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Polycopié de TP | Microbiologie

Introduction

La microbiologie est une discipline fondamentale des sciences biologiques qui s'intéresse a I'é¢tude des
micro-organismes, de leurs caractéristiques, de leur physiologie et de leurs interactions avec leur
environnement. Ses applications concernent de nombreux secteurs, notamment la santé, l'industrie
agroalimentaire, l'environnement, les biotechnologies et le contrdle de la qualité. L'acquisition des
techniques de laboratoire constitue donc une étape essentielle dans la formation des étudiants afin de

leur permettre de maitriser les méthodes d'analyse et d'identification des micro-organismes.

Les travaux pratiques occupent une place centrale dans cet apprentissage, puisqu'ils permettent de
mettre en application les connaissances théoriques acquises en cours et de développer les compétences
expérimentales indispensables a toute activité en laboratoire de microbiologie. Ils offrent également
aux étudiants l'occasion de se familiariser avec les bonnes pratiques de laboratoire, les régles de
biosécurité, ainsi que les méthodes d'observation, d'isolement, de culture et d'identification des

microorganismes.

Ce polycopié a été congu comme un support pédagogique destiné a accompagner les étudiants durant
les différentes séances de travaux pratiques. Il rassemble les protocoles expérimentaux relatifs a
l'organisation du laboratoire de microbiologie, aux techniques de stérilisation, a la préparation et a
l'utilisation des milieux de culture, aux méthodes d'ensemencement, ainsi qu'a 1'étude des caractéres
macroscopiques et microscopiques des bactéries. Il présente également les principales techniques
d'identification biochimique, les méthodes d'étude de la croissance bactérienne, 1'évaluation de la
sensibilité aux agents antimicrobiens par antibiogramme, ainsi que l'observation des levures et des
cyanobactéries. Enfin, il aborde les techniques d'isolement de la flore microbienne totale et spécifique

a partir de différents échantillons, notamment l'eau et le lait.

L'objectif de ce document est d'aider I'étudiant a acquérir une démarche scientifique fondée sur la
rigueur, la précision et l'esprit critique. Il constitue un guide pratique favorisant la compréhension des
manipulations, l'interprétation des résultats expérimentaux et le respect des exigences de qualité et de

sécurité propres aux laboratoires de microbiologie.
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TP n°1 : Introduction au laboratoire de microbiologie

1. Objectifs

L'objectif de ce TP est de permettre aux étudiants de découvrir le laboratoire de microbiologie, de se

familiariser avec son organisation, ses différentes zones de travail, ainsi qu'avec les principaux

équipements et le matériel utilisés. Cette premiere visite vise également a leur faire connaitre les

régles de fonctionnement, les consignes d'hygiéne et de sécurité, ainsi que les bonnes pratiques de

laboratoire, afin qu'ils puissent évoluer dans un environnement sécuris¢ et réaliser les travaux

pratiques dans le respect des procédures établies.

2. Consignes de sécurité en laboratoire de microbiologie

Procéder a un lavage soigneux des mains avec un savon antiseptique, en insistant sur les paumes,
les espaces interdigitaux et le brossage des ongles, avant et aprés toute manipulation, ainsi
qu’avant de quitter le laboratoire, méme temporairement.

Porter en permanence les équipements de protection individuelle (blouse, gants, masque et
lunettes selon le risque).

Eviter toute ouverture des fenétres ou création de courants d’air pendant les manipulations afin
de limiter la dispersion des micro-organismes.

Désinfecter la paillasse de travail avant et aprés chaque séance a 1’aide d’un désinfectant
approprié.

Ouvrir avec précaution les récipients contenant des cultures microbiennes afin d’éviter toute
projection ou aérosolisation.

Flamber les anses et instruments métalliques avant et apres utilisation : commencer par chauffer
la partie médiane pour éviter les projections, puis porter I’extrémité a la flamme jusqu’a
stérilisation compléte.

Manipuler les échantillons et cultures pres de la zone de sécurité (pres de la flamme ou sous hotte
a flux laminaire selon le cas).

Ne jamais pipeter a la bouche et utiliser uniquement des dispositifs mécaniques adaptés
(pipeteurs automatiques).

Interdiction formelle de manger, boire ou fumer dans le laboratoire afin d’éviter toute

contamination.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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Signaler immédiatement au responsable du TP tout incident : bris de récipient, projection, contact
accidentel avec un agent biologique ou contamination du manipulateur.

Eliminer les déchets biologiques dans des conteneurs spécifiques (sacs biohazard, boites a objets
piquants/tranchants).

Stériliser tout le matériel contaminé ou potentiellement infectieux a la fin des manipulations
(autoclave ou désinfection appropriée).

Respecter strictement les zones de travail et ne pas introduire de matériel non autorisé¢ dans la
zone de manipulation.

Maintenir une hygiéne rigoureuse de I’environnement de travail et ranger correctement le

matériel apres usage.

3. Equipements de laboratoire de microbiologie

3.1. Equipements de base

Hotte a flux laminaire (ou poste de sécurité microbiologique) : assure un environnement
stérile et protege l'opérateur ainsi que les échantillons.

Incubateur (étuve bactériologique) : permet la culture des micro-organismes a une
température controlée (Figure 1).

Autoclave : stérilise le matériel et les milieux de culture a la vapeur sous pression.
Microscope optique : utilisé pour l'observation des bactéries, levures, champignons et autres
micro-organismes.

Centrifugeuse : sépare les constituants des échantillons par centrifugation.

Réfrigérateur (2-8 °C) : conserve les réactifs, les milieux de culture et certains échantillons.
Congélateur (-20 °C ou -80 °C) : stockage a long terme des souches microbiennes et des

échantillons.

3.2. Equipements d'analyse

Spectrophotométre : mesure la concentration des cultures bactériennes ou de certaines
solutions.
Systéme d'identification microbiologique (ex. API, VITEK) : identification rapide des

micro-organismes.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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Microbiologie

Figure 1. Photo d’une étuve (https://www.bing.com/images/search? q=etuve&form=HDRSC3&first=1)

3.3. Matériel de manipulation

La Figure 2 donne des photos de quelques instruments de laboratoire de microbiologie.

Micropipettes automatiques et embouts stériles.
Boites de Pétri.

Tubes a essai et tubes Falcon.

Anses de prélévement (jetables ou métalliques).
Bec Bunsen ou micro-incinérateur.

Agitateur magnétique ou vortex.

Balance de précision.

pH-métre.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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Figure 2. Quelques instruments de base de laboratoire de microbiologie (Leboffe et Pierce, 2021).
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TP n°2 : Procédés de stérilisation
1. Objectif

L'objectif de ce TP est de permettre aux ¢tudiants de comprendre les principes de la stérilisation, de
connaitre les principaux procédés de stérilisation utilisés en laboratoire, ainsi que leurs domaines
d'application selon la nature du matériel a traiter. Il vise également a les familiariser avec les critéres
de choix d'une méthode de stérilisation et a souligner l'importance de la stérilisation dans la prévention

des contaminations et le maintien de conditions aseptiques au laboratoire.

2. Techniques de stérilisation

2.1. La chaleur

2.1.1. La chaleur séche

La chaleur seéche est une méthode de stérilisation par air chaud utilisée pour détruire les micro-
organismes (bactéries, spores, virus, champignons) sans utiliser d’eau ou de vapeur. La destruction est
réalisée généralement a 160—180 °C ou plus.

