrer dans notre présent travail, en nous effor¢cant de donner aux
résultats obtenus une valeur non pas absolue, mais qui serre de pres la réalite,
compte tenu des fluctuations probables dues aux nombreuses causes d’erreurs dont
les difficultés techniques des multiples méthodes de I’analyse bactériologique quan-
titative sont seules responsables.

Les méthodes de numeération des germes microbiens

Les méthodes de numération en vue du dénombrement des germes microbiens
contenus dans un matériel quelconque peuvent étre groupées en 3 catégories, soit:

I Méthodes utilisant 'examen microscopique direct.
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IT Méthodes utilisant les cultures en milieux liquides.
ITI Méthodes utilisant les cultures en milieux solides.

Ces 3 groupes répondent, dans leur ordre, et 2 peu de choses prés chronologi-
quement, a la découverte de ces méthodes et a leur utilisation dans les analyses
bactériologiques.

Aujourd’hui encore ces diverses possibilités d’expertises micrographiques sub-
sistent cOte a cbte. Chacune d’entre elles, il faut le dire d’emblée, présente des
avantages sérieux et des inconvénients réels. Elles ne donnent pas — tant s’en faut
— des résultats exactement superposables et leur choix est conditionné par les
renseignements particuliers que ’on désire obtenir de I'une ou lautre de ces tech-
niques. Si ce sont les microbes vivants seuls dont on désire connaitre le nombre,
il faut s’adresser 2 une méthode utilisant les cultures comme moyen d’investigation.
Si peu nous chaut que les éléments microbiens soient vivants ou morts, 'on peut
utiliser sans autre un procédé microscopique direct qui nous permettra de savoir
quel est le nombre total des micro-organismes dans une suspension donnée.

Nous allons donc examiner quelques-unes des différentes techniques proposées
et nous envisagerons, plus loin, avec le sens critique qui s’impose la valeur respec-
tive de ces diverses méthodes en fonction des nombreuses applications pratiques
auxquelles elles peuvent prétendre.

Les procédés de numération employant I’examen microscopique direct

Rien n’est plus simple, semble-t-il, que de procéder a la numération des germes
d’une suspension microbienne quelconque. En réalité, si 'on veut tenir compte des
nombreuses causes d’erreurs possibles, ce procédé, comme les autres d’ailleurs, est
d’exécution relativement difficile.

En principe, il suffit de déposer sur une surfaca connue ou a l'intéreur d’une
chambre creusée, de volume exactement déterminé, en une lame porte-objet, une
quantité donnée de la suspension a analyser. Puis a 1’aide du microscope (objectif
fort a sec ou objectif a immersion) de compter les micro-organismes se trouvant
dans un certain nombre de champs microscopiques. La relation entre le nombre
de champs totaux et les champs microscopiques examinés, soit par conséquent
entre la surface totale (ou volume) de la chambre et la surface (ou volume) des
champs explorés, permettra mathématiquement parlant, de déterminer aussi exac-
tement que possible, connaissant le nombre moyen de bactéries par champ, le
nombre de germes présents dans [’unité de volume choisie du matériel analysé.

L’examen microscopique direct comporte plusieurs modalités techniques, a
savoir:

a) Pexamen a ’état frais entre lame et lamelle;
b) I’examen apres dessiccation et coloration;
¢) Pexamen a l'ultramicroscope.
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a) Pexamen a Pétat frais

L’examen a I’état frais entre lame et lamelle est un procédé des plus simples
et probablement le plus ancien. Il suffit, en effet, de placer sans préparation
aucune une goutte de I’émulsion microbienne & dénombrer sur un porte-objet et
aprés l'avoir recouverte d’un couvre-objet, de pratiquer I’examen microscopique
immédiat.

Bien des micrographes se sont occupés entre 1850 et 1880 de I’appréciation du
nombre des germes dans un liquide quelconque sans toutefois préciser par des
chiffres la richesse des suspensions. Ils se contentaient, (Cobn [11], Hirt [12]) entre
autres, d’une affirmation subjective, en mentionnant que les liquides examinés
étaient extrémement ou moyennement riche ou, au contraire, pauvre en bactéries.

Il faut arriver en 1896 ou I’école allemande représentée plus spécialement par
Eberle (13), Hueppe (14) (1898) Winterberg (15) (1898) et Liebreich (16) (1910)
utilisa des cellules calibrées, analogues A celles employées pour dénombrer les élé-
ments figurés du sang, dans lesquelles ces expérimentateurs plagaient les suspen-
sions microbiennes. En tenant compte du nombre des champs microscopiques
examinés et du volume total des chambres inspectées, ces auteurs arriverent a
une numération plus facile et dont la valeur — exprimée en chiffres cette fois —
était bien supérieure aux précédents procédés.

Henrigues (17) (1923) pour éviter de compter 2 ou 3 fois les mémes bactéries
mobiles se déplagant plus ou moins rapidement d’un champ a l’autre ou simple-
ment pour diminuer l'intensité, toujours marquée, du mouvement brownien des
particules dans un milieu liquide fluide, stabilise le produit a examiner au moyen
d’un colloide protecteur. Il préconise, pour cela, ’adjonction de 0,5 a 2% de
peptone a la suspension bactérienne.

D’autres micrographes utilisent, dans le méme but, soit la gélatine, soit I’agar-
agar, soit encore un complexe gélose-gélatine a diverses concentrations.

