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POUR DENOMBRER LES PROTOZOAIRES DU RUMEN
ET PRECISION OBTENUE
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Laboratoive de Rechevches suv la Conservation et I'Efficacité des Aliments,
Centve national de Recherches zootechniques, 78-Jouy-en-Josas,
Institut national de la Rechevche agrvonomique

RESUME

Les protozoaires du rumen (Holotriches et Entodinomorphes) sont dénombrés an micros-
cope en utilisant, pour des échantillons identiques, un hématimétre de Malassez ou une cellule de
Petroff-Hauser. L’interprétation statistique montre que les résultats sont homogénes entre les
deux types de cellule. L’emploi de I’hématimeétre est plus aisé et nécessite deux fois moins de temps
que la cellule de Petroff-Hauser. La méthodologie est par ailleurs précisée et une abaque permet
de déterminer le nombre de cellules de Malassez a compter selon la précision que 'on désire
obtenir.

On sait que les protozoaires du rumen, par leur nombre et leur taille, ont un role
métabolique important (HUNGATE, 1966) ; toutefois, les expériences de défaunation
de la panse montre que la présence des protozoaires est favorable mais non indispen-
sable & un état nutritionnel satisfaisant du ruminant (ABoU-AkkADA, EL-SHAZLY,
1965).

Au fur et &4 mesure que leur écologie, leurs roles nutritionnels et leurs relations
avec la population bactérienne voisine se préciseront (KURIHARA et al., 1968), la
quantification des différentes espéces de protozoaires deviendra de plus en plus utile
pour interpréter les expériences sur la digestion dans le rumen. Le nombre des proto-
zoaires constitue, par ailleurs, le critére de validité le plus sensible des cultures
en continu de jus de rumen dont ils ont tendance a disparaitre pour une raison encore
inconnue (SLYTER, 1964).

* Adresse actuelle : CRZV, Theix par Saint-Genés-Champanelle, 63.
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Ces faits soulignent la nécessité de disposer d’une méthode de dénombrement
de la faune de la panse qui soit simple et de précision connue.

La variabilité du gabarit des protozoaires et la turbidité du milieu ne permettent
pas de les compter par néphélémétrie. Les pretmiers auteurs ont dénombré des proto-
zoaires avec des hématimétres : JOHNSON ef al. (1944), WELLER et GRAY (1954) et
Morr (1951) avec des cellules de 0,1 mm de profondeur, et plus récemment WARNER
(1956), STEWART (1900) et QUINN (1962) avec des cellules de Manners de 0,2 mm de
profondeur. OXFORD (1955) souligne l'inconvénient d’employer de telles cellules
lorsque le gabarit des protozoaires excéde 200 u en longueur et propose une tech-
nique inspirée de celle décrite par Apam (1951) pour compter les ciliés du ceecum du
cheval. Cette méthode consiste & glisser une goutte de suspension entre une lame et
une lamelle séparées de T mm et & compter avec des champs optiques préalablement
étalonnés ; elle est utilisée ensuite par BOYNE ¢f al. (1957), MOIR ef al. (1957) et PUR-
SER ef al. {1959). Par ailleurs, HUNGATE (1942) et GUTTIERREZ (1055) dénombrent
les protozoaires aspirés dans un tube capillaire. Plus récemment, RUFENER (1963)
et SLYTER (1964) comptent les ciliés du rumen contenus dans le volume limité par
2 couvercles de cellules de Petroff-Hauser superposés.

Notre travail a pour objet d’évaluer la précision des techniques d’échantillonnage
puis de comparer la technique de comptage avec hématimétre A la plus récente avec
couvercle de cellule de Petroff-Hauser. Il se propose aussi, éventuellement, de mettre
en évidence des différences significatives entre des animaux, des régimes et des heures
de prélévement.

