TP  N°1: Etude des caractères culturaux et morphologiques des souches microbiennes issues d’un aliment
1. Etude des caractères culturaux

· Sur  un milieu liquide, il sera noté la présence : de trouble plus au moins important, d’un dépôt (en mie de pain, glaireux …) ou d’un voile. 
· Sur les milieux de culture solide seront notés : l’abondance de la culture et son délai d’apparition, les caractéristiques des colonies isolées et éventuellement, la présence de pigments soluble (Pseudomonas) ou insoluble (Serratia).
L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué à partir de l'isolement après incubation. Cette étude est basée sur des observations à l’œil nu et macroscopiques permettant de différencier les caractéristiques des souches étudiées.
L’observation de l’aspect macroscopique des colonies sous la loupe binoculaire permet d’effectuer une première caractérisation et les éléments d’identification macroscopiques sont :
· La forme des colonies : rondes, irrégulières,…etc.  
-Allure du contour: bords lisses réguliers ou irréguliers, dentelés. 
-Relief: surface bombée, demi-bombée, plate. 
 -Centre: parfois surélève, parfois ombiliquée (en creux).
· La taille des colonies par la mesure du diamètre : punctiformes ou de taille mesurable.
· La couleur de la colonie et l’opacité (opaque ou transparente…). La transparence des colonies doit être appréciée en lumière naturelle et artificielle. Certaines colonies élaborent des pigments (ex. colonies jaune doré pour Staphylococcus aureus).
· L’aspect : colonie lisse (S pour smooth), rugueuse (R pour rough) ou muqueuse (M). 
· L’odeur dégagée par l’ensemble de la culture. 
· L’adhérence appréciée par raclage à l’aide de l’anse de platine
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Figure (1): Forme des colonies isolées sur milieu solide 
2. Etude des caractères morphologiques (aspect microscopique)
2.1. Etat frais 
Ce test permet de déterminer la forme, l’arrangement et surtout la mobilité des bactéries. Il consiste en l’observation d’une goutte de suspension bactérienne, préparée avec de l’eau physiologique et placée entre lame et lamelle. L’observation se fait sur microscope optique.  


2.2. Mode opératoire
-Déposer une goutte d'une suspension bactérienne (de 1 à 10 colonies placées dans 5 ml de l’eau physiologique) sur une lame de verre. 
-Recouvrir la goutte d'une lamelle couvre objet (la suspension ne doit pas déborder les contours de la lamelle).
-Observer immédiatement au microscope (objectif x40).
-Après observation jeter immédiatement la lame dans un bocal contenant de l'eau de Javel.
 (
Figure (2):
 Forme des cellules bactériennes ainsi que leur mode d’association
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3. Techniques de coloration simple : bleu de méthylène  
3.1. Mode opératoire
-Faire un frottis des bactéries sur une lame propre et sèche : avec une anse on étale doucement un peu de suspension bactérienne sur le milieu de la lame. 
-Sécher.
 -Fixer à l’alcool et rincer à l’eau, ou fixer à la flamme en passant la lame trois fois dans la flamme du bec Bunsen réglé en flamme éclairante (virole fermée). 
-Recouvrir d’une solution de bleu de méthylène pendant une minute.  
-Rincer et sécher entre deux papiers-filtres. -Eliminer l’humidité résiduelle au-dessus de la veilleuse du bec Bunsen.  







TP N°2 : Diagnostic bactériologique et étude des caractères biochimiques 
(Recherche de l’enzyme respiratoire) 
1. Introduction
En plus de l’étude des caractères morphologiques et culturaux, les colonies isolées doivent subir  ensuite une étude des caractères biochimiques. Cette identification est basée sur la capacité des cellules bactériennes à utiliser un tel ou tel substrat. On les met donc en contact dans un milieu de culture avec un glucide, ou un peptide, ou d'autres substrats plus complexes. En général, l'utilisation d’un substrat est révélée par le virage d'un indicateur de pH (par exemple : un glucide utilisé donne un produit acide, un peptide donne un produit basique, etc..) mais toujours appréciée à l’œil nu.
2. Préparation de la suspension bactérienne
-Repiquer une colonie bien isolée de la bactérie à étudier sur une gélose et laisser incuber 18 à 24 heures.
-À l’aide d’une anse de platine, racler, au minimum, de 3 à 5 colonies bien isolées et identiques de la bactérie étudiée et ensemencer dans un tube contenant de 4 à 5 ml de l’eau physiologique. 
-Le bouillon de culture est incubé à 35°C jusqu’à l’apparition d’une turbidité (délai de 2 à 6h). 
-Ajuster la turbidité du bouillon de culture en phase de croissance avec de l’eau physiologique  (approximativement 1 à 2 X 108 UFC/ml).
3. Recherche de l’enzyme respiratoire 
3.1. Test de catalase
C'est une enzyme décomposant l'eau oxygénée en eau et en oxygène gazeux. Selon la réaction suivante 
H2O2                          ½O2 + H2O
La méthode consiste à prélever une colonie du germe à étudier sur l'extrémité d'une anse de platine que l'on plonge ensuite dans une goutte d'eau oxygénée (à l’aide d’une pipette Pasteur). Le dégagement de bulles gazeuses signe la présence de l'enzyme.
 (
Figure
 : Test de catalase
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TP N°3 : Influence de la variation de certains facteurs physiques sur la croissance des microorganismes

1. Introduction 
Un certains nombre de facteurs physique externes peuvent intervenir dans le développement des microorganismes. La variation de certains entre eux (pH du milieu, la température, la pression osmotique etc.…) peut accélérer, retarder, ou arrêter la croissance microbienne. Nous étudions dans cette séance l’influence de la variation de température.
2. Principe 
On définit une température optimale de croissance pour laquelle le développement est maximal. Il s’agit d’apprécier les valeurs limites de la température et la valeur optimale de croissance d’un germe donné (germe mésophile).
3. Matériel 
• 5 tubes de bouillons nutritifs (contenant 5 ml de milieu) 
• Anse de platine 
• Boites ensemencées par le germe à étudier
4. Mode opératoire 
• Marquer chaque tube de la température correspondante : + 4°C, 20°C,37°C,44°Cet 55°C.
 • Ensemencer les cinq tubes avec la souche microbienne à étudier 
• Incuber immédiatement chaque tube à la température indiquée. La durée d’incubation est de 24 h, mais elle peut être prolongée jusqu'à 48 h (pour 20°C); voir une semaine (pour + 4°C). 
5. Lecture des résultats
On note par le système des croix le développement des germes dans les tubes
 • (-) : Absence de pousse 
• (+) : Léger trouble douteux 
• (++): Développement assez important 
• (+++) : Trouble maximale

Remarque
Pour plus de précision, il est préférable de déterminer la densité optique des tubes avec un turbidimètre. 


Compte rendu 
1. Donner l’objectif de l’ensemble des TP.
2. Faire un schéma qui explique le déroulement du mode opératoire.
3. Identifier les germes isolés en se référant aux caractères culturaux et morphologiques des microorganismes connus (Livre). 
4. Rédiger une discussion des résultats trouvés ainsi qu’une conclusion générale.
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