Méthode de Bonifas et Novel (18) (1952)

Les auteurs ont essayé de modifier les cellules hématimetres du commerce et
grice aux bons soins d’'une fabrique d’instruments de précision de la place, ils ont
pu disposer de trois hématimétres modifiés & deux cellules qui sont profonds res-
pectivement de 11, 16 et 18 mp. Il est treés difficile de prévoir la profondeur
qu'aura la cellule aprés le rodage, mais il est facile de la mesurer avec une
extréme exactitude, au niveau de chaque réseau. Ces derniers posséderont donc un
coefficient propre par lequel on multipliera le nombre moyen de bactéries comp-
tées dans un carré élémentaire (1/400 mm?), pour trouver le nombre de bactéries
par centimétre cube. Ce coefficient, pour une profondeur de 16 mp. par exemple,
est de 2,5X107,

La numération, pour étre utile, ne doit exiger que cinq minutes environ. Il
est nécessaire pour cela d’utiliser un microscope comportant un dispositif d’éclai-
rage a contraste de phase, avec un objectif A sec grossissant quarante fois, et un
oculaire, dix fois. Ces rapports permettent d’observer la profondeur presque totale
de la couche liquide avec la méme mise au point de I’objectif.
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La valeur des nombres obtenus est exacte pour autant que 'on compte les
bactéries contenues dans trois réseaux de 16 carrés élémentaires, et que le nombre
moyen de bactéries par carré ne soit pas inférieur a 3. Si ce nombre est plus petit
il faudra dénombrer les bactéries dans 100 carrés, ou, mieux encore, dans tout le
réseau. Le nombre maximum de bactéries que I’on peut compter dans un carré ne
dépasse guére 30, et encore ce nombre ne peut-il étre atteint que par un observateur
exercé. Les concentrations qui permettent donc la numération directe sont comprises
entre 2,5 et 75X107 bactéries par ml. Il faut recourir a la dilution préalable pour
faire le dénombrement d’une suspension plus concentrée.

La numération directe est applicable a de nombreuses mensurations. Elle a
Pavantage de permettre Pestimation du nombre de bactéries contenues dans des
amas on des chainettes, si ces derniers ne sont pas trop gros. Elle est presque indis-
pensable pour établir des courbes de survie ou de croissance. Les auteurs pensent
que n’importe quelle fabrique d’instruments de précision qui travaille des surfaces
de verre optiquement planes est capable de diminuer I’épaisseur des bandes d’appui
d’une cellule hématimétre et de mesurer la différence de niveau entre ces dernieres
et le plan du réseau.

b) lexamen aprés dessiccation et coloration

Le principe de cette méthode consiste a étaler sur une surface donnée, une
quantité connue de la suspension microbienne a examiner; puis aprés dessiccation
et fixation a la flamme, ou a I’acide osmique, ou par tout autre procédé chimi-
que de fixation, le frottis est coloré au moyen d’un des colorants habituellement
utilisés en bactériologie courante. Il suffit ensuite d’établir la relation entre le
nombre de champs-microscopiques examinés et le nombre de champs contenus dans
la surface d’étalement pour déterminer, connaissant la quantité du matériel prélevé
pour faire le frottis, le nombre de germes présents dans 'unité de volume choisie
(mm?® ou ml?).

C’est Koch (19) qui, en 1882, introduisit la méthode dans I’examen des eaux.
La goutte d’eau est évaporée rapidement au dessus d’une flamme et les microbes
desséchés sont colorés soit au bleu de méthyléne, soit a la fuchsine diluée, soit par
la méthode de Gram avec coloration de fond. Le frottis est examiné a I'immer-
sion.

D’autres micrographes, parmi lesquels Klein (20), von Hebewerth (21) procé-
dent différemment. Ils mélangent un volume connu de la suspension microbienne
a une solution colorante dont ils prennent une quantité exactement déterminée.
Ils étalent une goutte du mélange, de volume connu également, sur une lame porte-
objet portant en son centre un carré limité par des traits au diamant, distants
de 1 cm, en ayant soin d’effectuer le frottis exactement entre ces limites et sur
toute la surface du ecm®. Déterminant le rapport entre le nombre moyen de bac-
téries trouvées dans un champ microscopique — aprés avoir compté 20, 30 ou 40
champs — et le nombre de champs microscopiques contenus dans un cm?, puis pre-
nant en considération la proportion du mélange suspension microbienne — solu-
tion colorante, les auteurs arrivent a estimer facilement le nombre de germes dans
un ml.
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La technique de Wright (22)

La technique de Wright établie en 1906, en vue de la détermination du nombre
des germes contenus dans les préparations vaccinales, consiste @ mélanger 1 ml de
la culture & analyser 4 un égal volume de sang humain, mélange auquel on adjoint
3 ml d’eau physiologique colorée au bleu de méthylene. Apres avoir prélevé une
goutte de cette suspension qu’on étale sur une lame porte-objet, on laisse sécher
la préparation, puis on ’examine. On compte alors, dans un méme champ micro-
scopique, les hématies seules d’une part, et, d’autre part, les éléments bactériens.
Connaissant le nombre des hématies, il ne reste plus ensuite qu’a établir le rela-
tion existant entre les unes et les autres pour en déduire le nombre de germes dans
la suspension initiale.

Variantes de la technique de Wright

Pozzi-Escot (23) utilise, en vue du dénombrement des microbes du lait, le prin-
cipe méme de la technique de Wright. Etant donné que les bactéries du lait sont
habituellement bien moins nombreuses, par unité de volume, que dans les suspen-
sions servant a préparer les vaccins, I'auteur préconise I’emploi du sang dilué.

Dreyer propose d’utiliser des cellules nucléées — dont il ne précise d’ailleurs
pas la nature — fixées par une solution de sublimé, lavées ensuite trois fois a ’eau
physiologique. Il prépare de plus, aprés addition d’une petite quantité de formol,
une suspension standard contenant 30 000 cellules par mm?®. Lors de la préparation
du matériel 2 examiner, un volume connu de la suspension standard est mélangé
a une quantité fixe de ce matériel, Puis on ajoute un nombre de gouttes déter-
miné de bleu de méthylene a 5 %, A I'inspection microscopique les cellules nucléées
sont comptées d’une part et, d’autre part, les micro-organismes bactériens. De cette
facon 'on détermine le nombre relatif de ces derniers par rapport au nombre de
cellules de I’émulsion standard; tenant compte ensuite du «titre» de la suspension,
il est facile de calculer le nombre absolu des microbes contenus dans le matériel
original.