MATERIEIL, ET METHODE

Le matériel animal se compose de 6 moutons Ile-de-France porteurs de fistule du rumen
recevant 2 a 2 les régimes expérimentaux suivants :

R, : 500 g Orge -+ 500 g paille d’avoine + 20 g Urée
R, : 500 g Mais + 500 g paille d’avoine + 20 g Urée
R; : 500 ¢ Manioc + 500 g paille d’avoine + 30 g Urée

Trois séries de 18, 6 et 6 prélevements de contenu de rumen sont effectuées aprés 7, 10 et
13 semaines d’accoutumance a ces régimes. Dans la premiére série, constituant ’expérience prin-
cipale, les prélévements sont faits avec chaque mouton 2 jeun, puis 3 heures et 5 heures aprés le
repas (H,, Hy, H; du tabl. 1). A chaque fois, 200 & 300 ml de contenu de rumen sont pompés de
maniére & constituer un échantillon aussi représentatif que possible et mis dans des flacons immé-
diatement bouchés. A partir de chaque flacon préalablement agité constituant ’échantillon pri-
maire (tabl. 1 : A;, B, ...}, 2 échantillons secondaires (a et b) de 1 ml de contenu de rumen, sont
rapidement prélevés avec une pipette (1 ml) dont 'extrémité est sciée, mélangés ensuite 3 3 ml
d’une solution contenant 1/3 de glycérol, 2/3 d’eau physiologique dans des proportions différentes
suivant les deux méthodes de dénombrement employées.

L'expérience principale a consisté & comparer les deux techniques de numération a partir
de 5 comptages effectués sur chaque échantillon secondaire ; 4 avec 'hématimétre de Malassez
et 1 dans un couvercle de cellule de Petroff-Hauser.

~— L’hématimétre de Malassez (profondeur 0,2 mm) comporte cote & cbte, 2 grilles identiques,
B et H, gravées sur le verre. Chaque grille délimite une surface de 5 mm? et permet ainsi d'évaluer
le nombre de protozoaires contenus dans 1 mm? de suspension. Pour obtenir 4 dénombrements,
chaque grille est remplie deux fois de suite (x et B), avec la dilution 1/6 de chaque échantillon secon-
daire. La pipette Pasteur, utilisée pour ces opérations, dont I'extrémité est sciée et non cassée,
doit étre maintenue horizontale sitdt le prélévement effectué et avec un angle d’incidence de
65°-70° au moment de 'écoulement pour éviter une décantation rapide des protozoaires qui ris-
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querait de fausser les résultats. A chaque fois, la grille B recoit le bas de la pipette et la grille H
le haut, pour pouvoir s’assurer de la validité de la technique par comparaison statistique des
résultats.

TABLEAU I
Schéma de 'expérience principale

Mouton ou Ichantillon Dilutions et

Régime - . :
Iieh, primaire secondaire comptage

1

Heuares

/l’f'tmﬂ _ % * *
o * *

H ,

Malasses

Resultats

— Le couvercle de la cellule de Petroff-Hauser est rempli avec la dilution 1{640 du jus de
rumen et recouvert a 'aide d’un second couvercle.

Schéma :

dépot de la
suspension.

Le volume ainsi isolé est préalablement évalué a I’aide d'une seringue micrométrique et tous
les protozoaires qu’il contient sont comptés aprés décantation.

Les examens microscopiques sont faits avec un grossissement de 60 et portent sur 2 grandes
familles : Holotriches et Entodinomorphes.

L’ensemble des informations fournies par les 264 résultats est traité suivant cingq analyscs
successives :

— Influence de la taille des protozoaires sur leur répartition dans I’'hématimeétre.

-— Influence de la position de la pipette lors du dépdt des échantillons.

— Comparaison des deux méthodes de dénombrement.

— Précision des dénombrements sur ’hématimetre de Malassez.

— Répétabilité des résultats obtenus d’un prélévement a 'autre chez un méme animal.

RESULTATS

Le nombre moyen de protozoaires est environ de 150.10%/ml. Les Holotriches
n’excédent pas 2 9, du nombre des Entodinomorphes : cette répartition est peut-
étre due a la part importante de substances amylacées dans les glucides de la ration.
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Les proportions des sous-espéces d’Entodinomorphes varient d’un animal a 'autre
mais semblent se maintenir constantes pour un méme animal. Les Holotriches se
répartissent environ par moitié entre les genres Isotricha et Dasytricha.

TABLEAU 2

Nombres moyens de protozoaives obtenus
a partiv d’échantillons identiques (10%/ml)

b

Cellule de Hématimétre Total

Petroff de Malassez
Holotriches ............. | 1,59 2,08 3,67
Entodinomorphes . ....... I 153,09 147,77 300,86
Total .................. 154,68 149,85 304,53

I. Validité des dénombrements sur hématimétre

Deux facteurs sont susceptibles de fausser les résultats obtenus avec I’hémati-
métre : une répartition inégale des protozoaires due aux différences de taille, une
inclinaison de la pipette au moment du dépét de ’échantillon.

