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Préambule 

Le présent polycopié de travaux pratiques s’adresse aux étudiants de première 

année de Master, spécialité Microbiologie Appliquée. Il s’inscrit dans le cadre de la 

formation en microbiologie clinique et a pour vocation de renforcer les acquis 

théoriques à travers une démarche expérimentale rigoureuse. 

La microbiologie clinique occupe une place essentielle dans le diagnostic, la 

prévention et le suivi des maladies infectieuses. Dans ce contexte, la maîtrise des 

techniques de laboratoire constitue une compétence fondamentale. Ce support 

pédagogique propose une série de travaux pratiques permettant aux étudiants de se 

familiariser avec les méthodes couramment utilisées, telles que l’isolement des micro-

organismes, leur identification phénotypique et biochimique, ainsi que l’étude de leur 

sensibilité aux agents antimicrobiens. 

Au-delà de l’acquisition de compétences techniques, ces travaux pratiques visent à 

initier les étudiants à une démarche scientifique structurée, incluant l’observation, 

l’analyse critique des résultats et leur interprétation dans un contexte clinique. Une 

importance particulière est accordée au respect des normes de qualité, des règles 

d’hygiène et de sécurité, ainsi qu’aux bonnes pratiques de laboratoire. 

Ce polycopié a également pour objectif de favoriser l’autonomie des étudiants, leur 

sens de l’organisation et leur capacité à travailler en équipe, tout en les préparant aux 

exigences du milieu professionnel, que ce soit dans les laboratoires d’analyses 

médicales, les centres de recherche ou l’industrie biomédicale. 

Nous espérons que ce document constitue un guide méthodologique et un outil 

d’accompagnement visant à assurer une formation pratique solide et adaptée aux 

enjeux actuels de la microbiologie clinique. 
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1 

Demarches et procedures d’organisation des travaux pratiques de microbiologie 

clinique 

 

La réalisation des travaux pratiques de microbiologie clinique nécessite plusieurs 

étapes pour reussir cette mission pedagogique premordiale complementaire de la 

tache theorique . L’enseingnant responsable du module doit: 

A. Etablir une fiche technique comportant les reactifs, le consommable, les milieux 

de cultures et les isolats bacteriens (Fiche 01). 

B. Collaborer avec le personnel technique du laboratoire pour s’assurer du bon 

fonctionnement du materiel Ex: microscopes optiques, sterilisateur, incubateur, 

spectrophotometre. 

C. Programmation des seances des travaux pratiques selon le nombre des etudiants  

D. Repartition des etudiants sur les paillasses disponible en binomes ou monome 

selon l’objectif du travail pratique. 

E. Sensibiliser les étudiants aux règles de sécurité et aux comportements à adopter 

durant les séances de travaux pratiques.  

 Se présenter à l'heure et porter obligatoirement une blouse de laboratoire. 

 Port de gants, si necessaire bavette 

 Lavage des mains avec des desinfectants recommandés  

 Organisation de la paillasse avant et apres le deroulement des TP 

 Port des chaussures fermées qui recouvrent le pied entier. 

 Attacher les cheveux longs au cours de la séance du TP  

 interdiction de manger, boire, mâcher le Schwingum, fumer, Parler au 

téléphone ou écouter de la musique avec un kit-main 

 Ne pas manipuler les isolats bacteriens sans autorisation de l’enseignant 

 Lors de toutes les séances du TP, l’étudiant doit avoir le matériel de dessin: 

feuilles blanches de forme A4 non quadrillées, crayon graphite HB, règle, 

gomme, trombone ou graveuse. 
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Deroulement des travaux pratiques de microbiologie clinique 

 

 L’enseignant chargé du TP doit expliquer la thematique et les objectifs à 

atteindre  à l’ensemble des etudiants,ainsi que les etapes a suivre et les 

moyens a utilisé .Ceci avant toute manupilation . 

 

 L’enseignant doit encadrer toute les etapes pratiques et donner les 

instructions à respecter pour eviter tout accident . 

 

 Les etudiants doivent prendre des notes ,des remarques et des photos 

personnels de toutes les etapes jusqu’aux resultats obtenus . 