2.1.1.1. Flambage

Le passage dans la flamme (bec BUNSEN) de la surface de matériel non inflammable assure une parfaite

stérilisation. On stérilise de cette fagon les fils de platine et les pipettes Pasteur (Figure 3).

Figure 3. Bec bunsen et exemple de flambage

(https://www.bing.com/images/search? q=bec+bensun+et+flombage&form=HDRSC3&first=1)

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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2.1.1.2. Four pasteur

C'est un four-étuve a air chaud et sec. Il est utilis¢ généralement a 160 °C pendant 2 heures ou 170 °C
pendant 1 heure (Prescott et al, 2023). Cet appareil n'est utilisé que pour la stérilisation de la verrerie
préalablement nettoyée et séchée ou de matériels métalliques (instruments de dissection) pouvant tolérer
de tres hautes températures. Le matériel ainsi stérilisé sera laissé dans 1’étuve jusqu’a son refroidissement

complet, puis stocké a I’abri des poussieres (Figure 4).

Figure 4. Photo d’un four Pasteur

(https://www.bing.com/images/search? q=four+pasteur & form=HDRSC3&first=1)

2.1.2. La chaleur humide
La chaleur humide est une méthode de stérilisation qui utilise la vapeur d’eau chaude sous pression ou
I’eau bouillante pour détruire les micro-organismes. Elle agit par différents modes d’action :

e Coagulation des protéines.

e Hydrolyse des composants cellulaires: 1’eau chaude provoque la rupture des molécules

biologiques (membranes cellulaires, ADN, protéines essentielles).

La stérilisation par la chaleur humide, reconnait trois modalités :
- La stérilisation a I’autoclave
- La Pasteurisation,

- La Tyndallisation

2.1.2.1. Autoclave
C’est un appareil indispensable dans un laboratoire de microbiologie. Le chauffage a lieu sous pression de

vapeur d’eau, a une température de 120°C 30 minutes (Tortora et al, 2019). Ce procédé tue toutes les

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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cellules végétatives et les endospores (Figure 5).

2.1.2.2. Pasteurisation
La pasteurisation est un traitement a chaud de liquides, tuant des pathogénes mais pas forcément toutes les

bactéries (Deeth et Lewis, 2017). Les températures de la pasteurisation se situent entre 75 a 80°C.

2.1.2.3. Tyndallisation
La tyndallisation est une série de 3 chauffages brefs a des températures de 70°C a intervalles
réguliers, ceci afin de laisser aux formes résistantes la possibilité de germer pour les tuer au chauffage

suivant (Prescott et al., 2023).

Figure 5. Photo d’un autoclave

(https://www.bing.com/images/search?q=autoclave+vertical& form=HDRSC3&first=1)
2.2. La filtration

La filtration est une technique qui consiste a faire passer un liquide a travers un filtre dont les pores
ont un diametre de 0,2 pm (Figure 6). Les micro-organismes sont trop gros et sont donc retenus par
le filtre (Madigan et al, 2021 ; Prescott et al, 2023). Cette technique est intéressante lors d'utilisation
de produits thermolabiles comme certains acides aminés aromatiques, vitamines, hormones de

croissance, acides nucléiques et une bonne partie des antibiotiques.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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Figure 6. Photo des filtres bactériens (0,22 um)
(https://www.bing.com/images/search? q=filtre+bact% c3%a9rien& form=HDRSC3&first=1)

2.3. Autres procédés de stérilisation

Certaines matiéres (Plastique, Caoutchouc ...) ne tolérent pas [’autoclave ou se détériorent

rapidement apres des expositions répétées a la chaleur.
2.3.1. Les radiations

La stérilisation par les U.V. est utilisée au laboratoire pour la décontamination de 1’air et des
paillasses situées sous la hotte de protection. Le rayonnement n’agit que de fagon directe et sa
pénétration est faible. D’autres radiations (rayons X), peuvent servir pour la stérilisation industrielle

des boites de Pétri en maticre plastique et de produits pharmaceutiques (Tortora et al, 2019).
2.3.2. Les agents chimiques

IIs sont utilisés en général pour la désinfection des salles de travail et pour la destruction des germes
portés par des instruments souillés. Ce mode de stérilisation doit étre systématiquement pratiqué dans

le laboratoire pour les lames et pour la verrerie qui ne passe pas en autoclave (McDonnell et Russell,
1999).

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
9 2°™M Année Licence (Sciences Biologiques, Sciences Alimentaires, Sciences Agronomiques, 2026

Ecologie et Environnement)
D"BENHAMADA Ouahiba



Polycopié de TP Microbiologie

TP n°3 : Les milieux de culture

1. Rappel sur les milieux de culture

Les mieux de culture sont des préparations stériles, solides, semi solides ou liquides. Les
microorganismes doivent trouver dans le milieu de culture toutes les substances requises pour leur

croissance. Ils contiennent généralement :
e Deleau;
e Des nutriments (sources de carbone, d'azote, sels minéraux) ;
o Parfois des vitamines, des facteurs de croissance ou des substances sélectives ;
e Un agent gélifiant, comme I'agar, lorsqu'il s'agit d'un milieu solide.
On distingue principalement :
e Les milieux liquides : utilisés pour la multiplication des micro-organismes.
o Les milieux solides : utilisés pour isoler et observer les colonies.

o Les milieux sélectifs : favorisent la croissance de certains micro-organismes tout en inhibant

d'autres.

e Les milieux différentiels : permettent de distinguer des micro-organismes selon leurs

caractéristiques biologiques ou biochimiques.

2. Objectif

La préparation des milieux de culture a pour objectif de fournir un environnement nutritif et des
conditions appropriées pour permettre la croissance, I'isolement, la multiplication et I'identification des

micro-organismes ou des cellules en laboratoire.
Plus précisément, elle permet de :
e Assurer le développement des micro-organismes dans des conditions controlées.

e Isoler des micro-organismes a partir d'un échantillon.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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Identifier les micro-organismes grace a leurs caractéristiques de croissance et a leurs réactions

biochimiques.

Réaliser des analyses microbiologiques, des tests de sensibilité aux antibiotiques ou des

controles de qualité.

Conserver et entretenir des souches microbiennes pour des études ou des applications

industrielles et médicales.

3. Matériel utilisé

Béchers (1 L)

Flacons stériles et tubes stériles
Plaque chauffante

Eau distillée stérile

Barreau magnétique

4. Mode opératoire

4.1. Préparation d’un milieu de culture solide a partir d’une poudre lyophilisée, ex : Plate Count

Agar (PCA) (Atlas, 2010 ; Cappuccino et Welsh, 2017).

Note

Mettre en suspension 20,5 g de milieu déshydraté dans 1 L d'eau.
Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante jusqu'a dissolution compléte.
Répartir le milieu dans des tubes ou des flacons.

Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

: Une liquéfaction partielle de 1’agar entrainera inévitablement une altération significative de la

consistance du gel du milieu solidifié, apres stérilisation et refroidissement.

