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MATERIELS & METHODES

1- Préparer un gel laitier 

(mélange de lait et de présure) 

2- Couler le gel dans une chambre 

d’observation et prise du gel à l’étuve

3- Inoculer les bactéries

4- Repérer en microscopie confocal les  colonies 

bactériennes  par le  Syto 9 marqueur de l’ADN 

bactérien

5-Prélever

En TEM Coupelle pour la cryo-fxation HP

En SEM morceau de 2mm x 2mm
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Contexte de l’étude : Les bactéries jouent un rôle clé dans l’affinage et la flaveur du fromage et se développent en colonies.

Questions : Quels sont les outils et les méthodes les mieux adaptés en microscopie pour observer les interfaces entre colonie de 

bactéries (Lactococcus Lactis (coque de 1µm de diamètre)) et matrice solide ainsi que l’organisation des bactéries dans les colonies ? 

Réalisations phares en microscopie des 

colonies bactériennes en matrices fromagères 

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 impacté 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

bactéries. 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.

CRYO-FIXATION HP SUBSTITUTION-INCLUSION EPON-COUPE

REFROIDI 5°C –VAPORISATION VAPEUR D’EAU 98%

FIXATION CHIMIQUE DESHYDRATATION POINT-CRITIQUE

La CRYO-FIXATION HP préserve l’état natif de la matrice mais la taille des échantillons (1,5 mm

diamètre sur 200 µm épaisseur) réduit le champ d’observation des colonies et la tomographie apporte

peu d’éléments supplémentaires sur les interactions entre bactéries.

TOMOGRAMME

La cryo-MEB apporte une conservation de la matrice au plus près de l’état natif avec un

volume de colonie supérieur sans observer de phénomène de compaction de la matrice.

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

On apprécie mieux l’arrangement des bactéries dans la colonie et son intégralité sous forme 

de masses rondes sorties du gel. On manque de résolution à partir du grossissement x15000

ce qui ne nous permet pas d’observer les interactions entre bactéries.

Offre le plus de détails sur les interactions entre colonies bactériennes et matrice laitière malgré les

artéfacts liés à la fixation chimique.
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105 colonies/cm3

˜500 bactéries/colonies

SEMTEM

107 colonies/cm3

˜50 Bactéries/colonies
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