 

 Les etudiant doivent rendre un rapport de TP selon les normes 
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Figure 01. Fiche technique des reactifs et consomables 
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Figure 02. Forme de la page de garde 
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Figure 03. Forme de la page du dessin 
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TP. N° 01 

Purification des bactéries à partir des suspensions bactériennes mixtes et 

conservation des souches isolées 

 

Objectifs : 

Purification des souches bactériennes sur différents milieux de culture solide 

enrichi et sélectifs, à partir de la suspension mixte préparée et contenant trois souches 

bactériennes : Staphylococcus aureus, Pseudomenas aerogenosa, Eschirichia coli. Une 

étape de purification suivie d’une conservation de souches purifiées pour une éventuelle 

caractérisation ultérieure. C’est un TP qui constitue une initiation pour l’étudiant dans le 

domaine de l’analyse bactériologique des prélèvements en pathologies infectieuses. Ces 

dernieres peuvent être mixte (infection à plusieurs espèces bactériennes à la fois) d’un côté, 

comme elle peut être due à une seule espèce bactérienne mais qui se trouve dans une flore 

commensale diversifiée. 

Pour atteindre ces objectifs on doit suivre les étapes suivantes : 

 

1. Effectuer un examen Microscopique à l’état frais et après une coloration de Gram 

 Etat frais 

  L’examen Microscopique à l’état frais permet l’étude des bactéries vivantes, en 

l'absence de toute fixation ou coloration. Elle permet d'observer : 

 la Forme  bacterienne 

 La disposition bacterienne 

 la mobilité bacterienne 

 Le nombre des bacteries dans un volume de l’echantillon  
 

 On dépose une goutte d'une suspension bactérienne sur une lame en verre qu’on recouvre d'une 

lamelle couvre objet. La mise au point est faite à faible luminosité (condensateur baissé et 

diaphragme légèrement fermer) objectif x 40 aprés 1 minute pour ne pas confondre une 

mobilité réelle et un simple mouvement liquidien.       

          

Figure 04. Différentes étapes de confiction d’un état frais 
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faite après un léger contact 

 

 

 Coloration au bleu de méthylène 

 

 Un frottis est réalisé à partir de la suspension bactérienne sur une lame propre 

et sèche avec une anse de platine. 

 Une étape de séchage à l’air libre ou par passage rapide à travers la flamme de 

bec benzène. 

  La coloration consiste à déposer une couche de bleu de méthylène sur le 

frottis pour une durée de cinq minutes. 

 Rinçage l’eau et sécher à l’air libre ou avec papier absorbant. 

 Observation microscopique à l’huile à immersion et à l’objectif x100 

Diaphragme ouvert (maximum de lumière) et mise au point entre huile à 

immersion et objectif. 

Cette coloration nous permet de visualiser mieux la forme bactérienne, la disposition 

bactérienne et la diversité bactérienne dans la suspension, 

 

Figure 05. Coloration au bleu de méthylène 

 

 Coloration de Gram 

 Un frottis est réalisé à partir de la suspension bactérienne sur une lame 

propre et sèche avec une anse de platine. 

 Une étape de séchage à l’air libre ou par passage rapide à travers la 

flamme de bec benzène. 

 Recouvrir au violet de Gentiane (cristal violet) pendant 1min. et 

éliminer l'excès par la suite par l’eau. 

 Recouvrir au Lugol pendant 1min et éliminer l'excès par l'eau. 

1 2  

 

 

3  
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 Appliquer l’alcool 95° pendant quelques secondes (10-15 secondes), 

puis rinçage à l'eau. 

 Recolorer à la Fuschine pendant 1minute et 30 secondes, 

 Rinçage à l'eau puis séchage. 

 Observation microscopique à l’huile à immersion et à l’objectif x100 

Diaphragme ouvert (maximum de lumière) et mise au point faite après un 

léger contact entre huile à immersion et objectif. 

Cette coloration permet de visualiser les bactéries (Forme et disposition) selon leur 

capacité à fixer le cristal violet. Celles qui possèdent une membrane externe sont 

décolorées lors du lavage à l’éthanol (Gram-) elles prennent une coloration rose, alors 

que celles qui n’en possèdent cette membrane externe pas vont retenir le colorant violet 

de Gentiane et vont se colorer en violet (Gram+). 
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Tableau 01. Différentes étapes de la coloration de Gram 

 

2. Choix des Milieux de culture à préparés suivant l’orientation microscopique 

 

Le choix des milieux de culture à utilisés pour isolés les différentes espèces bactériennes 

observés à la microscopie optique (état frais, coloration au bleu de méthylène, coloration de 

Gram) sera basée sur : 

 La visualisation des formes bacillaires et Cocci, avec une coloration à Gram Positif 

et Négatif, une disposition particulaire des Cocci en Grappe et des bacilles avec des 

tailles différentes constituent un témoignage sur la présence de différentes espèces 

bactériennes qui doivent être isolées et purifiées pour être utilisées par la suite. 