4.2. Préparation d’un milieu solide a partir des ingrédients (Atlas et al, 2010 ; Cappuccino et

Welsh, 2017)

Ajouter 20 g d’agar aux ingrédients de bouillon nutritif en appliquant chauffage plus agitation ;

Répartir en tubes ou en flacons ;

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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o Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

4.3. Préparation d’un milieu liquide (ex : le bouillon nutritif-BN-) (Atlas et al., 2010 ; Cappuccino
et Welsh, 2017)

Dans un bécher, mélanger les ingrédients suivants :

o Peptone: ... 10,0 g
e Extraitdeviande :...............oociiii, 50¢g
e Chlorurede sodium: ...........ccooviiiiiiiiiannn... 50g
e Eaudistillée : ... 1000 mL

Ajuster le pH du milieu a 7,0 = 0,2.
o Porter lentement le milieu sous agitation constante.
e Maintenir I'agitation jusqu'a dissolution compléte du milieu.
o Répartir le milieu en tubes ou en flacons.

e Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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TP n°4 : Méthodes d’ensemencement
1. Objectif

Les techniques d’ensemencement ont pour objectif principal de transférer des microorganismes dans
un milieu de culture approprié afin de permettre leur croissance et leur étude dans des conditions
contrdlées.
Plus précisément, elles permettent de :
e Introduire des microorganismes dans un milieu stérile sans contamination extérieure (respect
de I’asepsie).
e Obtenir des colonies isolées a partir d’un mélange microbien afin de réaliser une culture pure.
e Favoriser la croissance des bactéries ou champignons en leur fournissant les nutriments
nécessaires dans un milieu adapté.
e Permettre I’identification des microorganismes grace a 1’observation de leurs colonies (forme,
couleur, taille, aspect).
o Réaliser des tests microbiologiques tels que I’antibiogramme, les tests biochimiques ou I’étude
de virulence.
e Assurer la conservation et la multiplication des souches microbiennes pour des usages
ultérieurs en recherche, médecine ou industrie.
2. Matériel utilisé
o Boites de Pétri
e Anse de platine
e Pipette Pasteur
e G¢élose nutritive
e Gélose Chapman
e Geélose Hektoen
e Tube contenant un milieu incliné
e Tube contenant un milieu non incliné (milieu droit)
e Micropipette

e Embouts stériles

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
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3. Mode opératoire

3.1. L’ensemencement sur milieu solide

3.1.1. Ensemencement sur boite de Pétri

Ensemencement par des stries (Jiang et al., 2016)

Un échantillon de bactéries peut étre prélevé en effleurant une colonie ou en trempant 1’anse
dans un milieu liquide.

La séparation des bactéries est ensuite réalisée par €épuisement en stries sur la surface d’une
gélose solide.

L’objectif est de diluer progressivement I’inoculum afin d’obtenir des colonies isolées.
L’¢épuisement peut tre effectué selon différentes techniques d’ensemencement en stries (stries

quadrants, en secteurs, en Z, etc.).

Ensemencement par étalement (a I’aide d’un riteau) (Aryal, 2022 ; Ossila, 2024)

Déposer un faible volume de suspension (environ 0,1 mL) sur la surface d’un milieu gélosé
dans une boite de Pétri.

Etaler la suspension de maniére homogéne sur toute la surface a I’aide d’un étaloir stérile
(rateau).

Laisser la surface sécher avant incubation afin de permettre une répartition uniforme des

microorganismes.

Ensemencement en masse (ou en double couche) (Aryal, 2022 ; Alliance Bio Expertise, 2025)

Prélever un volume de I’échantillon.

Le déposer dans une boite de Pétri stérile.

Couler le milieu gélosé fondu (refroidi a 45—48 °C) dans la boite.

Homogénéiser par des mouvements circulaires afin de bien répartir 1’échantillon.

Laisser reposer la boite jusqu’a solidification compléte du milieu.

Ensemencement par inondation (Sanders, 2012 ; Cappuccino et Welsh, 2017)

Déposer un faible volume de suspension (environ 0,1 mL) sur la surface d'un milieu gélosé
dans une boite de Pétri.

Répartir la suspension de fagon homogene sur toute la surface par des mouvements circulaires.
Incliner la boite de Pétri pour éliminer I'exces de suspension, puis le recueillir dans un récipient

contenant un désinfectant.
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3.1.2. Ensemencement dans un tube

Ensemencement par stries sur milieu incliné (Jiang et al., 2016)

Prélever un inoculum a partir d’un milieu gélosé ou liquide.

Déposer I’inoculum sur la pente de la gélose, a environ 1 cm du point le plus déclive, afin
d’éviter I’eau de condensation.

Réaliser des stries serrées en déplagant le fil de platine de la partie la plus basse vers la partie
la plus ¢élevée, d’un bord a 1’autre du tube.

Maintenir D’outil d’ensemencement tangent a la surface de la gélose afin d’éviter

d’endommager le milieu de culture.

Ensemencement par piqiire centrale (Prescott, 2023)

Flamber le fil de platine (ou la pipette Pasteur) ainsi que le bord du tube.

Prélever un inoculum bactérien a 1’aide d’une anse de platine stérile.

Introduire verticalement le fil de platine chargé d’inoculum au centre du milieu de culture,
jusqu’a la profondeur souhaitée.

Retirer le fil de platine en suivant le méme trajet afin de réaliser une piqlre centrale.

3.2. Ensemencement dans un milieu liquide (QB3 Berkeley, 2025)

Flamber I’anse de platine pour la stériliser.
Prélever un inoculum bactérien a 1’aide de I’anse de platine.
Introduire 1’anse chargée de bactéries dans le milieu liquide a ensemencer.

Retirer I’anse puis refermer le tube dans des conditions d’asepsie.

N \ -

Dépét d’une goutte de culture Ensemencement en stries

———\

X
A\

=

Figure 7. Ensemencement par la méthode de stries (Knott, 2003)
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 Objectif : obtenir une colonie bactérienne isolée
1- Dépét du prélevement 2- stries a I'dse :

. S 3- stries a I'dse :
(écouvillon) 2/ 14 moitié de boite / 38me quadrant

4- stries a I'Gse :

4éme quadrant Colonies isolées

(sans repasser par la 1% dans le dernier

moitié de la boite) quadrant
Incubation 24h a
35-37°C

Figure 8. Ensemencement par la méthode des quadrants (Benaissa, 2021)

4. Exemples de résultats

La Figure 8 donne quelques exemples de résultats des cultures bactériennes ensemencées par

différentes techniques.

Ensemencement par Ensemencement par la méthode de  Ensemencement par la méthode
piqure centrale stries de quadrant

Figure 9. Quelques résultats de la culture des bactéries selon les différentes techniques

d’ensemencement (Photos originales).
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TP n°S : Etude morphologique des différentes colonies bactériennes
sur milieu de culture

1. Objectif

L’objectif de ce TP est d’observer et de décrire les caractéristiques morphologiques des colonies
bactériennes développées sur milieu de culture solide, afin de distinguer les différents types de
colonies et de comprendre 1’importance des caracteres culturaux dans 1’identification préliminaire

des bactéries.

Les bactéries se développent sur des milieux solides sous forme de colonies. Une colonie est
définie comme une masse visible de micro-organismes provenant d’une seule cellule mere. Les
principales caractéristiques de ces colonies bactériennes servent de critéres importants pour leur

1dentification.

