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2eme SEANCE :
A/ TECHNIQUES DE DENOMBREMENT

Dénombrer les bactéries = donner le nombre de bactéries
par unité de volume (ml de culture) ou parfois de masse

(/g de matiere analysée).
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Différentes applications du dénombrement bactérien:

- Contrble de qualité d’un aliment

Le nombre de bactéries existant dans un échantillon d’un lait
est comparé a des seuils a ne pas dépasser (normes de qualité
d’un lait).

- Diagnostic d’'une maladie infectieuse :

Le dénombrement des bactéries dans une urine renseigne sur
I'infection urinaire ou pas, par comparaison a des seuils a ne

pas dépasser.
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- Degré de pollution d’un milieu aquatique :
Le dénombrement certaines bactéries (coliformes fécaux)

renseigne sur la qualité microbiologique du milieu étudié et

son degré de pollution.

- Suivre la croissance d’une culture sur un milieu donné

Faculté des Sciences Tétouan 2016/2017



|/ Dénombrement apres
culture sur milieu solide

On dénombre les colonies qui se développent sur le milieu.
Dans de nombreux cas, un produit peut contenir de

nombreuses bactéries.

Certaines cellules peuvent ne
pas former de colonies et
certaines colonies peuvent
fusionner, ce qui amene a des
comptages erronés.
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Avant de procéder a I'ensemencement on doit diluer la
suspension bactérienne, et faire en sorte qu’il y ait moins de

germes dans un volume donné.

On considere que dans une gélose
onh ne peut compter, pour des
raisons statistiques et pratiques,

que les boites contenant entre

30 et 300 colonies.
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a/ Dilutions

Les dilutions sont faites dans un liquide physiologique stérile
(NaCl a 9 g/l).
Dans une série de tubes, on met 9 ml de liquide de dilution

par tube.
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Dilution = d = Viiia/Viina = Vil Vs
Facteur de dilution = F. = 1/d = V/V,

Vi =1 ml d'échantillon pur

échantillon pur
a dilaer

g

Introduction dans Apres

9 ml de dilnant homogénéisation| 9 mlde diluant homogénéisation

Vi =1 ml de la dilution 110

VE=10 mi

<~ =

Introduction dans Apres

Produt pur
= dikation 10P

Dalutaon aa 1710

= dilation 107}

Dibation aa 17100
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b/ Méthodes d'ensemencement

Il existe 2 méthodes d’ensemencement :

1 - Etalement en surface on disperse, a I'aide d’un étaloir,

un inoculum de 0,1 ml sur toute la surface de la boite

0.1 ml
Inoculer une ‘
o boite contenant A 9 Etaler Vinoculum
\ / le milieu solidifié \ / uniformément
P T 4/ Z
Boite de Petri avec sur la gélose
milieu de culture
coulé et solidifié
Incubation 0 Les colonies
apparaissent ala
- surface de la
gélose
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Molette de «— Piston

commande —p
du piston |

Commande
d'ecoulement —»

continu

Insertion de
la pipette

Pipette

Pipetteur de sécurité
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2 - Etalement en couche de gélose (en profondeur)

un inoculum précis (1 ml) est placé dans la boite stérile vide. Il suffit

ensuite de couler le milieu fondu et maintenu en surfusion vers 47 °C.

On homogénéise, par rotation de la boite, I'inoculum et le milieu. On

laisse alors la gélose se solidifier.

-— -
’ — Ajouter le
= — O ) © T
Boite de Petri e 2 s
T . boite vide surfusion
stérile vide
Les colonies

Incubation o RHENEERE

dansetala
— e et
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c/ Lecture des résultats

Une cellule, placée sur un milieu solide favorable, donnera
naissance a une colonie.

Dans la masse En surface
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Mais une cellule ou un amas cellulaire, tous deux

donneront naissance a une seule colonie.

= les résultats s'expriment

en Unités Formant Colonie (UFC)
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On considere que dans une gélose
on ne peut compter, pour des
raisons statistiques et pratiques,

que les boites contenant entre

30 et 300 colonies.
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Lorsque le nombre de colonies est compris entre 30 et 300
avec

Y>c = somme des colonies comptées sur les boites n =
nombre de boites retenues pour la dilution

d = taux de dilution

v = volume de l’'inoculum de la dilution

N est la concentration en ufc/ml

2.Cr

nXvXxd
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Quelle technique
d’ensemencement a été utilisée
pour chaque boite
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I/ Méthodes hématimétrique

Les cellules peuvent étre comptées en utilisant une
cellule de numération hématimétrique, par exemple celle de
Thoma, Petroff-Hausser, de Malassez ......

Le dénombrement direct des cellules permet de
déterminer un nombre de cellules dans un volume

déterminé (ou une masse).
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Un hématimetre = lame de verre épais qui porte a sa partie
supérieure un réseau de lignes graveées perpendiculairement

et qui délimitent des carrés.