Koroleff a choisi une levure, le Schizosaccharomyces pombe, pour constituer la
suspension standard. Fries utilise également une suspension de levures renfermant
un nombre connu de cellules qui'il ajoute a2 un volume déterminé du produit a
analyser.

La méthode de Breed (24)

Le principe de la méthode de Breed est le suivant: 1 centiéme de ml du matériel
a analyser quantitativement est porté, a I'aide d’une pipette capillaire trés exacte-
ment calibrée, sur une lame porte-objet qui comporte en son centre un carré d’un
cm de coté. Aprés étalement sur la totalité du cm?, la préparation est desséchée,
fixée, puis colorée. Le lavage & ’eau, pour enlever ’excés de colorant, opéré, le
frottis est séché A nouveau. L’on examine ensuite, a I"immersion, 20 a 30 champs
microscopiques et l’on détermine quel est, en moyenne, le nombre de micro-
organismes par champ. Connaissant la surface du champ microscopique, I'on
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calcule le nombre de germes présents sur la totalité de I’étalement et, de I3, on
peut déduire le nombre de germes contenus au ml.

Demeter (25) a apporté a la technique de Breed une simplification impor-
tante en usant, lors de I’étalement, d’un chablon qui est placé directement sur la
lame porte-objet et & 'intérieur duquel 'on étend le matériel a inspecter. Ce chab-
lon comporte 4 carrés d’'un cm de cote, ce qui permet d’effectuer simultanément
4 dénombrements de suspensions microbiennes différentes sur la méme lame.

La méthode de Skar (26)

La méthode de Skar (26), utilisée surtout — comme la méthode de Breed —
pour le dénombrement des microbes du lait, consiste 2 compter les germes visibles
d’une quantité donnée du matériel 2 analyser, dans un champ microscopique de
surface connue. La lame porte-objet présente une surface rectangulaire de 500
mm? dont les cOtés sont tracés en relief. L’oculaire comporte, gravé sur la lentille
interne inférieure, deux carrés et un cercle a centre commun et a surface connue,
divisés en quatre par 2 axes perpendiculaires. L’on régle tout d’abord la longueur
du tube du microscope, de telle fagon que le coté du grand carré ait 50 microns;
la surface sera donc de

50 mp. X 50 mp. = 0,0025 mm?, soit 1/400 de mm?.

La surface de petit carré, 10 fois plus petite, atteindra 1/4000 de mm?, la sur-
face du cercle, 10 fois plus grande, sera de 1/40 de mm?2.

On prend 5 cc de matériel auxquels on ajoute 0,20 ml de bleu (bleu de
méthyléne, bleu Borel). Aprés avoir agité 'on préleve, a la pipette capillaire,
20 mm?® du produit 4 analyser qui sont portés sur la lame préalablement nettoyée
a l'alcool. L’étalement est effectué aussi réguliérement que possible en inclinant
la préparation en tous sens; puis on la laisse sécher a 1’abri des poussieres atmo-
sphériques.

Estimons a présent le volume du matériel visible dans un des carrés ou dans
le cercle de l’oculaire. Nous savons que la surface du grand carré est égale a 1/400
de mm?, celle du rectangle gravé sur la lame porte-objet est de 500 mm?. Au tra-

vers du grand carré de I’oculaire nous verrons donc une certaine quantité de la
1/400

500
total au 1/200000 du rectangle. Or, sur ce rectangle 'on a étalé 20 mm?® ou 1/50
de matériel. Il y en aura 200 000 fois moins dans la surface pergue a travers le
grand carré de 'oculaire soit
1/50 ' 1 e
—_— t ————— deml
200000 10000000
Si, par exemple, 'on trouve un germe en moyenne dans chacun des grands
carrés, aprés avoir examiné minutieusement 30 4 40 champs microscopiques, il y
aura exactement 10 000 000 de germes par ml du matériel analysé. Il y en aurait
par conséquent 100 000 000 si nous mettions en évidence une bactérie, en moyenne,
dans le petit carré, celui-ci étant d’une surface 10 fois plus petite, et le résultat

surface totale du rectangle de la lame. Cette surface est égale a soit au
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serait de 1000 000 d’éléments microbiens, si nous décelions un seul micro-orga-
nisme dans le cercle, ce dernier étant d’une surface 10 fois plus grande. Il con-
vient toutefois de signaler que ’adjonction de 0,2 ml de solution colorante pour
5 ml de matériel détermine une augmentation du volume total de 1/25, augmen-
tation dont il faut tenir compte lors de l’appréciation finale du nombre des
microbes.

Procédé de Pien et Baisse (27)

Pien et Baisse ont mis au point une méthode — pour dénombrer les germes
du lait — basée sur le méme principe: ils étalent un volume connu de matériel
sur une surface connue.

Au moyen d’une pipette de précision, ils portent 1/100 de ml de lait au centre
d’un carré d’'un cm de cbté, gravé au diamant sur une lame porte-objet. Apres
étalement et dessiccation, lavage a 1’alcool, dégraissage au xylol, puis ringage 2
I’éther, ils colorent le frottis au bleu de méthyléne en solution aqueuse a 2 pour
1 000, laissant agir le colorant durant 20 a 30 secondes.

Les auteurs utilisent, pour linspection de la préparation, une combinaison
oculaire-objectif donnant pour diameétre du champ microscopique 120 myp. En
parcourant le c6té du carré d’un trait de diamant a Pautre, on explore la totalité
d’une bande ayant la longueur du carré (1 cm) et la largeur du champ (120 my.)
soit 1X0,012 = 0,012 cm?®. Etant donné que sur la surface de 1 ¢cm? lon avait
procédé a I’étalement de 1/100 de ml, la bande explorée dans la totalité représente
un volume de 0,0012 ml. Comme, d’autre part, le lait avait été dilué initialement
par CaCls pour obtenir une dessiccation parfaitement homogéne, le nombre de
germes décelé dans cette bande correspondra aux micro-organismes de 1/10000
de cc. Autrement dit pour X bactéries comptées dans une bande, le nombre total
des germes sera 10 000 fois plus grand.