2. Matériel

o Boites de Petri contenant des cultures bactériennes sur gélose nutritive ou milieu sélectif
e Cultures bactériennes pures ou mixtes (souches pédagogiques)

e Anse de platine stérile

e Bec Bunsen ou hotte a flux laminaire

e Loupe ou loupe binoculaire (si disponible)

e Marqueur indé¢lébile

o Régle ou grille d’observation (optionnel)

e Gants, blouse de laboratoire

o Désinfectant (éthanol 70 %)

o Fiche d’observation ou cahier de TP

3. Mode opératoire (Cappuccino et Welsh, 2020)

o Désinfecter le plan de travail et se munir des équipements de protection (blouse, gants).
e Observer les boites de Petri sans les ouvrir dans un premier temps.

o Noter I’aspect général des colonies visibles (taille, répartition, densité).

e Ouvrir la boite de Petri a proximité d’une flamme ou sous hotte stérile.

e Observer les colonies a I’ceil nu puis a la loupe si disponible.
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4. Lecture des résultats

4.1. Taille des colonies bactériennes

La taille de la colonie peut étre une caractéristique utile pour I’identification. Le diametre d’une
colonie représentative peut étre mesuré en millimétres ou décrit en termes relatifs tels que

ponctiforme (trés petite), petite, moyenne et grande.

4.2. Forme des colonies bactériennes

La forme fait référence a I’aspect général de la colonie dont les plus importantes sont (Figure 10):

e Circulaire,
o Irrégulicre,
o Filamenteuse, et

e Rhizoide.

4.3. Relief des colonies bactériennes

Elle donne des informations sur la hauteur de la colonie par rapport a la surface de la gélose. Elle
décrit la « vue de profil » d’une colonie. Les six ¢€lévations les plus courantes des colonies

bactériennes sont (Figure 10) :

e Plate,

o Surélevée,

e Ombiliquée (présentant une protubérance en forme de nodule),
e Cratériforme,

o Convexe, et

e Pulvinate (en forme de coussin).

4.4. Contour des colonies bactériennes

La marge ou le bord d’une colonie peut étre une caractéristique essentielle pour 1’identification

des organismes (Figure 10). Exemples :

o Entiére (lisse),

o Irréguliére,
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e Ondulée (en forme de vagues),
o Lobée,
o Frisée, et

o Filiforme.

Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid

Elevation

Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Figure 10. Caractéristiques des colonies bactériennes (Shrestha, 2024)
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circular irregular filamentous rhizoid punctiform spindle

Figure 11. Ponctiforme et autres types de colonies bactériennes (Shrestha, 2024)
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4.5. Couleur et pigmentation des colonies bactériennes

Certaines bactéries produisent des pigments lorsqu’elles se développent dans le milieu, par
exemple le pigment vert produit par Pseudomonas aeruginosa, les colonies de couleur beige de
Mycobacterium tuberculosis sur milieu de Lowenstein-Jensen (LJ), colonies de couleur rouge de
Serratia marcescens et des colonies jaunes (dorées) de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman

(Figure 12).

Figure 12. Staphylococcus aureus sur gélose Chapman (Editorial Team, 2025)

4.6. Transparence ou opacité

L’opacité d’une colonie bactérienne peut étre décrite comme transparente (claire), opaque (non
transparente ou non claire), translucide (presque claire, mais avec une vision déformée — comme
a travers un verre dépoli), ou irisée (changeant de couleur selon la lumiere réfléchie). Une colonie
ponctiforme translucide B-hémolytique sur gélose au sang est trés probablement une espece de
Streptococcus. Les staphylocoques donnent des colonies opaques, lisses et circulaires a la surface

de la gélose (Figure 13).
4.7. Apparence des colonies bactériennes

Les colonies bactériennes sont souvent brillantes et lisses en apparence. D’autres descriptions de
la surface peuvent étre : mate (opposé de brillante), veinée, rugueuse, ridée (ou fripée), ou brillante.
Les especes de Bacillus donnent des colonies seéches et ridées. Pseudomonas stutzeri produit

¢galement des colonies ridées d’apparence similaire (Figure 14).
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ancefield_Group_A)_on_Columbia_Horse_Blood_Agar.jpg

Figure 13. Opacité des colonies bactériennes (Microbe Online, 2025)

Figure 14. Exemple de colonies lisses et brillantes (Microbe Online, 2025)
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TP n°6: Etude microscopique des bactéries, coloration simple,
Coloration de Gram

I. Observation microscopique des microorganismes a I’état frais

1. Objectif

Cet examen permet de mettre en évidence de la mobilité ou la stabilité des bactéries. Il est réalisé
selon le protocole de.

2. Principe

Le principe de l'observation microscopique des microorganismes a 1'état frais consiste a observer

des microorganismes vivants, sans les ne fixer ni les colorer, afin de préserver leur état naturel.

Une goutte de la suspension contenant les microorganismes est déposée sur une lame, recouverte
d'une lamelle, puis observée au microscope optique. Cette technique permet d'examiner les cellules
vivantes dans leur état naturel, d'apprécier leur morphologie, leur disposition et surtout leur
mobilité, sans modification due a la fixation ou a la coloration.
3. Matériel utilisé

e Anse de platine

e Pipettes Pasteur

e Lames

e Lamelles

o Bec Bunsen

o Cristallisoir contenant un désinfectant

e Eau physiologique stérile

e Bouillon nutritif contenant une souche bactérienne (Escherichia coli)
4. Mode opératoire (Prescott et al., 2023).

e Prélever une goutte du bouillon nutritif contenant une culture jeune de la bactérie

Escherichia coli et la déposer entre lame et lamelle

e Observer au microscope optique a I’objectif x40
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5. Lecture des résultats

La lecture des résultats de la mobilité des bactéries consiste a déterminer si une bactérie est capable

de se déplacer par ses propres moyens (généralement grace a des flagelles).
6. Exemples des observations microscopiques

La Figure 15 présente un exemple d’observation a 1’état frais des bactéries (Escherichia coli).

Figure 15. Observation microscopique d’Escherichia coli a 1’état frais x40 (Photo originale)

II. Observation microscopique aprés coloration simple (bleu de
méthyléne)

1. Objectif

L'objectif de 1'observation microscopique apres une coloration simple au bleu de méthylene est de

rendre les bactéries ou les cellules plus visibles au microscope en augmentant le contraste.
Plus précisément, cette technique permet de :

e Observer la forme des micro-organismes (coques, bacilles, spirilles, etc.).

o Déterminer leur taille approximative.

o Etudier leur disposition (isolés, en paires, en chaines, en amas, etc.).
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o Faciliter la visualisation des cellules, qui sont naturellement transparentes et difficiles a

distinguer sans coloration.

2. Principe

Le bleu de méthyléne est un colorant basique qui se fixe sur les constituants acides de la cellule,

colorant ainsi les micro-organismes en bleu et les rendant facilement observables au microscope.
3. Matériel utilisé

e Anse de platine

o Pipettes Pasteur

e Lames de microscope

e Pince

e Bouillon nutritif contenant une culture bactérienne pure

e Pot de yaourt contenant des bactéries lactiques

Bleu de méthyléne (colorant)

4. Mode opératoire (Brown et Smith, 2022)
4.1. Préparation du frottis

e Prélever une goutte de la suspension bactérienne et / ou de levure et la déposer sur une

lame.
« Etaler la goutte en effectuant des mouvements circulaires.

e Ou prélever une colonie bactérienne et I'émulsionner dans une goutte d'eau distillée stérile

déposée sur une lame.
4.2. Fixation du frottis
o Laisser sécher le frottis a température ambiante.

o Fixer le frottis en le passant 3 a 4 fois dans la flamme du bec Bunsen.
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o Laisser refroidir la lame.
4.3. Coloration simple au bleu de méthyléne
e Recouvrir enti¢rement le frottis avec le bleu de méthyléne.
o Laisser agir pendant 1 minute.
e Rincer abondamment a I'eau du robinet pour éliminer 1'excés de colorant.
e Déposer une goutte d'huile a immersion au centre du frottis coloré.
e Observer au microscope avec l'objectif @ immersion (100x).
5. Lecture des résultats

e Les bactéries apparaissent colorées en bleu.

e Observer la forme des bactéries (coques, bacilles, spirilles, etc.).

e Déterminer leur disposition (isolées, en paires, en chaines, en amas, etc.).

e Estimer leur taille et leur répartition sur le frottis.

e Vérifier la qualité du frottis (bonne répartition des cellules, absence d'amas excessifs).

e Conclure sur la morphologie et 1'agencement des bactéries observées.