Influence de la taille des protozoaires sur leur yépartition.

Cette répartition n’est pas uniforme dans le couvercle de la cellule de Petroff,
mais ce fait n’a pas d’influence puisque tous les protozoaires y sont comptés. Par
contre, pour les numérations sur hématimeétre, la goutte de suspension étant déposée
au milieu de la grille, on risque de voir les Holotriches, de gabarit moyen, rester au
centre au moment ot la lamelle est posée et fausser ainsi la répartition entre les deux
especes.

I1 est donc nécessaire de vérifier par un test x? si le rapport Holotriches/Ento-
dinomorphes reste homogeéne d’une technique a l'autre.

Le résultat du test est y* = 0,058; la limite de signification du y? étant de 3,84
au niveau de 5 p. 100, la répartition entre les deux espéces pour un méme échantillon
est la méme quelle que soit la méthode de dénombrement choisie.

2. Influence de la position de la pipette lors du dépot des échantillons

Une pipette tenue trop verticalement entraine, d’une part, une surestimation
du nombre total de protozoaires et d’autre part, un nombre moyen supérieur dans la
grille B.

Pour s’assurer de la validité de la méthode, il faut comparer les 144 résultats
obtenus par moitié entre les grilles B et H.

Par ailleurs, le schéma d’analyse factorielle 2 X 2 adopté, permet de mettre
simultanément en évidence des différences éventuellement significatives entre les
prélévements o et B provenant d’'un méme échantillon secondaire.

Les valeurs de la loi F obtenues pour ces 2 facteurs de variation sont trés infé-
rieures au seuil de signification au niveau 5 p. 100. Ces 144 résultats sont donc statis~
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tiquement homogénes et peuvent étre groupés 4 par 4 pour réduire le nombre de
degrés de liberté de I'analyse suivante.

3. Comparaison des deux wméthodes de dénombrement

Elle est effectuée a partir de 72 résultats des 36 échantillons secondaires obtenus
avec les dénombrements sur couvercle de cellule de Petroff-Hauser et les résultats
groupés de I'hématimetre,

Le dispositif expérimental adopté permet d’étudier dans la méme analyse de
variance, quatre autres facteurs de dispersion : 1a prise des échantillons secondaires, les
6 animaux, les 3 heures de prélévement, les 3 régimes.

TABLEAU 3

Résultats de I'analyse de variance

Facteur de variation Signification ()
Technique de dénombrement N.S.
Prélévement secondaire ) N.S.
Animaux *x
Régimes B N.S.
B Heures de prélévement *

(1) N.S. : Non significatif au niveau 5 p. 100.

* : Significatif au niveau 5 p. 100.
** : Significatif au niveau 1 p. 100.
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F16. 1. — Evolution postprandiale du nombre moyen de protozoaires

dans le rumen de mouton

Le tableau 3 révéle 'homogénéité des résultats des méthodes de dénombrement
et d’échantillonnage et souligne 1’évolution postprandiale significative du nombre
moyen de protozoaires (fig. 1). Par ailleurs, I'absence de différences significatives
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entre les régimes, provient de la part importante de la variance totale prise par les
variations individuelles. (On a pu ainsi observer des variations de I'ordre de 1 3 10
entre 2 animaux recevant le méme régime.)

4. Précision des dénombrements sur hématimetre de Malassez

La précision des dénombrements est estimée en comptant 30 cellules soit
60 grilles H ou B a partir d’'un méme échantillon secondaire prélevé 5 heures apreés le
repas. La fonction de distribution des résultats obtenus a un coefficient de variation
de 14 p. 100 ce qui permet de tracer les abaques représentant pour les niveaux
5 p. 100, 10 p. I00 et 20 p. 100 la longueur de I'intervalle de confiance en p. 100 de
la moyenne et en fonction du nombre de cellules dénombrées (fig. 2).
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Fic. 2. — Précision d'un dénombrement de protozoaires du rumen
sur cellules de Malassez pour les niveaux § p. 100 . —e—e ;

