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Réalisations phares en microscopie des
colonies bactériennes en matrices fromageres

CAUTY CHANTAL*, PAYRE BRUNO?!, KOLOTUEVA IRINA?, DANIEL THOMAS?, BUREL AGNES?, JEANSON SOPHIE*, LORTAL SYLVIE *

Contexte de I’étude : Les bactéries jouent un réle cle dans 'affinage et la flaveur du fromage et se developpent en colonies.

Questions : Quels sont les outils et les méthodes les mieux adaptés en microscopie pour observer les interfaces entre colonie de
bacteries (Lactococcus Lactis (coqgue de 1um de diametre)) et matrice solide ainsi que I'organisation des bacteries dans les colonies ?
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@ La CRYO-FIXATION HP préserve |'état natif de la matrice mais la taille des echantillons (1,5 mm
diametre sur 200 um éepaisseur) reduit le champ d’observation des colonies et la tomographie apporte

peu d’éléments suppléme
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CONGELATION AZOTE PATEUX -210°C —CRYOFRACTUR
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1- Préparer un gel laitier \\ La cryo-MEB apporte ,upe conservation de la m,atrlce\ au plus pres c_le I'état natif avec un
(mélange de lait et de présure) \ volume de colonie supérieur sans observer de phenomene de compaction de la matrice.

Les filaments entre bactéries seraient un artéfact de matériel lors de la cryo-MEB.

2- Couler le gel dans une chambre
d'observation et prise du gel a I'étuve
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On appréecie mieux I'arrangement des bactéries dans la colonie et son intégralité sous forme
de masses rondes sorties du gel. On manque de resolution a partir du grossissement x15000
@ ce qui ne nous permet pas d'observer les interactions entre bacteries.
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3- Inoculer les bactéries

4- Repérer en microscopie confocal les colonies
bacteriennes parle Syto 9 marqueur de 'ADN

bacterien FIXATION CHIMIQUE DESHYDRATATION POINT-CRITIQUE

Offre le plus de détails sur les interactions entre colonies bactériennes et matrice laitiere malgré les
@ artéfacts lies a la fixation chimique.
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CONCLUSION
En SEM le mode conventionnel offre une qualité d'image supérieure aux autres modes d’'observations. En outre, Il permet d’'observer
des colonies de plus grosse taille susceptibles d’avoir impacte la structure de la matrice.

La complémentarité entre SEM et TEM permet de visualiser les interfaces entre colonies et matrice ainsi que les interactions entre les
bactéeries. Le mode Cryo-SEM n’est pas le mieux adapté, la méthode par cryo-fixation HP puis observation en mode cryo-SEM serait
plus intéressante.


matrice_bactos_14500.avi
matrice_bactos_14500.avi