Pien et Baisse préconisent le dénombrement des microbes rencontrés dans deux
bandes perpendiculaires: il suffit, dans ce cas, de multiplier par 5000 le nombre
total des germes comptés, pour avoir une trés bonne appréciation quantitative des
micro-organismes par unité de volume.

Méthode de Knaysi et Ford (28)

Ces auteurs ont tenté de mettre en évidence — par un méthode de numération
directe — et les microbes vivants et les microbes morts dans le lait.

Un ml de lait 3 examiner est additionné de 0,5 ml d’un colorant composé
de 0,1 %0 de bleu de méthyléne et de 0,1 %0 de bleu de Nil et 0,5 ml d’un mélange
de 8 % de gélatine et de 2 %0 d’agar. On porte 0,1 ml du mélange sur la lame et
'on couvre d’une lamelle couvre-objet de 12,8X12,8 mm. On compte les cellu-
les ayant absorbé le colorant: ces cellules représentent les microbes morts.

A un méme mélange, on ajoute une goutte de NaOH a 0,7 N. Dans ce
mélange tous les micro-organismes présents sont tués. L’écart entre les chiffres
de la premiére préparation et les chiffres de la seconde représente le nombre de
micro-organismes vivants dans le lait.
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On détermine le nombre de bactéries dans un ml de lait en se basant sur ia
quantité de lait (0,1 ml) étalée sur la préparation, la surface du couvre-objet et
le nombre de champs microscopiques examinés.

Méthode de Anne Marie Ronchese (29)

Ce procédé, signalé en 1940 par l'auteur, comprend, dans un étalement régu-
lier sur lame, des volumes égaux d’une suspension microbienne et d’une solution
chimique a microdosage facile. Aprés coloration, 'on compte le nombre de germes
dans I’étalement dont la surface est connue. On dissout ensuite la substance chimi-
que étalée avec les microbes. Le résultat du microdosage fournit le volume de la
suspension étalée et, de la, celui de I’émulsion microbienne ayant participé a I’éta-
lement. Connaissant le nombre de germes contenu dans ce volume on détermine
le nombre de germes dans un cm?®.

Technigue

Le témoin chimique est constitué par une solution colloidale de chlorure
d’argent (1,25 g de nitrate d’argent dissous dans 50 ml de gomme arabique a 5 ")
sur laquelle on verse, par petites portions et en agitant, une solution chlorurée
(0,45 g de NaCl dissous dans 50 ml d’eau distillée).

Le sol gélose-gélatine utilisé en vue de I’étalement régulier comporte la for-
mule suivante: eau dist. 1000 ml, gélose 12,5 g, gélatine 30 g, formol 10 ml.

La suspension microbienne doit étre diluée de fagon a ce que son opacité soit
voisine de 40 @ Vernes.

La coloration s’effectue au moyen d’une solution alcoolique de violet de
méthyle.

De plus, ce proctdé demande I’emploi d’une solution cyanurée: cyanure de
potassium N/10,5 ml, ammoniaque 10 ml, eau dist. 100 ml et d’une sol. iodurée
de K 0,1 g dans 100 ml d’cau distillée.

Etalement

A 2 ml de gélose-gélatine ajouter exactement 1 ml de la suspension micro-
bienne, puis, aprés mélange, 1 ml exactement de I’émulsion colloidale de chlorure
d’argent et Il gouttes de formol. On étale, a I’aide d’une pipette Pasteur 0,3 ml
du mélange sur la surface de la lame qui est ensuite placée tout a fait horizonta-
lement, sur une plaque d’ébonite portée elle-méme sur bain de mercure. Le mé-
lange s’étale alors réguliérement en couche mince. La solidification du sol inter-
venue, la lame est mise a I’étuve 4 37 © pour obtenir une dessiccation rapide.

La coloration est réalisée en laissant agir durant 50 secondes le violet et,
apres lavage a ’alcool 2 45—50 , la préparation est séchée a nouveau.

L’on détache ensuite le sol gélose-gélatine de la surface de la lame sauf en son
centre ou l'on a délimité précédemment un carré de 23 mm de c6té. On épuise
alors ce carré, et, a 3 reprises, au moyen de 3 ml de solution ammoniacale a 10 %o,
Il suffit ensuite de pratiquer un dosage précis — a la chambre noir — de la solu-
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tion ammoniacale argentique récupérée, en versant, aprés adjonction d’une goutte
de solution iodurée au 1/1 000, la solution cyanurée par gouttes espacées. Le louche
initial diminue d’intensité et lorsqu’il a disparu entiérement, ajouter encore IX
gouttes de solution iodurée. Une opalescence nouvelle se produit. On la fait dis-
paraitre par additions minimes de solution cyanurée. Il faut noter alors la quantité
totale de cyanure versé et, par addition nouvelle de X gouttes de solution, on
s'assure du virage définitif.

Soit donc V le nombre de cyanure versé et correspondant au chlorure d’argent
étalé sur la surface S de la lame. On détermine ensuite dans les mémes conditions
la quantité de cyanure correspondant a 1/100 de ml suspension colloidale de
chlorure d’argent et, par conséquent, correspondant également a 1/100 de la sus-
pension microbienne 2 analyser quantitativement. Pour cette détermination l’on
étend exactement 2 100 ml un ml de la solution argentique a laquelle on ajoute
encore 8 ml de solution ammoniacale a 10 %. L’on opére sur 1 ml de la solution.