— — r————— — — ——— — —_ — —_— —

Ve de dessus Vue de profil
Plateaux latéraux

Plaieau central

avee quadriliage Plateaux latéraux

"\ Lamelle
\ \
\ P

\ f — - = = ,
\ & i

\ Platean central
avee guadrillage

Lamelle
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10 rectangles

L J

Rectangle non quadrillé

Rectangle quadrillé verticalement

Rectangle quadrillé horizontalement \* 10 rectangles

Rectangle subdivisé
en 20 petits camés

Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont
divisés en 20 petits carrés afin de faciliter le comptage.

-> le volume correspondant au quadrillage total est égal a 1 mm?3
=1 pl

- chaque rectangle correspond a un volume 100 fois plus faible,
soit 0,01 mm3= 0,01 pl
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O

X

o [ -
o) J1 Numération sur le
<|) O "ﬂ:, tE)G Cy) *0 rectangle = 7 cellules
I
@ 5 L & Regle de comptage a utiliser pour les
r O P cellules chevauchant les lignes de
: D | (] .
§ quadrillage :
' o ¥ - bordures nord et ouest a compter
Exemple :

42 cellules dans 25 rectangles donc 42 cellules = 0,25 pl

X=1,7.10° cellules/ml

X - 1000 pl
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11/ Méthode indirecte:
opacimétrie mesure du trouble apres culture

Une méthode rapide et utile pour estimer la

concentration cellulaire est |la mesure de la turbidité.

Elle peut étre mesurée avec un

spectrophotometre.
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Mesure de la turbidité
absorbance (A) ou densité optique (DO)

Source de

lumiére 2
Lumisre

directe

Plus de cellules

¥

Plus de
dispersion

de lalumiere
‘ 600-650 nm

Moins de

lumiére

détectée
(tabsorbance)

lumiere
incidente

N

Essai 2 blanc

3

Spectrophotomeétre
\ 7 ( :
; Lumiére transmise
lm“l?ro [ en ’.mnwo
transmise
Détecteur
photosensible
—
: Partie de la
lumiére \ _
diffusée b L—A 4
qm n ’atteint Lumitre transmise
<3 en pourcentage

le detecteur

Suspension bactenenne

La cellule photométrique mesure la lumiére incidente non déviée, ni

absorbée, le résultat est exprimé en unité DO.
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L'absorbance est directement proportionnelle au
nombre de bactéries par unité de volume.

Absorbance (DO) = k.C

k : coefficient d’absorption

Do

On obtient ainsi une courbe de
croissance DO = f(t)
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B/ Observation microscopique des
microorganismes

Chromosome

Pilus (fimbria)

Ribosomes

Inclusion

Flagellum

Capsule or
slime layer

]

/ Plasmid Cytoplasm
/ Cell membrane

Représentation schématique de la structure générale d’une bactérie

Cell wall
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BACTERIES EN FORME DE SPHERES (COQUES, COCCI)

Cocoi en Coccl en
Dsp!ocoques ¢hainette amase .

"‘ COCCUS dipgcus
o ©8
Qp aw (am:::.c‘ugi:ues) m
D'pmcoq““ streptococcus

encapsulés Neisseria Staphylocoques tetrad
Pneumotoques Straptocoques S O
BACTERIES EN FOAME DE BATONNETS ’

. % Cocco-bacilles sarcina
gl L 0
_: i %‘,; Q staphylococcus

=3
Ik Rickettsies D
O ! ’ ' Bacilles

Digl ob&:ill = e Gros bacille
Corynebactéries Bacilles %s
pseudo-ramifiéa fusiformes

BACTERIES DE FORME INCURVEE ET-SPIRALEE

)’

0 @

Spinlle Coccus  Coccobacillus Vibrio Bacillus
Vibrions
Tréponéme Spirillum Spirochete
Leptospire ECHELLE
0 5 10
R | I Y

micrors (jum)

Roprbaiiiaion sohbuadion dim ditbrustes: morphilonios baciidames Faculte des Sciences Tétouan 2016/2017



U] Star-shaped bacteria

Formes rares

il
EE)

{9) Square bacteria
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@ Dennis Kunkel Microscopy, li((./ lzennis Kunkel (

y
N -

v

Faculté des Sciences Tétouan 2016/2017



!