 Les milieux de cultures solides sont : 

 Un Milieu Enrichi à base de sang de Mouton cuit (Gélose au sang de 

Mouton cuit) 

 Deux géloses sélectives. Gélose Hécktoene, Gélose Chapman 

 Une gélose ordinaire (gélose nutritive). 
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Gélose au sang de Mouton Gélose Hécktoene 
 

Gélose nutritive Gélose Chapman 

 

 

Figure 06. Different milieux de cultures solides 

 

3. Isolement des bactéries à partir de la suspension sur différents milieux de culture 

 

Isolement de la suspension bactérienne sur différents milieux de cultures choisies. 

Après homogénéisation de la suspension bactériennes, une à deux gouttes sont déposés sur 

les différents à l’extrémité de la boite de pétri grâce à une pipette pasteur puis étalées sur la 

boite avec la méthode d’épuisement en quadrant dans le but de séparer les espèces 

bactériennes les unes des autres. 

 L'inoculum est d'abord dispersé à l'aide d'un mouvement de va et vient dans le 

premier quadrant de la boite de pétri. créant une zone avec une population 

bactérienne relativement dense. 

 Les stries sont tirées de la zone précédente, à l'aide d'une boucle d'inoculation stérile 

à chaque fois, jusqu'à ce que le quatrième quadrant soit atteint. 
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 Un dernier mouvement en zigzag dirigé, permettant aux colonies d'apparaître 

séparées les unes des autres. 

 

Figure 07. Isolement des bactéries sur milieu solide 

 

4. Lecture des résultats de la culture bactérienne 

 

L’utilisation combinée des milieux de cultures enrichi et sélectifs et la méthode 

d’isolement par épuisement permettront d’arriver à une purification des espèces présentent 

dans le mélange bactérien initial. 

Dans notre cas : 

 

 Staphylococcus aureus, va apparaitre aussi bien sur le milieu enrichi et sur le 

milieu Chapman 

  Pseudomenas aerogenosa : essentiellement, cette espèce va apparaitre sur gélose 

ordinaire avec un pigmentation caractéristique (verte) et odeur de jasmin, 

toutefois elle pousse sur le milieu enrichi et ± sur gélose hecktoen. 

 Eschirichia coli va apparaitre sur milieu Hecktoen essentiellement ainsi que sur 

milieu enrichi et sur milieu ordinaire. 

 

L’appréciation de la taille des colonies, couleur, odeur des colonies sur différents milieux 

utilisés va permettre une purification des différentes espèces les unes des autres.
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 Résultats attendus 

 

 

 

Figure 08. Résultats de la culture bactérienne 

 

5. Conservation des souches sur gélose en profondeur et à la surface. 

 

La conservation de souches bactériennes purifiées sur milieu gélosé en profondeur 

(bactéries aero-anaerobie facultatif) ou en surface surtout pour les bactéries aérobies 

strict. Dans notre cas : Staphylococcus aureus et Eschirichia coli inoculée en profondeur 

par plusieurs piqures centrale d’une culture dense dans une gélose nutritive ordinaire. Pour 

le Pseudomenas aerogenosa une conservation la surface est recommandée vu le caractère 

aérobie strict de cette bactérie. 
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Figure 09. Conservation des souches 
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           TP. N° 02 

                        Etude de la sensibilité des bactéries aux Antibiotiques 

                     (Antibiogramme standard) 

 

Objectifs : 

 

Après isolement, purification et identification des souches responsables de pathologies 

infectieuses, une étude de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries est indispensable qui 

a pour but : 

 De guider le clinicien dans le choix des antibiotiques  

 La surveillance en continue de l’évolution de la résistance bactériennes aux 

antibiotiques. 

 Outil supplémentaire de l’identification bacterienne par la mise en évidence de 

résistances naturelles. 

L’antibiogramme standard est une technique in vitro d’étude de la sensibilité d’une bactérie 

aux antibiotiques par diffusion sur milieux gélosé. Technique s’effectue au moyen de 

méthodes hautement standardisées afin d’assurer la qualité de l’investigation et de garantir la 

comparabilité et la reproductibilité. Les deux comités : Comité européen pour les tests de 

sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et l’Institut américain pour les standards cliniques 

et de laboratoire (CLSI) fixent des lignes directrices correspondantes. 