Nous obtenons alors la relation suivante:

V X 0,01
—, il V’f
v
ou V' = le nombre de gouttes de cyanure versées et V7 le volume en ml de la

suspension microbienne étalée sur la surface S.

La numération des germes bactériens est conduite, comme d’ordinaire, en
examinant un certain nombre de champs microscopiques afin de déterminer
le nombre moyen de microbes par champ.

Etant donné que ’on connait:

le nombre moyen de germes par champ (N)

la surface du champ microscopique (s)

la surface de I’étalement (S)

le volume de la suspension microbienne étalé sur la surface S (VM)

= LW N =

le nombre de germes dans 1 ml de suspension microbienne est donné par la for-
mule suivante:

N X S/s
V’.’

Il faut tenir compte, s’il y a lieu, du taux de dilution.
pte, X

¢) Examen direct a ultramicroscope

Nous mentionnons cette méthode de numération bactérienne pour mémoire,
afin d’étre, autant que possible, complet — bien qu’elle ne soit pas entrée dans
la pratique courante.

Son protagoniste Ammann (30) introduit le matériel & examiner dans une
chambre & numération d’un des modeles utilisés pour le dénombrement des élé-
ments figurés du sang. L’opération est conduite avec un oculaire a fort grossis-
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sement (12 ou 18) et avec un objectif & immersion sous éclairage puissant. La
détermination du nombre total des germes se fait exactement comme dans les
autres procédés de numération directe. L’auteur affirme que la méthode est trés
expéditive et ne demande guére qu'une heure de microscopie.

II. Méthodes utilisant les cultures en milieux liquides

Ces méthodes, les plus anciennes, ont été mises en évidence dés les premiers
temps de la science bactériologique par Miquel, Fol et Dunant, Chanvean et
Arloing, en particulier. Elles ne sont plus guére employées aujourd’hui. En Améri-
que pourtant on leur a gardé une place d’honneur, et bien qu’en Europe on ne
les utilise qu’exceptionnellement, elles peuvent encore rendre des services appré-
ciables.

Méthode de Miguel (1)

Miquel a préconisé, dés 1870, une méthode d’analyse bactériologique quanti-
tative usant de milieux nutritifs liquides, procédé auquel il a donné le nom de
«Méthode de fractionnement». Cette méthode repose sur le fait que la totalité des
micro-organismes renfermés dans un volume déterminé de matériel a analyser,
1 ml par exemple, peut étre répartie dans une quantité plus ou moins grande d’un
liquide stérilisé (eau dist., eau physiologique, bouillon...) de telle fagon que
chaque goutte de ce mélange (goutte de 1/20 ou 1/25 de ml) ne renferme qu’un
ou zéro germe microbien. Ainsi une certaine proportion des gouttes ensemencées
en milieux appropriés ne donnent pas de culture et sont, par conséquent, dépour-
vues de tout microbe, donc stériles. La relation entre le nombre des cultures
ayant montré un développement et celles qui sont restées stériles, permet ’appré-
ciation, en tenant compte de la dilution initiale, du nombre de germes contenus
dans le matériel soumis a ’examen.

Le matériel nécessaire pour pratiquer une analyse dans ces conditions consiste
en pipettes jaugées ou calibrées, trés exactement, en ballons d’eau stérilisée pour
effectuer les dilutions et en petits flacons renfermant le bouillon (ou autre milieu
liquide) a ensemencer.

Technique de dilution et d’ensemencement

Le matériel & analyser est, tout d’abord, dilué au titre voulu. Il est ensuite
distribué dans 36 flacons du milieu liquide choisi, a savoir: 1 goutte dans 18 flacons
et 2 gouttes dans chacun des 18 autres cultures.

Une expérience paralléle est conduite en méme temps avec le matériel a
analyser dilué A un titre deux fois plus élevé. Les 72 cultures sont placées a
I’étuve, a la température de 30 a 35 ©, durant 15 jours au minimum. Apres cette
période d’incubation, on procéde & la numération des bactéries, c’est 2 dire, dans
le cas particulier, & la «lecture» des ballons dans lesquels se remarque un déve-
loppement et de ceux qui sont restés stériles. La proportion entre les cultures
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«positives» et «négatives» et le nombre total des cultures ensemencées donne
le résultat du nombre des germes végétant dans le produit original. On prend
ensuite la moyenne des résultats fournis par la premiére et la seconde expérience.

Supposons, par exemple, que 18 flacons aient été ensemencés au moyen d’une
goutte d’eau d’une suspension microbienne diluée au 1/10000, et que les 18
autres flacons de la série de 36 cultures aient regu 2 gouttes de la méme suspension.
Nous avons utilisé au total 54 gouttes. Aprés 15 jours d’incubation a 30°,
nous voyons que 6 flacons montrent un trouble, les 30 autres étant restés stériles.
Nous pouvons donc affirmer que 6 germes vivants existaient dans les 4 gouttes
ensemencées; autrement dit, 54 gouttes diluées au 1/10000 renferment 6 bac-
téries. Or, les pipettes employées débitent XXV gouttes au ml. Nous pouvons donc
établir la relation suivante:

= “aC . SN 2,12
== 2,12 ml de suspension microbienne, d’ou 10000

voulons connaitre le nombre de bactéries au ml, nous n’avons plus qu’a faire le
calcul suivant:

1 6 ;
——— = —— == 2,83 X 10000 = 28 300 bactéries au ml.
10 000 2.12

— 6 bactéries. Si nous

Méthode de Chanveaun et Arloing (31)

La méthode des auteurs lyonnais est semblable, en son principe fondamental,
a celle de Miquel. 1ls admettent également que chacune des gouttes ne contient
qu'un seul germe et ils répartissent un certain nombre de gouttes dans de nom-
breux ballons de bouillon. Ils utilisent des pipettes extrémement fines compor-
tant un débit de 150 gouttes au ml. Ils ensemencent 1 c¢cm?®, soit donc 150 gouttes,
dans 150 cultures: de cette fagon, le résultat apreés les 15 jours usuels d’incubation
est «lisible» immédiatement. En effet, 25 cultures fertilisées permettent de conclure
de suite A la présence de 25 germes dans 1 ml de matériel.