La Figure 16 donne un exemple d’observation microscopique a I’immersion aprés coloration au

bleu de méthyléne.
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Figure 16. Observation microscopique a I’'immersion d’E. coli et S. cerevisiae aprés coloration

au bleu de méthyléne (Photos originales).
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II1. Observation microscopique aprés coloration de Gram
1. Objectif

La coloration de Gram (méthode décrite initialement par Hans Christian Gram, 1884) a pour
objectif de différencier les bactéries selon la structure de leur paroi cellulaire afin de les classer

en bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif.
Elle permet également de :

o Différencier les bactéries en Gram positif et Gram négatif.

e Observer la morphologie des bactéries (coques, bacilles, etc.).

e Déterminer leur disposition (isolées, en chaines, en amas, etc.).

o Faciliter I'identification et l'orientation du diagnostic microbiologique.
2. Principe

Le principe de la coloration de Gram repose sur les différences de structure et de composition
de la paroi bactérienne entre les bactéries Gram positives et Gram négatives. Les bactéries Gram
positives possedent une paroi épaisse, riche en peptidoglycane fortement réticulé et contenant
des acides téichoiques, sans membrane externe, ce qui leur confére une structure dense capable

de retenir durablement les complexes colorés (Sharma, 2024).

A P’inverse, les bactéries Gram négatives présentent une fine couche de peptidoglycane située
dans un espace périplasmique et sont entourées d’une membrane externe riche en lipides et en
lipopolysaccharides, ce qui rend leur enveloppe plus fragile et moins apte a retenir ces
complexes. Ainsi, la distinction entre Gram positif et Gram négatif repose essentiellement sur
la capacité de la paroi, selon sa richesse en peptidoglycane et sa teneur en lipides, a fixer ou
non les complexes colorés utilisés lors de la coloration. La Figure 17 présente la différence de

la composition de la paroi bactérienne entre les Gram négatif et les Gram positif.
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Figure 2-14 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Figure 17. Composition de la paroi bactérienne chez les Gram positif et les Gram négatif

(Murphy et Weaver, 2008 ; Sharma, 2024)

3. Matériel utilisés
e Matériel utilisé et réactifs
e Pipette Pasteur
o Lames
e Anse de platine
e Papier buvard (ou absorbant)
o Eau physiologique
e Cristallisoir contenant un désinfectant
e Violet de gentiane phénique
e Lugol (iode—iodure de potassium)
e Alcool (éthanol)

e Fuchsine phénique (ou safranine)

o Souches bactériennes pures : comme Escherichia coli et Staphylococcus aureus.
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4. Mode opératoire

4.1. Préparation du frottis (voire coloration au bleu de méthyléne).

4.2. Fixation du frottis (voire coloration au bleu de méthyléne).

4.3. Etapes de coloration (Soni, et al. 2024).

Coloration (violet de gentiane phénique) : réouvrir le frottis pendant une minute, puis
rincer a I’eau distillée.

Mordancgage (lugol : iode—iodure de potassium) : Laisser agir pendant 1 minute, puis
rincer.

Décoloration (alcool éthanol 95% ou alcool-acétone) : Appliquer pendant 10 a 20
secondes maximum (étape critique), puis rincer immédiatement pour stopper la
décoloration.

Recoloration (fuchsine phénique ou safranine) : Laisser agir pendant 30 a 60 secondes,
puis rincer a I’eau.

Séchage et observation : Sécher avec du papier absorbant, puis observer au microscope

a immersion.

5. Lecture des résultats

e Gram positif — violet (retient le complexe violet-iodé)

e Gram négatif — rose/rouge (coloration de contre-type)

6. Exemples d’observation microscopique

Figure 18. Observation microscopique des bactéries apres coloration de Gram (Photos

originales)
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TP n°7 : Critéres d’identification biochimique des bactéries
1. Objectif

L'objectif de ce TP est de permettre aux étudiants de comprendre le principe de l'identification
biochimique des bactéries, de réaliser quelques tests biochimiques couramment utilisés en
microbiologie et d'interpréter les résultats obtenus afin de différencier et d'identifier les
bactéries sur la base de leurs caractéristiques métaboliques et enzymatiques (Altheide, 2019;

Davis et Pezzlo, 2023 ; Dunn, 2023).

2. Matériel

e Cultures bactériennes pures (par exemple : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ou autres souches pédagogiques)

e Milieux de culture appropriés

o QGalerie de tests biochimiques ou milieux biochimiques (TSI, citrate de Simmons, urée,
SIM, etc.)

o Réactif de Kovacs (test de I'indole)

e Peroxyde d'hydrogéne (H202) a 3 % (test de la catalase)

e Réactif de I'oxydase

e Anses de prélevement stériles

e Micropipettes et embouts stériles

e Tubes a essai et portoirs

e Incubateur (35-37 °C)

e Bec Bunsen ou hotte a flux laminaire

e Marqueur

o Ethanola 70 %

o Blouse, gants et lunettes de protection

3. Mode opératoire
3.1. Test de catalase

e Déposer une goutte de peroxyde d'hydrogéne (H20: a 3 %) sur une lame propre.
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e Prélever une colonie bactérienne fraiche a 1'aide d'une anse stérile.
e Me¢langer la colonie a la goutte de H20..
e Observer immédiatement la réaction.
o Interprétation :
o Apparition de bulles : catalase positive (+).

o Absence de bulles : catalase négative (—).

3.2. Test de I'oxydase

e Déposer une goutte de réactif a l'oxydase sur un papier filtre ou une bandelette
d'oxydase.

e Prélever une colonie bactérienne fraiche a l'aide d'un batonnet en bois ou d'une anse en
plastique.

« Etaler la colonie sur la zone imprégnée du réactif.

e Observer la coloration dans les 10 a 30 secondes.

o Interprétation :

o Coloration violette ou bleu foncé : oxydase positive (+).

o Absence de coloration : oxydase négative (—).

3.3. Test de l'indole

o Ensemencer un tube de milieu tryptone avec une colonie bactérienne.
e Incuber a 37 °C pendant 24 heures.
e Ajouter quelques gouttes de réactif de Kovacs.
e Observer la surface du milieu.
e Interprétation :
o Anneau rouge a la surface : indole positif (+).

o Absence d'anneau rouge ou coloration jaune : indole négatif (—).

3.4. Test de 1'uréase

o Ensemencer le milieu a I'urée avec une colonie bactérienne.

e Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
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Observer le changement de couleur du milieu.
Interprétation :
o Milieu rose ou fuchsia : uréase positive (+).

o Milieu jaune-orangé ou inchangé : uréase négative (-).

