Relation avec le milieu :

Observé fréeguemment quand la boue activée
est précedée d'un lit bactérien forte charge,
ainsi que sur les cultures fixées surchargées,
mal aérées.

* Type 0914: (G-; N+ ; S+)

Filament rigide de 50 a 100 ym de long, 0,7 a
1 um de large, souvent libre au sein du liquide,
Cellules de forme carrée a rectangulaire, visi-
bles & fort grossissement. Granulations de
soufre plutdt carrées, alors que dans les types
précédents les granules ont une forme arron-
die. Le test S est paradoxalement négatif.

D. FILAMENTS DIVERS
*Type 021 N: (G— ; N+ ;S+4)

Morphologie :

Filament long, (500 &4 1000 um) rigide, large
(& 1pa3p). Cellules de forme irréguliéres le
"plus souvent carrées ou discoides. Présence
de fines granulations sombres (PHB) & l'inté-
rieur des cellules, parfois mise en évidence de
granules de soufre par le test S. Filament
considéré par certains auteurs comme appar-
tenant au genre Thiothrix (photo 21).

Photo 21 : Type 021N (+ Nostocoida limicola).
Contraste de phase 500 x.

Relation avec le milieu :

Germes souvent associés a des effluents
désequilibrés en nutrients, croissance favori-
sée par les déficits en oxygéne.

* Type Nostocoida limicola sp.: (G+ ; N+ ; S-)

Morphologie :

Filament plus ou moins rigide, de longueur
variant entre 100 et 300 p ; libre dans I'espace

interflocs (largeur 0,6 a 1,5 um). Cellules de
forme irréguliére, le plus souvent ovales
présentant des phénomeénes de « boursouflu-
res », Fines granulations sombres (PHB) visi-
bles (photo 22), voir aussi photo 21.

Photo 22 : Nostocoida limicola. Contraste de
phase 500 x .

Plusieurs types ont été décrits, différenciés
principalement par leur taille. Ici ils ont été
regroupés en absence de connaissances suffi-
santes sur leur signification écologique.

Relation avec le milieu :

Présence d'effluents industriels facilement
assimilables.

* Nocardia sp.: (G+ ; N+ ; S-)

Morphologie :

Filament court ramifié (50 pm maximum
entre deux ramifications) baignant dans le
liquide interflocs. Cellules de formes irrégulié-
res (& 1 a 1,5um), cloisonnement difficile a
voir au faible grossissement (photo 23); voir
aussi photo 3.

Photo 23 : Nocardia sp. Contraste de phase
500 x .
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Relation avec le milieu :

Ce « filament » est un champignon actinomy-
ceéte, conduisant a des formations de mousses
stables en surface des bassins d’'aération et de
décantation. En général, peu d’'incidence sur la
décantabilité des boues.

* Champignons divers :

Morphologie :

Trichome de taille variable mais large (7 2 a
6 um) souvent long, ramifié ou non. Cellules
irregulieres, parfois rectangulaires, « bour-
geonnements » apicaux visibles (photo 24).

Phaoto 24 : Champignons. Conlraste de phase
500 x.
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Relation avec le milieu :

Les champignons peuvent étre trés diversi-
fiés, ils sont a mettre en relation avec la
présence d'eaux résiduaires industrielles
(effluents acides,...). Si leur développement est
trés important (cas rare), ils sont susceptibles
d'altérer la décantabilité des boues.

* Saprospires (Spirilles) :

Filament trés fin, & ondulations rapides, libre
au sein du liquide inter-floc. lls n'affectent en
principe pas la décantation des boues sauf si
leur densité devient anormalement forte (rare
et transitoire) (photo 25).

— Leur apparition est souvent a rapprocher
d'apports d'eaux septiques (fosses, retour de
silos), conjuguée a une sous aeération des
boues.

Photo 25 : Spirilles. Contraste de phase 500 *.