Méthode de Fol et Dunant (32)

Les expérimentateurs genevois ont également appliqué le principe fondamen-
tal de Miguel, i savoir la dilution du matériel initial directement dans le bouil-
lon nutritif, réparti ensuite dans des ballons au moyen d’une pipette spéciale
ajustée 4 une burette de 100 ml de contenance. Aprés une mise en incubation de
4 semaines, les cultures ayant cultivé sont dénombrées et I’estimation du nombre
de germes au ml s’effectue de la méme maniére que dans le procédé de Miguel.

Méthode américaine

La méthode américaine repose toujours sur le méme principe, a savoir la
dilution préalable du matériel & ensemencer et sa distribution dans des tubes de
milieux nutritifs liquides. Halvorson et Ziegler (33) ont établi un grand nombre
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de formules, basées généralement sur les logarithmes naturels, et des tables de
probabilité qui permettent un calcul rapide du contenu microbien d’une sus-
pension quelconque.

Les «Standard methods» (34) proposent toujours, dans leur derniére édition
de 71961, cette technique (most probable number ou MPN) pour la mise en évi-
dence et le dénombrement des coliformes.

III. Méthode utilisant la culture sur milieux solides

Toutes les méthodes utilisant la culture sur milieux solides en vue de la nu-
mération des germes reposent sur le méme principe fondamental qui comporte,
a sa base, I'introduction d’un volume connu de matériel 2 analyser en des boftes
de Petri ou de Lafar, de Lindmann, de Schumberg ou autres, dans la plaque
inférieure de laquelle on verse ensuite le milieu préalablement liquéfié. Apres
refroidissement, chaque germe est emprisonné de toute part par le substratum
devenu solide et commence, placé A température convenable, a se multiplier
jusqu’a devenir un conglomérat visibile & 'oeil nu, soit & la loupe, soit encore au
microscope, aprés un certain nombre de jours d’incubation. L’on admet donc, im-
plicitement, que c’est bien un seul élément microbien — et non deux ou trois —
qui donne naissance a une colonie visible. Il ne reste plus qu’a totaliser les colo-
nies décelées dans toute la masse du milieu des plaques pour obtenir I’évaluation,
les calculs nécessaires avant été faits, du nombre des germes se trouvant dans
P'unité de volume.

Ces procédés de numération sont conditionnés par certains facteurs relevant:

a) du milieu de culture utilisé

b) du pH de la culture

¢) de la température d’incubation
d) dela durée du séjour a I’étuve.

Il est donc indispensable pour que les dénombrements soient concordants et
comparables que tous ces facteurs, d’une expérience a l’autre, soient identiques.
Or, il est pour ainsi dire impossible techniquement parlant, de réaliser lors de la
fabrication des milieux, des conditions exactement superposables: les peptones
utilisées, bien que de la méme marque (Witte, Chapoteaut, etc.), peuvent avoir
des qualités légerement différentes, le pH, malgré un ajustage minutieux, peut
varier d’'une quantité infinitésimale, le temps de chauffe et de stérilisation peut
étre de quelques secondes a une minute trop long ou trop court, le température
a lautoclave peut dépasser de quelques degrés, en plus ou en moins, la limite fixe
choisie (110 © ou 115 © ou 120 °) ou montrer quelques oscillations pendant la durée
de la stérilisation. Toutes ces minuscules variations interviennent pourtant de
maniére telle que des milieux préparés exactement selon la méme formule nutri-
tive et dans les mémes conditions mécaniques et physiques, mais a des dates
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différentes, ne possédent pas obligatoirement la méme valeur nutritive d’une fois
a lautre.

C’est pour cette raison que les bactériologues se sont préoccupés de formuler
des prescriptions précises pour la préparation de milieux dits «Standards». Ils ont
codifié les conditions thermiques dans lesquelles doit se passer l'incubation des
cultures et la durée du séjour a ’étuve, en tenant compte des exigences parti-
culi¢res du matériel soumis a2 examen. Il y aura donc des mileux spéciaux et des
prescriptions spéciales relatives a ’analyse quantitative de I'eau, a I’analyse du
lait, 2 ’examen du beurre, du fromage, etc.

Le milieux standards, pour I’analyse de I’eau, seront des milieux gélosés, gé-
latinés, silicatés, etc.: pour I'analyse du lait et de ses dérivés on se servira de
préférence des milieux au lait-gélosé, au petit-lait agarisé, au lait dextriné, ou
encore des innombrables milieux en poudre (Difco, Oxoid, etc.)

Les conditions thermiques standards varient également en raison du produit a
examiner. Pour I’analyse de I’eau, il convient de laisser incuber 2 20 °—21 °, pour
le lait 2 30 ° pour le dénombrement des microbes pathogenes & 37 °, pour celui
des microbes thermophiles a 55 ° tandis que le mise en évidence des microbes
psychrophiles exige des températures plus basses, températures variant entre 5 °
et 10 °.

La durée standard de l’incubation dépend et du matériel ensemencé (eau,
lait...) et du milieu employé et surtout de la température de séjour dans le
thermostat.

Mais il. faut bien dire, il n’existe pas qu’un milieu standard pour chaque
produit a examiner, mais plusieurs. Aussi les résultats quantitatifs obtenus selon
les milieux standards employés ne sont pas, de fagcon absolue, comparables. Il
faut donc pour chaque résultat de dénombrement indiquer la méthode utilisée et
les prescriptions-standards suivies.