Escherichia coli
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Enterobacter

Micrococcus luteus
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Copyright © 2001 Dennis Kunkel Microscopy, Inc. / Dennis Kunkel

Vibrio Leptospira
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1/ L’examen microscopique a I’état frais

e || permet d’observer la forme des bactéries et leur
mobilité.

e On dépose une goutte de liguide a examiner sur une
lame ( prélévement ou culture bactérienne, sang,
LCR, urine ). On recouvre avec une lamelle. On
examine la préparation au microscope avec un

objectif a sec (40 x ).
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2/ Le frottis

e C'est une préparation qui utilise des bactéries

tuées ( pendant la fixation ) et surtout colorées.

e || permet d’examiner la forme des bactéries, leur
disposition dans le frottis, leur taille, la présence
(ou non) des structures non obligatoires ( |a

spore, la capsule).
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Les étapes du frottis

- L'étalement : on utilise I'anse bactériologique

- Le sechement pres de la flamme

- La fixation se fait en passant 2-3 fois |la préparation dans
la flamme d’'un bec Bunsen

- La coloration

- le lavage, le sechement, et 'examen au microscope a

I'lobjectif d'immersion.
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3/ La coloration de Gram

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence
les propriétés de la paroi bactérienne, ainsi que la
forme et I'arrangement bactérien.

Gram+ Gram-
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N 5 7 ‘\.__ 3 “\ - ‘,/" N R 5
0 Application @ Traitement 9 Lavage a Visopropanol- O Application
. dg |la sairanine

du viglel de A lode (mordant) acetone (decoloration)

crstal (colosant) {contre-colorant)

Réalisation de la coloration :

e Coloration par le cristal violet : Laisser agir de 30" a 1’. Rincer a I'eau
distillée.
e Mordancage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée) : étaler le lugol

et laisser agir 20"’ ; Rincer a l'eau distillée.
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o Application e Traitement o Lavage & Visopro fnq—) o ;m; lie mfm

du viglel de 4 l'iode (mordant) acetone (decoloration a sairanin
cristal (colorant) {contre-coloran )

e Décoloration (rapide) a I'alcool (+acétone): verser goutte a

goutte |'alcool sur la lame inclinée.
o Le filet doit étre clair a la fin de |la décoloration.

e Rincer sous un filet d'eau distillée. ;
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o m"‘pll ol ile] 0 Traitement o Lavage a Visopro 'n'v) o M); lie man
viglel de 4 l'iode (mordant) acetone (decoloration) a satranin
{contre-coloran )

e Recoloration a la fuchsine. Laisser agir de 30" a 1’. Laver

doucement a l'eau distillée. Sécher la lame

e QObserver avec une goutte d'huile a immersion objectif 100

(grossissement x1000).
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o Application e Traitement 0 Lav age & 'isopropancl- o »af); lication

du viglel de 4 l'iode (mordant) acetone J scoloration) ranin
cristal (colozant) {contre-colorant )

e |es étapes 1 et 2 colorent en violet le contenu de la bactérie.

e [e cristal violet se fixe sur les composants cytoplasmiques de toutes

les bactéries.

e |elugol permet de fixer cette coloration interne.
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B Viclet de crist
B cde
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o Application o Traitement o Lavage & l'isopropanol- o Application
du viglet de a l'lode (muordant) acetone (decoloration) de la sairanine
cristal (colosant) {contre-calorant)

Lpdpaysacechande

1z 7 11y e ,‘
L'étape 3 décolore le cytoplasme ‘_'1 .

Peptidoglycan

des Gram-. Elles ont une paroi pauvre en o & 4! e

peptidoglycane qui va laisser passer

'alcool et qui décolorera le cytoplasmﬁ:>

Gram-negative bactena
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0 Application 9 Traitement e Lavage & lsoprepanol- O Application
du vidlel de A l'lode (mordant) acetone (decoloration) dg la sairanine
crsial (colorant) {contre-colorant)

e ['étape 4 est une contre-coloration ayant pour but de
donner aux bactéries Gram négatives préecédemment
décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au

MICroscope.
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Lumigre Lentlle de l obje
non refraclee e, = / a Immession
/ < ,
/‘ y3ans huile a
4 / immersion, a
/’ / pluparnt des rayor

[ somt réfractés )
Huile & —_ —lhlL-r’ j[r .,'/ el G'O!“': percus I examen au
MiICroscope se fait a

e Jobjectif
d’immersion (x100).

-

> Lentilies du
’/

7 condensey

o~ 2 J
Lonaenseur <

\"‘
Diaphragme
\l lummeuse 3 Ins

R.l oflens =152

_ , R.l. of oil = 1.52
Phénomeéne de la réfraction dans un microscope R 1 of slide = 152

composé muni d’un objectif 2 immersion. Erant donné que |2

lame en verre et I'huile 3 immersion ant le méme indice de réfrac- Rl of air = 1.00
von, les rayons lumineux ne sont pas réfractés lorsqu’ils passent de LAY
Pun a I"autre dans un objecuf & immersion, Cette méthode perme

une meilleure résolution & des grossissements de plus de goo x.
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