1. La technique de diffusion sur gélose (Antibiogramme standard) : 

 

Une des méthodes les plus utilisées en routine. Elle convient pour la majorité des 

bactéries pathogènes ; elle permet une variété dans le choix des antibiotiques et ne 

requiert aucun matériel particulier. Comme la plupart des techniques de diffusion en 

gélose, la méthode est standardisée : 

 Densité bactrienne 

 Un disque avec une quantité définie d’un antibiotique 

 Composition et épaisseur du milieu de culture, 

 Température d’incubation, 

 Durée d’incubation. 

 

Techniques décrite doit être suivie sans aucune modification. Le diamètre en millimètres de la zone 

d’inhibition renseigne sur la sensibilité à l’antibiotique. 
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2. Matériel & Méthodes : 

2.1. Milieu de culture 

 

Gélose Mueller-Hinton (MH) est employée pour les bactéries autres que celles à croissance 

lente. Le milieu retenu pour la majorité des espèces bactériennes. La Gélose MH-F 

additionnée de 5% de sang de cheval défibriné et de 20 mg/L de β-NAD, est employée pour 

Streptococcus spp. dont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus spp., Moraxella 

catarrhalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella sp., Corynebacterium 

et autres bactéries à Croissance lente.). Le milieu (MH) : 

 Ne doit pas contenir des inhibiteurs des antibiotiques.  

 Teneur ionique (Ca2+, Mg2+) doit être contrôlée, car excès de cations bivalents 

(Ca2+, Mg2+) inhibent l'action des polymyxines. 

 Un pH compris entre 7,2 et 7,4. 

 Epaisseur bien déterminé (de 4 mm ± 0.5 mm), pour ne pas influencer la diffusion 

des antibiotiques à partir des disques chargés. 

 

 

Figure 10. Milieu Mueller-Hinton (MH) 

 

2.2. Préparation de l’inoculum 

 

La suspension bactérienne doit être préparée dans de l’eau physiologique stérile à partir d’une 

culture jeune, pour atteindre une turbidité équivalente à celle de l’étalon 0,5 de la gamme de Mc 

Farland, ce qui correspond à un inoculum d’environ 1 à 2 x108UFC/Ml. La suspension 

bactérienne est standardisée à l’aide du témoin 0,5 McFarland. Il est recommandé d’employer un 

spectrophotomètre pour ajuster l’inoculum. On peut également comparer à l’œil nu la turbidité de 

la suspension bactérienne à celle de l’étalon 0,5 de la gamme de McFarland. 
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Tableau 02. Préparation de l’étalon de turbidité 0,5 McFarland 

 

 

Figure 11. Etalon de turbidité 0,5 McFarland 

 

 

2.3. Inoculation de la gélose Mueller-Hinton 

 

L’inoculum bactérien doit idéalement être employé dans les 15 min qui suivent sa 

préparation.  

 Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et 

éliminer l’excès de liquide en tournant l’écouvillon sur les parois du tube pour 

éviter une sur-inoculation des boîtes. 

 Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions. 
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Figure 12. Écouvillon imbibé dans la suspension bactérienne et étaler sur la surface du 

Milieu MH 

2.4. Dépôt des disques d’antibiotiques 

 

 Les disques d’antibiotiques sont déposés à la surface de la gélose inoculée et séchée. Une 

fois déposés ILS ne peuvent être déplacés car la diffusion des antibiotiques est très rapide. 

Le nombre de disques déposés par boîte est limité du fait du chevauchement des zones 

d’inhibition et pour limiter les interférences entre les antibiotiques. Un maximum de six 

disques convient pour les boîtes de 90 mm de diamètre, douze (ou seize) pour celles de 150 

mm de diamètre et seize pour les boîtes carrées de 120 mm. 

 

 

Figure 13. Distributeur de disques d’antibiotique sur la surface de milieu MH 
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Tableaux 03.  Liste des antibiotiques à tester sur les enterobactéries, les Pseudomonas  

et les Staphyloccocus 
 

 

2.5. Incubation des boîtes de Pétri 

 

Les milieux MH inoculés sont incubés idéalement dans les 15 min. qui suivent le dépôt des 

disques, Incuber les boîtes à une température et atmosphère appropriés. Il est possible 

d’effectuer la lecture après 16 à 24 h et on peut aller à 48h et 72h pour certaines espèces. 

Enterobacterie
s 

Pseudomonas Staphylococcus 
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Tableau 04. Conditions d’incubation des bactéries 
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TP. N° 03 

Lecture et interprétation des résultats de l’antibiogramme standard 

 

Objectifs : 

La réalisation de l’antibiogramme standard est suivie d’une interprétation des résultats. 

