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TPs : Mycologie Approfondie et Appliquée  
TP1/ Préparation de milieu de culture 

1. Définition 

Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-organismes peuvent se multiplier. Il doit donc satisfaire les exigences nutritives du micro-organisme étudié ce qui implique :

· couvrir les besoins en ions minéraux, en facteurs de croissance, apporter la source de carbone et d’énergie ;

· présenter un pH voisin du pH optimal ;

· présenter une force ionique optimale (le milieu peut être isotonique mais ce n’est pas obligatoire).
2. Milieu de base  pour l’isolement des champignons (Potato Dextrose Agar)  

· Composition : en gramme par litre d’eau distillée 
· Pomme de terre …….200

· Dextrose …………….20

· Agar…………………20

pH final = 5,6
3.  Matériel de travail 
· Les récipients (béchers, éprouvettes, erlens, ……)

· La balance de précision + verre de montre 

· Plaques chauffante + les barreaux magnétiques

TP2 /  isolement et numération  des champignons  
1.But

L’isolement de micro-organismes à partir du sol.

2. Principe 

L’isolement consiste à réaliser à partir d’un échantillon des suspensions dilutions. Ces dernières sont ensemencées sur milieu de culture solide. Au terme de l’incubation, les germes contenus dans le sol seront développés. Chaque germe sera à l’origine d’une colonie, le comptage des colonies permet par méthode de calcul simple d’estimer la quantité de germes contenue dans le sol étudié.

3. Mode opératoire 
· Matériel  de travail:

· l’alcool  et l’eau de javel.

· Le bec bunsen, 

· les tubes de dilutions (eau physiologique ) 

· Les milieux de culture (GNO et PDA) 

· Les boites de Pétri, les pipettes stériles, les pipettes Pasteur et  les anses de platines
· vortex 

· Matériel biologique : sol agricole  

On fait pour tous les deux manipulations suivantes :

a- Dilution :

Le sol est très riche en micro-organismes, pour cette raison qu’on fasse des dilutions afin de faciliter  le comptage de ces micro-organismes, lorsque la dilution augmente le pourcentage de colonies diminue.
· 10g de sol tamisé est pesé et mélangé à 90ml d’eau distillée la dilution 10
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est ainsi réalisée.

· 1ml de cette dilution est prélevé et mélangé à 9ml d’eau distillée stérile, la dilution 10
[image: image2.wmf]2

-

 est ainsi réalisée jusqu'à la dilution 10
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b- Ensemencement :

-L’ensemencement a 0.1ml de chaque dilution de10-3,10
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et 10-5 est prélevé a l’aide d’une pipette et déposée dans une boite de pétri. Le milieu de culture maintenu en surfusion a l’état liquide a 70°c est refroidie et coulé dans la boite de pétri. Après solidification du milieu les boites sont retournées et mises à incuber à 30°c pendant une semaine.

Pour chaque tube on fait deux répétitions.
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4. Calculs et résultats :

4.1- la concentration du sol en germes :

A, Le comptage :

Norme internationale : 300 > nombre de colonie >30

	Dilution 
	Moisissures 

	10
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B. Calcul de la concentration :

Exemple  1 :
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0.1ml              164 colonies   
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 = 16400 colonies dans la dilution 10
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Il y a 16400 colonies dans 1g de sol.

16400 
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germes dans 1g de sol.
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4.2. La description macromorphologique :
· Champignons 

	        Critères 

Colonie
	La couleur
	La forme
	L’aspect
	La taille
	Revers 

	N° : 01
	
	
	
	
	

	N° : 02
	
	
	
	
	

	N° : 03
	
	
	
	
	

	N° : 04
	
	
	
	

	


5.- Interprétation :

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..   


6- Conclusion : 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..

TP3/   Purification  et Identification  des champignons 

1. Purification 

Apres le développement des colonies, la purification est effectuée par la méthode de repiquage.  La colonie parfaitement isolée, est  prélevée et transférée, toujours a l’aide d’une pince stérile sur le même milieu mais dans de nouvelles boites de Pétri.

L’incubation de toutes les boites est effectuée à 30°C jusqu’à l’obtention de nouvelles colonies

2. Identification des champignons:

L’identification des isolats est basée sur les observations du mycélium fongique : 

· Observation macroscopique : qui permet de déterminer la couleur de la colonie  pendant le développement et à mesurer son diamètre. 

· Observation microscopique : qui détecte la présence du thalle, la présence ou l’absence de septum, la nature de la production et les caractéristiques des fructifications et des spores .
Le mycélium est fixé en utilisant une solution de lactophénol bleu coton  (voir annexe ) . En outre, l’utilisation d’un microscope à fluorescence  a permis la prise en photo du mycélium .
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Figure : Préparation des lames

TP4/  Etude de la sensibilité aux bactéries   

Les antibiotiques sont des composés chimiques, élaborés par un micro-organisme ou produit par synthèse et dont l’activité spécifique se manifeste à dose faible sur les microorganismes.

La détermination de la sensibilité d’un champignon à divers bactéries  est d’une grande importance en microbiologie. Elle permet l’élaboration des milieux d’isolement sélectifs, le contrôle d’une infection par chimiothérapeutique et enfin elle peut être utilisée comme approche dans la caractérisation et l’identification fongique . 

1. Matériel par groupe

· Disques des champignons 

· Bactérie : E.coli
· Boite de pétri + de gélose (Miller –Hinton)

· Culture microbienne en suspension
· Râteau

2. Mode opératoire

· Couler la gélose dans une boite de pétri
·  Laisser prendre en masse
·  Prélever 2 ou 3 gouttes de la suspension bactrienne, les déposer a la surface de la gélose les étaler avec un râteau
· S’assurer que la surface de la gélose est bien séchée, et y déposer les disques de champignons 
· Placer la boite de pétri à basse température  4°C pendent 15 à 30mn afin de permettre aux antibiotiques de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent à  se multiplier
· Retirer la boites du réfrigérateur et la placer dans l’incubateur, à la température  optimale de croissance du germe a étudier( 37 °C) pendent 24 h

Rappel : les boites doivent être placées couvercle en bas

3. Lectures des résultats

L’activité de chaque champignon  sera appréciée, par le diamètre de l’auréole d’inhibition provoqué autour du disque

Remarque : Cette méthode est une application de la diffusion en gélose .Le  diamètre de l’auréole dépend de la vitesse de diffusion de disque  dans la gélose.
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4. Interprétation 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….

5. Conclusion 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..............................................................
Donc il y a 164 � EMBED Equation.3 ��� 10� EMBED Equation.3 ���germes dans 1g de sol (164 � EMBED Equation.3 ��� 10� EMBED Equation.3 ���germes/1g de sol).
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