Il y awrait, soit dit en passant, un grand chapitre a rédiger sur Pimpériense
nécessité d’uniformiser les méthodes-standards elle-mémes, de n’en choisir qu’une
parmi elles et une seule pour chacun des produits a analyser. Ainsi les résultats
seraient comparatifs — dans les limites de variations des expériences d’ordre bio-
logigne — d’analyse a analyse, de laboratoire @ laboratoire, aussi bien en Chine
qw’an Paraguay, a Genéve qu’a Chicago. Mais il ne peut s’agir la que d’un voeu
pie, chaque auteur affirmant «unguibus et rostro» que sa méthode est Iunique
procédé-standard possible dont la wvalewr et la simplicité dépassent de 100
coudées les techniques proposées par d’autres micrographes. Comme on ne peut
contenter tout le monde et son pére, la plupart des «Congrés de microbiologie»
ont décrété la standardisation de plusienrs méthodes, mises au point par différents
spécialitstes es-dénombrements, dont les résultats ne semblaient pas étre trop
éloignés les uns des antres. Quelques tentatives d’unification des méthodes ont
été effectuées aux Etats-Unis et en divers pays. Mais souvent 'on s’en tient a un
nationalisme scientifique étroit et chaque pays propose la méthode qu’il a offi-
ciellement adoptée dans ses laboratoires d’Etat. Mais ceci, comme disait Pécri-
vain anglais, est une autre histoire . . .
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La numération
La numération des germes visibles sur les plaques peut étre conduite soit
a) a loeil nu
b) 2 la loupe
C) au microscope.

Chacune de ces techniques comporte, pour leur utilisation, des conditions pré-
cises relevant du nombre total des colonies qui se sont développées dans le sub-
stratum nutritif.

Technigue usuelle

La technique habituelle se basse sur le principe que Koch a, le premier, établi.
Le matériel a analyser est porté dans les plaques choisies (Petri ou plaques simi-
laires) au moyen d’une pipette débitant X gouttes au ml. Le matériel est introduit
soit directement dans la plaque, soit dans le tube du milieu préalablement fondu
lequel, une fois ensemencé, sera versé dans la bofite. Apreés brassage pour effectuer
le mélange substratum-matériel, les plaques sont laissées en position horizontale
sur une surface froide ou sur une table réfrigérante, afin que la solidification
s'opere rapidement; aprés quoi I'on transporte les cultures a I'étuve ol on les
laissera a la température appropriée, le nombre de jours nécessaire.

Technique de Massol (35) (1894)

Au lieu de plaques de Petri, Massol se sert de tubes a essais de fort calibre
(25 mm de @), terminé a leur partie supérieure par une tubulure bouchée a I'ouate.
Ces tubes contiennent, comme milieu quelques centimétres de gélatine nutritive.
Apres avoir liquéfié la gélatine au bain-marie a 30 °, on I’ensemence a raison d’une
goutte de volume connu du produit & analyser. Puis, tandis que la gélatine est
encore fluide, on incline les tubes et on les dépose a I’étuve a 22—23 °, sur tré-
teaux a encoches, ou 'on peut les empiler les uns sur les autres. La méthode des
plaques se trouve ainsi heureusement modifiée pour I’analyse quantitative. On
obtient ainsi une surface du substratum nutritif suffisante et on peut laisser les
tubes longtemps a ’étuve sans craindre ni les contaminations possibles par les
poussiéres extérieures, ni la dessiccation rapide du milieu, chaque tube étant
capuchonné au caoutchouc. Cette obturation s’oppose a I’évaporation de ’eau de
condensation et transforme I’éprouvette en une véritable chambre humide.

Technique de Burri (36)

Le procédé de Burri, employé pour l'analyse quantitative des microbes du
lait, utilise des tubes de gélose solide (gélose au petit-lait dilué peptoné) suffisam-
ment ferme et dont la surface doit étre seche au moment de ’ensemencement. Le
milieu employé est donc un milieu solide a la surface duquel on porte le matériel a
analyser ou moyen d’une anse de platine calibrée. L’oeillet chargé est avance
dans le tube jusqu’a un centimeétre au-dessus du centre de la surface du substratum
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ot l'anse est posée: puis sans arrét marqué, on la fait glisser en ligne droit le
long de la surface jusqu’a environ 5 mm du fond du tube. On retire ensuite I’anse
en décrivant a la surface du milieu une série de stries serrées pour distribuer sur
toute la largeur du tube le produit & analyser. Aprés le temps d’incubation recom-
mandé, on dénombre les colonies qui, toutes, ont cultivé en présence d’air, en
surface.

Technique de Frost (37)

La technique de Frost est une combination ingénieuse de la méthode d’examen
direct de Breed et de la méthode indirecte de Koch.

Elle consiste essentiellement en une culture sur lame porte-objet dont le dé-
nombrement des colonies est effectué sous le microscope. Voici comment procéde
'auteur, avec les modification apportées per Clarenburg (38), pour la numération
des bactéries du lait:

a) sur une lame porte-objet on dessine 2 rectangles de 2,5 ¢cm de longueur
sur 2 cm de largeur. La surface de chacun d’eux est donc de 5 cm® On place la
lame, apres stérilisation dans la flamme d’un bec Bunsen, sur un bain-marie aux
environs de 45 °, ou sur une platine chauffante.

b) au moyen d’un pipette stérile de 0,1 ml de contenance on dépose 0,05 ml
de lait sur chacun des 2 carrés. L’échantillon de lait a analyser a été préalablement
agité afin d’obtenir une bonne dispersion de la matiere grasse. A 'aide d’une pi-
pette stérile on emplit de 10 ml de lait un tube & essai, fermé d’un bouchon a
I’émeri, stérilisé. Puis on brasse énergiquement le tube affin de disséminer et de
scinder en leurs éléments constituants les conglomérats bactériens.

c) on ajoute ensuite a chaque goutte de lait une quantité égale de gélose
liquide, maintenue aux environs de 42 © 4 45 °,

d) on mélange alors, aussi intimement que possible, le lait et la gélose a
I'aide d’un fil de platine et ’on étend le liquide sur la surface totale de chacun
des carrés. De ce fait chaque mm? regoit 0,0001 ml de lait.