3.5. Test du citrate de Simmons

Ensemencer la gélose citrate de Simmons par stries sur la pente, sans piquer le milieu.
Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
Observer la croissance bactérienne et la couleur du milieu.
Interprétation :
o Croissance avec virage du vert au bleu : citrate positif (+).

o Absence de croissance et milieu restant vert : citrate négatif (—).
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TP n°8 : Etude de la croissance bactérienne
1. Objectif

L'objectif de ce TP est de permettre aux étudiants de comprendre les différentes phases de la
croissance bactérienne en culture, de suivre I'évolution d'une population bactérienne au cours
du temps a l'aide de méthodes simples de mesure, et d'interpréter la courbe de croissance en
relation avec les conditions de culture. Ce TP vise également a familiariser les étudiants avec
les techniques de manipulation aseptique et les méthodes d'évaluation de la croissance

bactérienne.

2. Matériel

e Culture pure d'une bactérie (par exemple Escherichia coli ou Bacillus subtilis)
e Bouillon nutritif stérile

o Tubes a essai ou Erlenmeyers stériles

e Micropipettes et embouts stériles

o Pipettes Pasteur stériles

e Spectrophotométre (lecture a 600 nm) ou colorimeétre
o Cuvettes pour spectrophotometre

o Agitateur-incubateur (37 °C pour E. coli)

e Bec Bunsen ou hotte a flux laminaire

e Marqueur et étiquettes

o Désinfectant (éthanol a 70 %)

¢ Qants et blouse de laboratoire

3. Mode opératoire (Zwietering et al., 1990 ; Kovarova-Kovar et Egli, 1998)

e Préparer un flacon contenant du bouillon nutritif stérile.

o Ensemencer aseptiquement le milieu avec une culture bactérienne jeune.

e Incuber la culture a la température appropriée sous agitation.

e Mesurer la densité optique (DO<sub>600</sub>) au temps 0, puis a intervalles réguliers
(toutes les 30 a 60 minutes) pendant la durée de 1'expérience.

o Noter les valeurs de densité optique obtenues dans un tableau de résultats.
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e Tracer la courbe de croissance bactérienne en représentant la densité optique
(DO<sub>600</sub>) en fonction du temps d'incubation.

o Identifier les différentes phases de la croissance bactérienne : phase de latence, phase
exponentielle (logarithmique), phase stationnaire et, si elle est observée, phase de
déclin.

e Analyser et interpréter la courbe obtenue en expliquant 1'évolution de la population

bactérienne au cours des différentes phases de croissance.

4. Résultats attendus

Les étudiants doivent obtenir une courbe illustrant les différentes phases de la croissance
bactérienne et étre capables d'expliquer les caractéristiques biologiques de chaque phase ainsi

que les facteurs susceptibles d'influencer la croissance des bactéries.

UNIVERSITE DE JIJEL/FACULTE SNV/ DEPARTEMENT EFSNV
33 | 2°™ Année Licence (Sciences Biologiques, Sciences Alimentaires, Sciences Agronomiques,

2026

Ecologie et Environnement)
D"BENHAMADA Ouahiba




Polycopié de TP Microbiologie

TP n°9 : Les inhibiteurs de la croissance, I’antibiogramme

1. Objectif

Un antibiogramme est une technique de laboratoire de microbiologie qui permet d’évaluer la

sensibilité ou la résistance d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques.

Son objectif principal est de déterminer si une bactérie isolée a partir d’un prélévement clinique

(urine, sang, pus, etc.) peut €tre inhibée ou détruite par des antibiotiques spécifiques. Ce test est

réalisé selon Clinical and Laboratory Standards Institute, 2025.

2. Matériel utilisé

Gélose de Mueller-Hinton

Disques d’antibiotiques

Boite de Pétri

Pince stérile

Pipeteur

Pipette Pasteur

Eau physiologique (solution saline stérile)
Reégle graduée

Vortex

Anse de platine

3. Mode opératoire

Prélever une colonie bactérienne a 1’aide d’une anse de platine ;

Emulsionner cette colonie dans un tube contenant 2 mL d’eau physiologique ;

Agiter au vortex afin de préparer une suspension bactérienne homogéne (inoculum) ;
Couler le milieu gélosé Mueller-Hinton dans des boites de Pétri ;

Laisser sécher les boites a I’étuve a 37 °C ;

Ensemencer la gélose a partir de la suspension bactérienne par la méthode d’inondation
ou par écouvillonnage ;

Déposer les disques d’antibiotiques a I’aide d’une pince stérile ;
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o Presser légerement chaque disque afin d’assurer un contact uniforme avec la gélose ;
e Respecter une distance d’environ 3 cm entre deux disques ;
e Déposer au maximum 6 disques par boite de Pétri ;
e Incuber les boites a 37 °C pendant 24 a 48 heures ;
e Apres incubation, mesurer le diameétre des zones d’inhibition autour de chaque disque
en millimétres ;
o Interpréter les résultats en se basant sur les diametres critiques figurant dans les tables
de référence.
4. Lecture de résultats
La lecture d’un antibiogramme consiste a analyser les zones d’inhibition obtenues autour des
disques d’antibiotiques afin de déterminer si une bactérie est sensible, intermédiaire ou
résistante a chaque antibiotique testé.
4.1. Observation des zones d’inhibition
Apres incubation :
e Une zone claire (halo) autour du disque = inhibition de la croissance bactérienne (Figure
19)
e Absence de zone = la bactérie pousse jusqu’au disque
e Plus le diametre du halo est grand, plus 1’antibiotique est efficace
4.2. Mesure
e Mesurer le diamétre des zones d’inhibition en millimétres (mm)
o Utiliser une régle ou un pied a coulisse
e Mesurer le diametre complet (bord a bord du halo)
4.3. Interprétation des résultats
Les diameétres obtenus sont comparés a des valeurs critiques de référence (EUCAST ou CLSI) :
S (Sensible) : I’antibiotique est efficace, la bactérie est inhibée
I (Intermédiaire) : efficacité réduite, possible effet si forte dose

R (Résistante) : antibiotique inefficace, pas d’inhibition
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Zone sans bactérie

Boite de pétri

Zone avec bactéries

Pastille d'antibiotique

Figure 19. Résultat d’un antibiogramme

Tableau 1. Exemple de seuil de quelques antibiotiques (EUCAST, CLSI)

Antibiotique ||S (= mm)|I (mm)

R (£ mm)

Amoxicilline |> 18 mm ||15-17 mm||< 14 mm

Ciprofloxacine|> 22 mm |[16-21 mm|< 15 mm

Ceftriaxone > 23 mm |[20-22 mm||< 19 mm
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TP n°10 : Levures, cyanobactéries et moisissures

1. Objectif

N

Observer au microscope des levures (champignons unicellulaires) et des cyanobactéries

(bactéries photosynthétiques)

Comparer leur structure, taille et organisation cellulaire

Comprendre leurs différences biologiques fondamentales (eucaryote vs procaryote)

Mettre en évidence leur mode de reproduction et leur role écologique

. Matériel utilisé

Microscope optique

Lames et lamelles

Pipettes Pasteur

Eau distillée

La levure de boulangerie (Saccharomyces cerevisiae)
Echantillon de cyanobactéries (eau stagnante, bassin ou culture)
Bécher

Papier absorbant

3. Mode opératoire

3.1. Examen de la levure (Prescott et al., 2023)

Préparer une suspension de levure dans de I’eau sucrée

Prélever une goutte de la suspension et la déposer entre lame et lamelle ;

Observer au microscope optique a I’objectif 40x.