Ces derniers doivent tout d’abord être validés par des souches de références (souche de 

contrôle de qualité). Par la suite on a recours à des tables de lecture choisie selon la 

recommandation du comité qu’on a choisie de poursuivre ces recommandations dès le 

départ de notre étude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme standard), 

Exemple : Comité européen pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et 

l’Institut américain pour les standards cliniques et de laboratoire (CLSI). 

 

1. Lecture des boîtes après incubation 

 Un inoculum et un ensemencement corrects doivent conduire à une culture 

confluente. La présence de colonies isolées indique que l’inoculum est trop faible 

et le test est à refaire. 

 La culture doit être répartie sur toute la surface de la gélose de façon à obtenir des 

zones d’inhibition circulaires. 

 Vérifier que les diamètres des zones d’inhibition sont dans les limites du contrôle 

de qualité. 

 La bordure de la zone d’inhibition doit être lue à l’œil nu et au niveau de la 

complète inhibition de la culture ; la boîte étant placée à 30 cm de l’œil. 

 Mesurer les diamètres des zones d’inhibition au millimètre le plus proche avec 

une règle, un pied à coulisse ou un système de lecture automatisé. 

 Interpréter les diamètres des zones d’inhibition par référence aux tableaux où 

figurent les diamètres critiques critiques (EUCAST ; CLSI). 

   
Figue 14. Mesure des diamètres des zones d’inhibition 
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2. Contrôle de qualité (validation de test) 

Des souches du contrôle de qualité pour apprécier la performance globale du test. Les 

souches recommandées sont des souches sensibles, mais des souches résistantes peuvent 

être également employées pour confirmer que la méthode détecte un mécanisme de 

résistance connu. 

Tableau 05. Souches de contrôle de qualité ATCC 
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Tableau 06. Diamètres et CMI critique de Staphylococcus aureus ATCC 29213 

 

 

Tableau 07. Diamètres et CMI critique d’Esherichia coli ATCC 25922 
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Tableau 08. Diamètres et CMI critique de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

 Trois catégories cliniques ont été retenues pour l’interprétation des tests de 

sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (I). 

1. Souches sensibles(S) : (Souches sensibles à posologie standard): les souches 

catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succès thérapeutique est forte 

en utilisant un schéma thérapeutique standard (posologie standard). (CMI < ou égale à la 

concentration basse, diamètre de la zone d’inhibition < ou égale au diamètre critique 

bas). 

2. Souches résistantes (R) : les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il 

existe une forte probabilité d’échec thérapeutique même après une exposition accrue de la 

bactérie en augmentant la dose d’antibiotique à administré : (CMI > à la concentration 

critique haute. de la zone d’inhibition > au diamètre critique haut). 

Souches intermédiaires (I) : (sensible à forte posologie) : les souches catégorisées I sont 

celles pour lesquelles la CMI mesurée est supérieure à la concentration critique 
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basse et inférieure ou égale à la concentration critique haute ; Diamètre de la zone 

d’inhibition > diamètre critique bas et inférieure ou égale au diamètre critique haut). La 

probabilité de succès thérapeutique est forte uniquement, en augmentant l’exposition de 

la bactérie à l’antibiotique, grâce à utilisation de forte posologie « Sensible à forte 

posologie ». 

EUCAST : utilise deux catégories S et R   

CLSI : utilise trois catégories S et R et I 

Tableau 09. Table d’interprétation EUCAST (catégories (S) et (R) 
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Tableau 10. Table d’interprétation CLSI (catégories (S), (I) et (R)) 

 

 

 Lecture interprétative de l’antibiogramme standard 

 Le triméthoprime-sulfaméthoxazole, un antagonisme, dû au milieu, peut 

conduire à des colonies minuscules autour du disque. Ce type de culture doit 

être ignoré et le diamètre de la zone d’inhibition mesuré là où la bordure est 

nette. 
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a) Une zone plus grande est visible autour du disque. Considérer la souche 

«sensible» si le diamètre ≥ 16 mm. 

b) Culture au contact du disque, pas de zone d’inhibition visible. Rendre la souche 

«résistante». 

 

 La fosfomycine, la présence de colonies dans la zone d’inhibition ne doit pas 

être prise compte. 

 

 

a) Ignorer les colonies dans la zone d’inhibition et lire le diamètre externe. 

 

b) Rapporter comme absence de diamètre d’inhibition

     

a b 

a  

 

 

b 
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