Manuel des travaux pratiques de Microbiologie générale 2  ème année  LMD


TP n°4 : observation  macroscopique et microscopique des microorganismes
I. Observation macroscopique :( description des colonies)
La première étape du diagnostic bactérien et du biotypage d’une souche est la description macroscopique des colonies bien isolées ; parfois cette seule étude permet de connaître le germe qu’on a en présence car les colonies sont typiques. Les principaux caractères à étudier sont :
1) La forme :

Le premier caractère important dans la description des colonies est sa forme générale… De nombreuses espèces bactériennes forment des colonies rondes. Cependant d’autres donnent des colonies aux formes plus ou moins variées. Les quatre types de colonies qu’on peut les rencontrer en général, sont :
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                      RONDE                   IRREGULIERE              EN  ETOILE                ENVAHISSANTE
2)  Le relief :
Après la forme générale, il est important de regarder le relief de la colonie (un peu comme si on en faisait une coupe). Il existe plusieurs types de reliefs chez les colonies bactériennes mais 3 types sont plus souvent observés :
Très fréquemment observé : Bombée  et plate
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Couramment observé : en vague concentrique
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(cas de Proteus)
3) Le contour :

Le contour d’une colonie, c’est le bord de celle-ci. 

Les colonies à bords réguliers (= nets) et celles à bords irréguliers 
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4) Taille : 

La taille d’une colonie bactérienne est une donnée qui est parfois difficile à apprécier. En effet sur un même isolement la même espèce peut avoir différentes tailles… Pour ne pas qu’il y ait de quiproquos, il est « conventionnel » de  mesurer les colonies les plus grosses qui sont parfaitement isolées. La taille d’une colonie bactérienne, si elle est mesurable, s’exprime en mm et est souvent qualifiée par un adjectif. Les termes les plus couramment utilisés sont :
· Colonies ponctiformes : Colonies à peine visibles, dont la taille est inférieure au millimètre 

· Petites colonies : Colonies dont le diamètre est compris entre 1 et 2 mm 

· Colonies moyennes : Colonies dont le diamètre est compris entre 3 et 5 mm 

· Grosses colonies : Colonies dont le diamètre est supérieur à 5 mm 

· Les colonies de type « envahissantes » (Proteus, Pseudomonas…) ne peuvent pas être mesurées véritablement. En effet, leurs contours ont souvent atteint les bords de la gélose ou, les colonies se superposent. Donc, on ne donne aucune taille.
5) La surface :

La surface d’une colonie bactérienne peut changer d’un repiquage à l’autre. Cependant c’est un critère important car relié à d’autres caractères dont parfois la pathogénicité. On distingue les colonies lisses (S) et les colonies rugueuses (R). 
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6) La couleur :

La couleur des colonies peut être naturelle (pigments) ou du à un colorant ou un indicateur de pH présent dans le milieu.  Exemple de colonies colorée d’ E.coli sur différents milieux :
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La pigmentation d’une colonie est due à la production d’un ou plusieurs pigments par la bactérie. On peut différencier les pigments non diffusibles (seule la colonie est colorée) des pigments diffusibles (qui colorent également le milieu de culture).
Le genre permettant d’illustrer les pigments diffusibles est Pseudomonas et particulièrement les espèces P. aeruginosa et P.fluorescens. En effet ces espèces produisent la pyoverdine (peptide complexe de couleur jaune-vert fluorescent, soluble dans l’eau et insoluble dans le chloroforme) et/ou la pyocyanine (de couleur bleue, soluble dans l’eau et les solvants organiques). 
7) L'opacité : Les colonies opaques ne laissent pas passer la lumière contrairement aux

translucides. Certaines sont très transparentes car laissent passer la lumière.
8)   La consistance : Elle se juge au moment du prélèvement. On distingue les colonies crémeuses, des sèches et des muqueuses.

9)   Autres caractères :

De nombreux autres caractères pourraient être décrits. En effet, il arrive que l’odeur soit significative de l’espèce bactérienne en présence. Par exemple une colonie sentant l’eau de Javel nous oriente vers l’espèce Pasteurella multocida.
II. observation microscopique des microorganismes à l’état frais :

a) Pour les bactéries :
-  Déposer la suspension bactérienne avec l'anse de platine totalement refroidie (1 ou 2 anses) sur la zone centrale de la lame. Éviter les excès de liquide (risque de contamination et gêne l'observation)

-  Recouvrir d'une lamelle le liquide. Éviter les bulles d'air. Recommencer au besoin.

-  Observer rapidement en faible luminosité SANS HUILE : poser la lame avec lamelle sur la platine porte objet abaissée par rapport aux objectifs. Mettre l'objectif x 40.

- Fermer le diaphragme. (Baisser le condensateur si le microscope le permet). 

- Monter la platine porte objet jusqu'à 1 mm de l'objectif, puis observer la préparation. 

- Faire le réglage en abaissant progressivement la platine porte objet tout en affinant la netteté avec la vis micrométrique.
- Dessiner ce qu’est vu sous microscope.
JETER l'état frais (lame et lamelle) dans le petit cristallisoir pour lames contaminées.
b) Pour la levure :
- à partir d’une suspension de la levure de boulanger, prélever une goutte avec une pipette Pasteur et la déposer sur une lame propre.

- Recouvrir d’une lamelle.

- Observer la préparation en utilisant l’objectif x 40.
c) Pour les moisissures :

- Couper un morceau de ruban adhésif transparent « scotch » en évitant de laisser les empreintes sur la face adhésive, utiliser la pince pour le manipuler.
- Appliquer la face adhésive sur la colonie de moisissure.

- Poser le morceau de ruban sur la lame (l’observation peut se faire à sec ou avec une goutte d’eau ou de colorant sur lame).
- Observer la moisissure à l’objectif x 40.
III. Résultats :
1) Etude macroscopique :

	Numéro de souche
	Taille
	Forme
	Relief
	Contour
	Surface
	Opacité
	Couleur
	Consistance
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    2) Etude microscopique :

	Isolat
	Forme
	mobilité
	Mode de regroupement
	Mycélium et son type
	Type et couleur des spores

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


· Que pouvez-vous déduire à propos des dimensions des trois microorganismes ? 
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