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TP n°3 : Observation macroscopique et microscopique des microorganismes

I. Observation macroscopique :( description des colonies)
Afin d’identifier une souche microbienne, la premiére étape du diagnostic microbien et du biotypage
d’une souche est la description macroscopique des colonies bien isolées ; parfois cette seule étude
permet de connaitre le germe qu’on a en présence car les colonies sont typigues. Les principaux
caracteres a étudier sont :

1) Laforme
Le premier caractére important dans la description des colonies est sa forme générale... De

nombreuses especes bactériennes forment des colonies rondes. Cependant d’autres donnent des
colonies aux formes plus ou moins variées :

CIRCULAIRE IRREGLUILIERE FILAMENTEUSE RHEZCIDE

2) Le relief = élévation
Apreés 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 microbiennes.

ELEVATION

CONVEXE BOMBEE PLATE BOSSLUE EN FORME DE CRATERE

3) Le contour
Le contour d’une colonie, ¢’est le bord de celle-Ci.

BORD i
REGLILIER OMDULE FILAMENTELIX BCGUCLE LOBE

4) Taille

La taille d’une colonie bactérienne est une donnée qui est parfois difficile a apprécier. En effet sur
un méme isolement la méme espece 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 :
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- Colonies ponctiformes: Colonies a peine visibles, dont la taille est inférieure au
millimétre

- Petites colonies : Colonies dont le diametre est compris entre 1 et 2 mm

- Colonies moyennes : Colonies dont le diametre est compris entre 3 et 5 mm

- Grosses colonies : Colonies dont le diamétre est supérieur a 5 mm

- Les colonies de type «envahissantes » ne peuvent pas étre mesurées véritablement. En
effet, leurs contours ont souvent atteint les bords du milieu sur boite ou, les colonies se
superposent. Donc, on ne donne aucune taille.

5) Lasurface
La surface d’une colonie bactérienne peut changer d’un repiquage a ’autre. Cependant c’est un

critéere important car relié a d’autres caractéres dont parfois la pathogénicité. On distingue les
colonies lisses = Smooth(S) et les colonies rugueuses (R).

6) La couleur
La couleur des colonies peut étre :

e Naturelle = 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).

e ou du a un colorant ou un indicateur de pH présent dans le milieu. Exemple de colonies
colorées d’E. coli sur différents milieux :

Rose Jaune Verte Jaunatre

Gélose Mac Conkey Gélose GLBCP  Gassner Gélose LB

7) L'opacité
Les colonies opaques ne laissent pas passer la lumiére contrairement aux translucides, qui laissent
passer la lumiére. Certaines sont tres transparentes

8) La consistance
Elle se juge au moment du prélevement a I’aide de I’anneau d’anse de platine stérile et refroidie.
On distingue les colonies seches, les crémeuses, et les muqueuses.

9) Autres caractéres

De nombreux autres caractéres pourraient étre décrits. En effet, il arrive que I’odeur soit
significative de I’espéce microbienne en présence. Par exemple une colonie sentant I’eau de Javel
nous oriente vers 1’espéce bactérienne Pasteurella multocida.

Pour les moisissures, cet examen est déconseillé (risque d’inhalation de spores).
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I1. Observation microscopique des microorganismes a I’état frais

a) Pour les bactéries
Pour observer la mobilité, il faut que la culture soit jeune (culture liquide incubée18-20 h)

- Déposer la suspension bactérienne jeune avec I'anse de platine totalement refroidie (1 ou 2 anses)
sur la zone centrale de la lame désinfectée avec 1’éthanol.
- Eviter les excés de liquide (risque de contamination et géne I'observation)
- Recouvrir d'une lamelle d’une maniére inclinée pour éviter la formation des bulles d'air.
- Déposer la lame avec lamelle sur la platine porte objet et sous l'objectif x 40 (SANS HUILE)
- Observer rapidement en faible luminosité (car les cellules sont transparentes)
> Fermer le diaphragme.
> Abaisser le condensateur
» Diminuer I’éclairage de la lampe si le microscope le permet.

- Monter la platine porte objet jusqu'a 1 mm de l'objectif,

- Mettez vos yeux sur le binoculaire.

- Faire le réglage en abaissant progressivement la platine porte objet en tournant la
Vis macrometrique jusqu’a trouver I’'image de I’échantillon.

-Affiner la netteté avec la vis micrometrique.

-Afin de passer au grossissement X100, mettre une goutte de I’huile a immersion sur la lamelle.
-Immerger la lentille x100 dans I’huile, et suivre les mémes étapes décrites au dessus.

b) Pour la levure

- A partir d’une suspension de la levure de boulanger, prélever une goutte avec une pipette Pasteur
et la deposer sur une lame propre.

- Recouvrir d’une lamelle d’une maniére inclinée.
- Observer la levure en faible luminosité en utilisant I’objectif X 40 (suivant les mémes étapes).

c) Pour les moisissures

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

- Appliquer la face adhésive sur la colonie de moisissure.

- Poser le morceau de ruban sur la lame (I’observation peut se faire a sec ou avec une goutte d’eau
ou de colorant sur lame).

- Observer la moisissure en faible luminosité a I’objectif x 40 (suivant les mémes étapes).

REMPLIR les tableaux suivants.

DESSINER ce qu’est vu sous microscope pour les trois préparations microbiennes.

JETER les lames avec lamelles dans le bidon jaune.
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Résultats

1) Etude macroscopique
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Souche | Forme | Relief | Contour | Taille Surface | Opacité | Couleur Consistance
De
bactérie
De
levure
Souche | Couleur Relief Aspect de la Présences ou non
recto Verso recto Verso surface de gouttelettes
(mycélium) d’cau
De
moisissure

Relief : Recto : Culture plate ou surélevée ;

Verso : Culture plissée ou non plissée.

Aspect de la surface colonie: glabre, platreuse, poudreuse, granuleuse, duveteuse, cotonneuse...
Mycelium : ensemble de filaments = hyphes plus ou moins ramifiées.

2) Etude microscopique

Isolat

Mobilité

Forme

Mode de regroupement

De bactérie E.coli

De levure S. cerevisiae

absence de cloisons (Aspergillus), pinceau des spores
dans ’hyphe (Penecillium),....
De
moisissure

- Que pouvez-vous déduire & propos des dimensions des trois microorganismes ?
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