10 p. 100 : —b—n0 ¢t 20 p. 100 —m—u

5. Répétabilité des résultals obtenus
d'un prélevement a Uautve chez un méme animal

Les résultats présentés jusqu’ici sont enregistrés a partir de prélévements effec-
tués le méme jour. Il est intéressant de connaitre la répétabilité du nombre de proto-
zoaires présents chez un animal prélevés dans les mémes conditions a plusieurs jours
d’intervalle. Dans ce but, deux autres séries de prélévements sont effectués 3 et
6 semaines aprés la premiere, 5 heures aprés le repas et les corrélations respectives
entre les 3 séries de 6 résultats sont calculées :

Corrélation entre la 17€ et la 2¢ série -} 0,245
Corrélation entre la 17 et la 3¢ série : 4 0,292
Corrélation entre la 2¢ et la 3€ série : + 0,571

Ces corrélations sont positives mais le nombre réduit de données fait qu’aucun
de ces coefficients n’est significatif au niveau 5 p. 100.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Une étude préalable a mis en évidence une différence significative entre les
résultats des grilles B et H de I'hématimétre. Nous avons pu observer que cet incon-
vénient est supprimé en tenant la pipette de prélévement avec un angle d’incidence
de 65°-70° au moment du dépdt de I'échantillon, ce qui permet aux protozoaires de
couler avec le flot sans se décanter au bas de la pipette. L’homogénéité des deux
méthodes de numération vis-a-vis de U'ensemble des résultats, joue en faveur de
I'hématimétre qui est d’emploi plus aisé et nécessite deux fois moins de temps pour
arriver a des résultats comparables. Par ailleurs, I'absence de différences significa-
tives entre les résultats obtenus & partir des échantillons «, b et «, B, signifie qu'un
seul prélévement peut suffire dans la mesure ol I'échantillon précédent a été correc-
tement homogénéisé.

Cette étude permet d’évaluer directement le nombre de cellules de Malassez a
dénombrer pour obtenir une précision déterminée et révéle qu'un minimum de 4 a
5 dénombrements est nécessaire pour obtenir une méthode suffisamment sensible.

Les variations individuelles hautement significatives entre les animaux
empéchent de mettre en évidence des différences entre les régimes. Ce résultat souligne
le risque d’erreur que présente l'utilisation d’un seul animal comme donneur de jus
de rumen pour des études métaboliques et surtout microbiologiques dans le rumen.
Pour comparer U'influence des régimes sur le nombre des protozoaires (ce qui n’était
pas le but), 'expérience aurait dit étre menée en carré latin afin de maitriser la part
importante de la variance individuelle, et avec des prélévements répétés sur plu-
sieurs jours dans les mémes conditions, pour réduire les variations des résultats enre-
gistrés pour un méme animal & différents jours.

En conclusion, la technique de dénombrement des protozoaires du rumen avec
I’hématimétre de Malassez, permet d’obtenir des résultats distribués avec un coeffi-
cient de variation d’environ 14 p. T00, & condition de respecter les conditions sui-
vantes :

— Homogénéiser soigneusement I'échantillon de jus de rumen.

— Prélever les échantillons aussitdét aprés homogénéisation des suspensions.

— Maintenir la pipette dans les positions préconisées : horizontale aussitot
aprés le prélévement et avec un angle d'incidence de 65°-70° au moment du dépot
de la suspension sur les grilles de ’hématimeétre.

Regu pour publication en juillet 1970.

SUMMARY

COMPARATIVE VALUE AND ACCURACY OF TWO TECHNIQUES
FOR COUNTING RUMEN PROTOZOA

Rumen protozoa (Holotrichs and Entodinomorphs) were counted by microscopic exami-
nation, either with a Petroff-Hauser counting cell or with a haemocytometer chamber (Malas-
sez 0.02 mm deep).

The rumen juice diluted to a suitable volume in a formalin and glycerol-buffer medium.
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before counting. A great difficulty in counting protozoa lies in their fast sedimentation to the
bottom of the suspension. The medium must be strongly fanned during transfers and sampling,
and as soon as the sample has been pipetted, the pipette must be held at 65-70° incidence to pre-
vent sedimentation of protozoa, allowing them to flow down into the counting chamber.

The use of the haemocytometer process is twice faster and less tedious than the Petrefi-
Hauser. The former method is described in this paper and a chart enables to estimate its accuracy
depending on the number of Malassez cells counted.
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