3.2. Examen des cyanobactéries (Wilmotte et al., 2017)

Prélever une goutte d’eau stagnante ou de culture

Déposer la goutte sur une lame propre

Ajouter éventuellement une goutte de lugol pour améliorer le contraste
Recouvrir avec une lamelle sans bulles d’air

Observer au microscope (objectif x10 puis x40)
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o Identifier les filaments ou colonies verdatres (ex : Anabaena, Oscillatoria)

3.3. Examen des moisissures

L’identification microscopique des moisissures est réalisée selon la méthode de scotche-test

(Chabasse et al., 2002) :
e Appliqué par la face collante sur la surface de la moisissure a l'aide d'une pince ;
e Observer au microscope optique a I’objectif 40x.
4. Lecture des résultats
4.1. Etats frais de la levure
La lecture des résultats d'un état frais de la levure Saccharomyces cerevisiae est la suivante :
e Des cellules ovales ou rondes, transparentes et réfringentes.
e Des cellules isolées, en paires ou en petits amas.

e Des bourgeonnements (blastoconidies), caractéristiques de la multiplication de la

levure.

e Une absence de mobilité active : les levures ne possédent pas de flagelles. Les éventuels
petits déplacements observés sont dus au mouvement brownien ou aux courants du

liquide, et non a une véritable mobilité.
4.2. Etats frais des moisissures

L’observation microscopique a 1'état frais des moisissures peut inclure :

La présence ou l'absence de moisissures ;

L'aspect des hyphes (septés ou non, ramifiés, etc.) ;

La présence de spores ou de conidies ;

Une estimation de 1'abondance (rare, modérée, abondante).
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4.3. Etat frais des cyanobactéries

Présence de cellules de couleur verte a bleu-vert, due aux pigments photosynthétiques

(chlorophylle et phycobilines).
e Observation de cellules procaryotes, dépourvues de noyau et d'organites membranaires.
e Les cellules sont souvent regroupées en filaments ou en colonies.
e Les filaments peuvent étre droits, courbés ou spiralés selon l'espece observée.
e Chez certaines cyanobactéries (ex. Anabaena), présence de cellules spécialisées
appelées hétérocystes, impliquées dans la fixation de 1'azote.
e Les cyanobactéries observées présentent une organisation simple caractéristique des

organismes procaryotes photosynthétiques.

5. Exemples des observations microscopiques

Les Figures 20, 21 et 22 présentent respectivement des exemples d’observation a I’état frais des

levure (Saccharomyces Cerevisiae), cyanobactéries et quelques moisissures.

=76
‘,C\) 8

Figure 20. Observation microscopique de Saccharomyces cerevisiae a I’état frais (x40)

(Photo originale)
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A 6 -

Penicillium sp Mucor sp

Figure 21. Observation microscopique de quelques moisissures a 1’état frais (x40) (Photos

originales)

Figure 22. Observation microscopique des cyanobactéries a 1’état frais (x40)

(https://labsvt.fr/Transversal/Cyanobacteries/Cyanobacteries.html#d % C3%A9but)
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TP n°11 : Isolement de la flore totale et spécifique de certains
produits (eau, lait...).

1. Objectif

L'isolement des bactéries est une étape fondamentale en microbiologie. Il consiste a séparer une
espece bactérienne des autres microorganismes présents dans son environnement naturel (eau,
sol, aliments, prélévements cliniques, etc.) afin d'obtenir une culture pure, composée d'une seule

espece bactérienne.

Cet isolement est réalisé en utilisant des milieux de culture appropriés, dont la composition
fournit les éléments nutritifs nécessaires a la croissance des bactéries. Selon les besoins, on
utilise des milieux non sélectifs (favorisant la croissance de nombreuses especes) ou des milieux

sélectifs et différentiels (favorisant certaines bactéries tout en inhibant d'autres).

Sur un milieu solide, le résultat de l'isolement se traduit par l'apparition de colonies isolées
(Figure 23), dont l'aspect (taille, forme, couleur, relief, bord, texture, etc.) peut fournir des
informations utiles pour l'identification des bactéries. En revanche, sur un milieu liquide, la
croissance bactérienne se manifeste par un trouble (turbidité) du bouillon, parfois accompagné

d'un dépo6t au fond du tube, d'un voile en surface ou de flocons en suspension (Figure 24).

Sur milieu solide

Observation de
colonies

Figure 23. Résultat de I’isolement sur milieu solide (Photo originale)

Sur milieu liquide

Observation d’un - d— |
« trouble »

Figure 24. Résultat de I’isolement sur milieu liquide (Photos originales)
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2. Matériel utilisé

Boites de Pétri stériles

Eau distillée stérile

Spatule stérile

Flacons stériles

Pipette Pasteur stérile
Pipeteur

Milieu de gélose nutritive
Bouillon nutritif

Milieu SFB (Bouillon SFB)
Milieu de Sabouraud

3. Mode opératoire

3.1. Isolement a partir de I’air (sédimentation en boites) (Napoli et al, 2012)

Faire fondre la gélose nutritive.
Couler aseptiquement le milieu de culture dans une boite de Pétri stérile.

Laisser la boite de Pétri ouverte, a I'écart du bec Bunsen, pendant 15 minutes afin de
permettre le dépdt des microorganismes présents dans l'air.

Refermer la boite de Pétri.
Incuber a 37 °C pendant 24 heures.

Observer l'apparition et les caractéristiques des colonies développées.

3.2. Isolement a partir de ’eau (Hammes et Egli, 2010).

Flamber le robinet pour assurer 1’asepsie.
Ouvrir le robinet et laisser I’eau s’écouler quelques secondes.
Prélever un volume d’eau dans un flacon stérile.

A partir de ce flacon, prélever 1 mL d’eau a I’aide d’une pipette stérile et le déposer
dans une boite de Pétri.

Couler la gélose nutritive refroidie a environ 50 °C dans la boite.

Mélanger par des mouvements circulaires dans les deux sens afin d’assurer une
répartition homogene de 1’échantillon dans le milieu de culture.
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Laisser solidifier le milieu.

Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

3.3. Isolement a partir du sol (Kizheva et al., 2021)

Préparer une suspension de sol en mélangeant une petite quantité de sol avec un
volume d’eau distillée stérile.

Agiter vigoureusement afin de mettre les microorganismes en suspension.

Laisser reposer le flacon pendant 10 a 20 minutes pour permettre la sédimentation des
particules de sol, tandis que les bactéries restent en suspension dans le surnageant.
Prélever 1 mL du surnageant et le déposer dans chacune des deux boites de Pétri.
Couler la gélose nutritive refroidie a environ 50 °C dans I’une des boites et la gélose
de Sabouraud dans I’autre.

Mélanger par des mouvements circulaires pour assurer une répartition homogene de
I’inoculum.

Laisser solidifier le milieu.

Incuber a 37 °C pendant 24 heures.

3.4. Isolement a partir des surfaces (Rose et al., 2016)

Préparer un coton stérile monté sur un support (écouvillon).

Humidifier légérement le coton stérile avec de 1’eau distillée stérile si nécessaire.
Frotter la surface a analyser en effectuant des mouvements réguliers afin de prélever
les microorganismes.

Transférer immédiatement 1’échantillon prélevé sur un bouillon nutritif.

Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

Observer I’apparition du trouble dans le milieu de culture.

Une goutte a partir du bouillon nutritif présentant un trouble est ensemencée sur la
surface de la gélose Chapman par la méthode de strie (Figure 15).