Document

Procédures utilisées pour les colorations

COLORATION GRAM
D'aprés JENKINS et coll., 1986

1. PREPARATION DES SOLUTIONS

Solution 1:
A
Violet cristal 24
Ethanol a 95 % 20 ml
B
Oxalate d’ammonium 0,8 g
Eau distillée 80 ml

Mélange A + B = solution (1)

Solution 2 :

lode 1g
lodure de potassium 2g
Eau distillée 300 ml
Solution 3 :

Safranine 0 (2,5 % dans éthanol a 95%) 10 ml
Eau distillée 100 ml

Remarque : Les solutions sont commerciali-
sées prétes a I'emploi (sous forme de Kkit).

2. PROCEDURE

— Fixer la préparation sur la lame (laisser
sécher sans chauffer).

— Appliquer la solution (1) pendant une
minute. Rincer a I'eau.

— Appliquer la solution (2). Rincer a 'eau.

— Incliner la lame et décolorer partielle-
ment par de I'éthanol a 95% versé goutte a
goutte sur la préeparation pendant 25 secondes
environ.

— Appliquer la solution (3) pendant une
minute. Rincer a I'eau et laisser sécher a I'air.
— Observer a un grossissement > 500 X

3. RESULTATS

Photo 26 : Gram © Sphaerotilus natans.
Contraste de phase 1250 x.

— Les filaments colorés en bleu violet sont
considérés comme GRAM positif &@.

— Les filaments colorés en rose sont GRAM
négatif © (photo 26).

COLORATION NEISSER
(pratiquée au CEMAGREF)

1. PREPARATION DES SOLUTIONS

Solution Bleu acétique :

Bleu de méthyléne 19
Alcool absolu 20 ml
Acide acétique glacial 50 ml
Eau distillée 950 ml

55



Solution de Vésuvine :

Vésuvine au Brun de Bismark 2g
Eau distillée bouillante 1000 ml

ROCEDURE

— Fixer la préparation sur la lame (laisser
sécher).

— Appliquer la solution de bleu acétique
pendant 10 minutes.

— Rincer a I'eau.

— Recouvrir pendant 1 minute de vésuvine.

— Rincer a I'eau.

— Observer au microscope en contraste de
phase (grossissement > 500 X).

3. RESULTATS

Photo 27 : Neisser @ Microthrix sp. Contraste
de phase 1250 x.

— Les filaments colorés en bleu violet, ou
les granules bleu foncé visibles dans le fila-
ment, sont considérés comme NEISSER positif
@ (photo 27).

— La coloration jaune-brun est associée a
un résultat NEISSER négatif ©.
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TEST S
MISE EN EVIDENCE DES GRANULES
DE SOUFRE

— Préparer une solution mére de sulfite de
sodium a 2 g/l.

— Meélanger 1volume de la solution mére
avec le méme volume de I'échantillon a obser-
ver.

— Laisser en contact 10 a 20 minutes.

— Prelever une goutte du melange. Placer
entre lame et lamelle.

— Observer au microscope.

Résultat positif :

— Les granules de soufre apparaissent trés
refringents, et, en principe de forme sphérigue.

MISE EN EVIDENCE DE LA GAINE

— Utiliser un indicateur coloré (bleu de
méthyléne ou violet de cristal).

— Mélanger une goutte d'indicateur avec
une goutte d’échantillon.

— Observer.

Résultat :

Les cellules sont colorées en bleu, leurs
limites sont plus nettes (grossissement >
500 X). Des zones plus claires, transparentes
délimitent le fourreau entourant les cellules, on
parle alors de gaine.

En observation naturelle (sans coloration),
ces zones claires peuvent directement étre
mises en évidence. |l s’agit alors d'une zone de
fragilité pour le filament (elles correspondent
alors a des cellules mortes dans le trichome).
Les ruptures de filament interviennent a ce
niveau. Ce fait est important a souligner,
notamment pour le suivi de |'efficacité d'un
ajout de réactif toxique pour lutter contre le
foisonnement (voir Fiche technique n° 2).
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