e) la lame ainsi préparée est immédiatement placée sous une cloche stérile, au
frais, a la glaciére par exemple, pour hater la solidification.

f) la préparation est portée ensuite dans une chambre humide a ’étuve, a tem-
pérature convenable (27 © 4 30 © pour le lait) ou on la laisse incuber.

g) apres 24 heures déja, le dénombrement peut étre effectué. Il suffit alors
de fixer la préparation par immersion dans une solution d’acide acétique a 5 %o,
aprés I'avoir séchée ¢ 90 ©, puis de la colorer par la thionine phéniquée.

h) on compte les colonies décelées dans 20 champs, choisis, de préférence, sur
les deux diagonales du rectangle, et cela pour chacun des rectangles, et 'on
calcule le chiffre moyen des colonies trouvées dans un champ microscopique. L’on
partira de ce nombre moyen qui, multiplié par 10 000, donnera le nombre de
germes au ml.
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Utilisation des M. F. (membranes filtrantes) portées sur divers milieux de cultures

Cette méthode peut étre utilisée aussi bien quantitativement que qualitative-
ment.

La littérature concernant cette technique originale, quant a sa valeur et a sa
précision, est, dés 1949 (Kruse) (39) & nos jours, extrémement abondante (plus
de 350 références & ce sujet).

Disons, d’ores et déja, que les conclusions des innombrables expérimentateurs,
quant a la rapidité et a exactitude des résultats, sont des plus disparates, dissem-
blables autant que variées, voire absolument contradictoires. Elles différent gran-
dement selon I'optique des analystes et de leur propre technicité individuelle qu’ils
ne sauraient laisser assumer complétement, méme une laborantine spécialisée.

La méthode

La méthode, que Nowel et Burkard (40) ont décrite point par point dans
cette méme revue (1959), repose sur ’emploi:

a) d’un dispositif semblable 2 un appareil a filtrer sous vide, muni de deux
entonnoirs, facilement interchangeables, de capacité différente: 50 ml et de 750 ml,
et préalablement stérilisés.

b) de membranes filtrantes a caractéristiques bactériologiques (Co Gottingen
ou autres), préalablement stérilisées, portées sur une plaque en métal poreux,
¢galement stérile.

c) de la filtration de la quantité de matériel liquide (eau, lait, suspensions
microbiennes, etc.) 2 analyser, sous vide pex poussé.

Aprés filtration, 'on dispose la membrane, sans la retourner, sur le milieu
nutritif approprié. L’incubation a Iétuve, & la température adéquate, varie de
18 heures a plusieurs jours selon les auteurs.

Les colonies sont alors dénombrées soit a I'oeil nu, soit a la loupe, soit encore
au microscope a faible grossissement.

Dans un prochain article, relatif aux propositions de la commission de bac-
tériologie et d’hygiéne des chimistes cantonaux et municipaux de Suisse, nous
aurons 'occasion de mettre en relief la valeur comparative de toutes ces diverses
méthodes, en raison méme de leur emploi dans les analyses bactériologiques des
diverses denrées alimentaires.

Nous n’avons pas I'outrecuidance de croire que nous avons effectué une revue
compléte de tous les procédés — et surtout de leurs variantes — qui ont été
proposés jusqu’ici. Notre intention était plus modeste et nous nous sommes
contenté de faire mention d’un certain nombre de méthodes qui, classiques ou
originales, sont utilisées le plus fréquemment en technique bactériologique en vue
de déterminer le nombre de germes dans un produit quelconque.

Résume

L’auteur, aprés une introduction générale, passe en revue les différentes méthodes de
numération des germes microbiens, A savoir celles utilisant ’examen microscopique direct,
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celles employant les cultures en milieux liquides et enfin celles usant des cultures en
milieux solides.

L’examen microscopique direct comporte plusieurs modalités: examen a [Iétat frais
entre lame et lamelle ou en chambre hématimétrique; examen aprés dessiccation et colo-
ration, examen a l'ultramicroscope.

Les méthodes utilisant les milieux liquides, aussi nombreuses que variées, sont encore
en usage soit aux Etats-Unis, soit en France, notamment pour la colimétrie des eaux
ou le dénombrement des entérocoques.

L’auteur cite également les diverses techniques de dénombrement employant la culture
sur milieux solides, en Petri, en tubes ou sur membranes filtrantes.

Summary

Review of various methods of bacterial plate count, either by direct microscopy or in
liquid or solid media.

Zusammenfassung

Uebersicht iiber verschiedene Methoden zur Bestimmung der Keimzahl, entweder durch
direkte Mikroskopie oder in fliissigen oder festen Medien.
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Zum Zinngehalt verschiedener Gemiisekonserven

Von A. Blumenthal und J. Glattli
Aus dem Zentral-Laboratorium des Migros-Genossenschafts-Bundes (MGB), Ziirich

1. Einleitung

Weilblechdosen spielen als Verpackungsmaterial fiir Lebensmittel schon seit

langem eine sehr wichtige Rolle. Deren vielseitige Verwendbarkeit ist auf diverse
hervorragende Eigenschaften zuriickzufiihren und nicht zuletzt auch auf den
Schutziiberzug durch Verzinnen. Je nach Art der Fillgliter werden zwar ver-
schieden grofle Mengen von Zinn herausgelst, sie galten aber bis vor kurzem als
in gesundheitlicher Hinsicht fiir unbedenklich. Nun mehren sich in jiingster Zeit
die Stimmen, die fiir den Zinngehalt von eingedosten Lebensmitteln obere Toleranz-
grenzen festlegen mochten. Einige Lander haben auch bereits amtliche Vor-
schriften erlassen, wie nachfolgende Tabelle zeigt (1).
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