Incuber a 37 °C pendant 24 heures.
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3.5. Isolement a partir d’organe

Cautériser la surface de I’organe (foie de poulet) a ’aide d’une pipette Pasteur stérile.
Prélever en profondeur un fragment d’organe par aspiration a 1’aide d’un pipeteur.
Transférer le prélévement dans un milieu liquide adapté (milieu SFB).

Refermer le tube de maniére aseptique.

Incuber a 37 °C pendant 24 heures.

Une goutte a partir du bouillon SFB présentant un trouble est ensemencée sur la surface
de la gélose Hektoen par la méthode de quadrant (Figure 16).
Incuber a 37 °C pendant 24 heures.

3.6. Isolement a partir de lait et techniques de dénombrement

1. Objectif

Le but des techniques de numération (ou dénombrement) est de déterminer la concentration en

bactéries présentes dans une préparation initiale. Elles permettent d’estimer avec précision la

charge bactérienne d’un échantillon, c’est-a-dire le nombre total de bactéries viables contenues

dans un produit a analyser.

Ces techniques sont essentielles en microbiologie car elles servent a évaluer la qualité

microbiologique d’un produit (aliment, eau, médicament, etc.), a controler son innocuité, et a

vérifier le respect des normes d’hygiéne. Elles reposent généralement sur des méthodes de

dilution, d’ensemencement sur milieu gélosé et de comptage des colonies formées (UFC : unités

formant colonies).

2. Matériel utilisé

Flacon stérile

Eau physiologique
Tubes a essai stériles
Pipettes stériles (1 mL)

Pipeteur
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e Milieu PCA
e Milieu BCP
o Lait de vache
3. Mode opératoire
3.1. Dénombrement des colonies sur milieu solide (ex : FTAM) (Joffin et Leyral, 2013)
e Prélever un volume de lait de vache dans un flacon stérile ;
e Préparer des dilutions dans 1’eau physiologique jusqu’a 10~ ;
e Ensemencer en masse 1 mL de la dilution choisie dans un milieu PCA ;
e Incuber pendant 3 jours a 30 °C ;
o Utiliser deux boites pour deux dilutions successives ;
e Dénombrer les colonies a I’aide d’un compteur de colonies.
3.2. Dénombrement dans un milieu liquide (ex : CT) (Wehr et Frank, 2004)

e Prélever un volume de lait de vache;

e Préparer des dilutions jusqu’a 107 (ou utiliser la préparation précédente) ;

o Ensemencer 3 tubes de BCPL a double concentration avec cloche, avec 1 mL de chaque
dilution ;

e Incuber a 30 °C pendant 48 h ;

e Observer les tubes ou le lactose est fermenté avec production de gaz ;

« Evaluer le nombre de coliformes en se référant aux tables de Mac Grady pour calculer
I’indice NPP.

4. Lecture des résultats
4.1. Dénombrement des colonies sur milieu solide

e Observer les boites et compter les colonies visibles, chaque colonie correspondant
théoriquement a une UFC (Unité Formant Colonie) issue d’une bactérie ou d’un amas
bactérien.

e Choisir les boites contenant un nombre exploitable de colonies (généralement entre 30

et 300 colonies).
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e Calculer la concentration bactérienne initiale avec la formule :

N = Z C (Joffin et Leyral, 2013)
V x (?’11 + 0,1’5‘12) X d

Explication :
e N : concentration en bactéries (UFC/mL ou UFC/g)
e XC:somme totale des colonies comptées sur les boites retenues
eV :volume ensemencé sur chaque boite (mL)
e i : nombre de boites retenues a la premiére dilution choisie

e 1 :nombre de boites retenues a la dilution suivante

d : facteur de dilution de la premiére dilution retenue

Remarque : on prend en considération les boites présentant un nombre de colonies compris

entre 30 et 300.

Exemple

On suppose les résultats suivants :

e XC (somme des colonies comptées) = 240
eV (volume ensemencé) = 1 mL

e 1 = 3 boites retenues a la premiere dilution
e n: =1 boite retenue a la deuxieéme dilution

o d=dilution=107?2
Donc : N=7,7x10° UFC/mL

4.1. Dénombrement des colonies sur milieu liquide (Figure 18)

Le dénombrement se fait par la méthode du NPP (Nombre le Plus Probable) selon Rodier et al.,
2009 Tableau 1) :
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I ml 9 ml BCPL 8/C

100104 10° 10 107 10* 10
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Incubation
37°CV 24-48h

REEE

Tube de culture positif' - virage du Tube negaut
couleur + production de gaz + trouble
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Eau a analyser
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Figure 25. Protocole de dénombrement sur milieu liquide (Rodier et al., 2009)

e On note le nombre de tubes positifs a chaque dilution (ex : 3-2-1, 5-3-0, etc.).
e On compare ces résultats a une table de MacCrady.
e On obtient un résultat exprimé en :

Exemple

Apres incubation on fait la lecture des 3 séries un tube de BCPL avec un virage au jaune et un

dégagement de gaz est considéré comme tube +

N
10" 10° 10° (10") 10° 10° 10°
Série 1 ¥ ¥ ¥ : i i
Série 2 ¥ ¥ ; i ] j
Série 3 + - + + -
3 3 2 1> 0 0 0

e On prend les 3 numéros avant I’apparition de 0 dans notre cas on a 321.
e 321 sur la table de Mac Grady donne un numéro de 15.0.

e Résultat de dénombrement 15. 10* coliforme/ml
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Tableau 2. Table de MacCrady (McCrady, 1915)

3 tubes par dilution

R = E ~ . =
SE | gf| g% | :f | fF | :f
W w W
5% | 3| BT | 3T | Ef | i3
g e g - g z
(=) (=] (=]
000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.3 202 2.0 310 4.5
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 3.5 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 140.0
200 0.9 301 4.0
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Conclusion

Les séances de travaux pratiques présentées dans ce polycopié ont pour objectif de fournir aux
¢tudiants les bases expérimentales indispensables en microbiologie. En associant les
connaissances théoriques aux manipulations de laboratoire, elles permettent de mieux
comprendre les caractéristiques des micro-organismes, leurs exigences de culture, leurs modes
d'identification ainsi que les méthodes utilisées pour étudier leur développement et leur

sensibilité aux agents antimicrobiens.

Au cours de cette formation pratique, les ¢tudiants sont amenés a maitriser les techniques
fondamentales de microbiologie, depuis la préparation du matériel et le respect des regles
d'asepsie jusqu'a l'isolement, l'observation et l'identification des microorganismes. Ces
apprentissages contribuent également au développement d'une démarche scientifique fondée
sur l'observation, la rigueur expérimentale, 1'analyse critique des résultats et le respect des

normes de qualité et de sécurité en laboratoire.

Les compétences acquises a travers ces travaux pratiques constituent un prérequis essentiel pour
de nombreuses disciplines des sciences biologiques et trouvent des applications dans des
secteurs variés tels que les analyses biomédicales, le controle de la qualité des aliments et de
I'eau, les biotechnologies, l'industrie pharmaceutique, I'environnement et la recherche

scientifique.

Ce polycopié se veut un outil pédagogique destiné a accompagner les étudiants tout au long de
leur apprentissage pratique. Il est concu pour faciliter la préparation des séances de laboratoire,
favoriser une meilleure compréhension des protocoles expérimentaux et servir de support lors
de l'interprétation des résultats obtenus. Nous espérons qu'il contribuera a développer les
compétences techniques, I'autonomie et l'esprit scientifique des étudiants, tout en leur offrant
une base solide pour la poursuite de leur parcours universitaire et leur future carriere

professionnelle.
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