Collège de Genève – Laboratoire de biologie
Le règne des Monères - coloration de Gram
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Matériel
Bactéries, set de coloration de Gram, lames pour microscope, objectif à immersion
A propos de la coloration de Gram ...
• Dans l’ancienne taxinomie à deux règnes, on classait les Bactéries dans le règne végétal parce que, comme les Végétaux, elles possèdent une paroi cellulaire. La paroi bactérienne cependant, n’est pas, comme la paroi végétale, de la cellulose, mais presque toujours du peptidoglycane. Le peptidoglycane est un polymère de glucides, reliés par de courts polypeptides transversaux qui varient d’une espèce à une autre.
• La coloration de Gram permet de séparer les bactéries en deux catégories. Les Gram + possèdent une paroi qui retient la coloration du cristal violet. Les Gram – ne retiennent pas cette coloration violette, elles sont donc décolorées par passage dans l’alcool, puis se colorent en rose lors de la surcoloration à la safranine.

• Les bactéries à Gram + possèdent une membrane plus rudimentaire, contenant une quantité relativement importante de peptidoglycane. Les bactéries à Gram – contiennent moins de peptidoglycane et présentent une structure plus complexe. Sur la membrane des bactéries Gram – se trouve une membrane externe composée de glucides liés à des lipides (lipopolysaccharides). Parmi les bactéries pathogènes, les espèces à Gram – possèdent une paroi dont les lipopolysaccharides sont souvent toxiques. Elles ont également une membrane externe qui les protège des défenses de leur hôte. De plus, les bactéries à Gram négatif opposent souvent plus de résistance aux antibiotiques que les espèces à Gram + car la membrane externe entrave la pénétration des médicaments.
• Un grand nombre d’antibiotiques, dont la pénicilline, inhibent la synthèse des ponts transversaux entre les chaînes de glucides du peptidoglycane et empêchent la constitution d’une paroi fonctionnelle. Ces médicaments agissent comme des projectiles sélectifs qui neutralisent beaucoup d’espèces de bactéries infectieuses sans produire d’effet négatif sur l’homme et les autres eucaryotes qui ne fabriquent pas de peptidoglycane.
Coloration de Gram
• Faites un frottis de bactéries (voir protocole Monères - bactéries du yoghourt).
• Couvrez le frottis de cristal violet : 20 secondes.
• Rincez rapidement à l’eau distillée, enlevez l’excédent d’eau.
• Couvrez le frottis avec une solution d’eau iodée : 1 minute; enlevez l’excès d’eau iodée.
• Décolorez à l’alcool 95 % pendant 10 à 20 secondes.
- étape critique : rincez jusqu’à ce que l’alcool coule incolore -

• Rincez rapidement à l’eau distillée pour stopper l’action de l’alcool.
• Couvrez de safranine : 20 secondes.
• Lavez à l’eau distillée 2 secondes, séchez, observez.
Observation de préparations de bactéries (Gram + et Gram –)
• Relevez le nom de chaque bactérie que vous allez observer.
• Observez avec l’objectif à immersion (100x).
• Reconnaissez les formes de base : coque, bacille ou spirille.
• Sont-elles isolées (coques ou bacilles), par deux (diplocoques ou diplobacilles), en chaînes
(streptocoques ou streptobacilles), en grappes (staphylocoques).
• Notez la réaction que la bactérie présente à la coloration de Gram (rose = Gram – ou violet = Gram +).
• Mesurez les dimensions d’une bactérie.
Questions
1. Comment peut-on expliquer l’inefficacité de la pénicilline contre les bactéries Gram – ?

2. Quels sont les moyens développés par les bactéries Gram – qui les rendent plus redoutables que les bactéries Gram + ?

�











