TP(2) : Etude morphologique des bactéries (p2)

...[1]. Macromorphologie.. ]

Etude morphologique des colonies bactériennes :

L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de la température de
lincubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies bien
isolées. La colonie peut apparaitre a la surface du milieu de culture pour les germes
aérobies, ou étre en profondeur pour les germes anaérobies.

Aspect des colonies sur milieu solide.

Mode opératoire :

Repiquer différentes colonies sur gélose.
Incuber & 37°C pendant 24 h.
Observer les différents aspects :
1. Lataille
Elle peut étre mesurée a I'aide d'une regle graduée pour les grandes colonies. Il est
possible d'utiliser le microscope au grossissement le plus faible pour mesurer la
taille des petites colonies en utilisant de micrometres oculaires.

2. Laforme
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3. La surface
La surface d'une colonie bactérienne peut étre lisse (type S), rugueux (type R),
renvoyer la lumiére de fagon a leur donner un reflet métallique ou un aspect irisé.
4. L'opacité
Opaqgues : ne laissent pas passer la lumiére.
Translucides : laissent passer la lumiére mais on ne voit pas les formes au
travers.

Transparentes : laissent passer la lumiére et on voit les formes au travers.

5. La consistance

Au moment du prélevement il est possible d'apprécier si les colonies sont grasses,
crémeuses, séches ou encore muqueuses (type M).

6. La couleur et pigment

Plusieurs colonies n'ont pas une couleur bien définie (blanc, gris). Par contre,
certaines bactéries produisent un pigment insoluble qui donnent un aspect bien
caractéristique a la colonie (rose, jaune, rouge), tendis que d'autres produisent un pigment
soluble qui diffuse et colore le milieu.
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Etude morphologique des cellules bactériennes :
(Etat frais, Coloration simple et Coloration de Gram).
L'observation microscopique des préparations bactériennes permet de faire une
étude morphologique des cellules bactériennes:
a. Examen a l'état frais

C'est I'examen microscopique de bactéries vivantes, en milieu liquide, sur une
préparation dite : a I'état frais (entre lame et lamelle). Il permet de déterminer leur
mobilité.

b). Coloration simple ( Mode opératoire) :

1). Préparation du frottis
- Etalement bactérien sur une lame propre.
- Séchage de I'étalement et fixation physique.
2). Coloration du frottis au bleu de méthyléne
Recouvrir I'étalement par le bleu de méthyléne et laisser agir (2 min.).
Laver doucement la lame avec I'eau distillée.

Sécher la préparation a la flamme.



Observer la lame par microscope avec tout les objectifs (x4, x10, x40, x100).

Dessiner I'image observée.

Décrire la bactérie étudiée (forme, taille, mode de groupement, spore, etc.).
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d). La Sporulation :

Exemple - Bacillus sp

Spore centrale ou Spore sub-terminale Spore terminale
subterminale déf crmante défearm ante
non déform ante Exemple . Clostrdim ep Exemple . Clogtridium tetani

1).

2).
3).
4).
5).
6).
7).
8).
9).

. Coloration de Gram

(Mode opératoire) :

Préparation du frottis

- Etalement bactérien sur une lame propre.

- Séchage de I'étalement et fixation physique.

Coloration du frottis au violet de gentiane (1 min.)

Fixation du frottis avec la solution de lugol (45 sec.)

Décoloration du frottis par I'éthanol (30 sec.)

Coloration différentielle du frottis a la fuchsine (1 min.)

Laver doucement la lame avec I'eau distillée.

Sécher la préparation a la flamme.

Observer la lame par microscope avec tout les objectifs (x4, x10, x40, x100).

Dessiner I'image observée.

10). Décrire la bactérie étudiée (forme, taille, mode de groupement, spore, etc.).

Technique et principe de Coloration de Gram
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